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INTRODUCTION

Avec I’évolution de nos modes de vie vers un monde de plus en plus sédentaire et une
alimentation de plus en plus riche en graisse, la prévalence des affections du Syndrome Métabolique
telles que 1’obésité et le diabete de type 2 est en explosion. Mais parmi ces maladies, une pathologie
asymptomatique, mais avec des complications toutes aussi importantes, mais moins connue, a vu sa

prévalence augmenter également : la stéatose hépatique non alcoolique.

Les stéatoses hépatiques non alcooliques ou NAFLD sont des affections du foie avec une
forme plus sévére qui est la stéatohépatite non alcoolique ou NASH. Elles constituent a elles seules
les affections du foie les plus répandues dans le monde et la NASH la deuxiéme étiologie de grefte
de foie aux Etats-Unis. Elles trouvent leurs étiologies dans I’ensemble des maladies métaboliques

qui constituent le Syndrome Métabolique telles que le diabéte, les dyslipidémies, 1I’obésité. ..

Ces affections étant asymptomatiques et silencieuses, leur dépistage est difficile, d’autant
plus que leur diagnostic certain ne peut se faire qu’avec une technique invasive qu’est la biopsie du
foie. Nous ne pouvons alors pas connaitre la véritable prévalence et le véritable impact de ces

maladies sur une population a un instant T. Nos possibilités d’actions et de soins sont alors limitées.

On peut donc en conclure, sans trop de réserve, que ces stéatoses hépatiques non alcooliques

constituent un véritable enjeu de santé publique présent et a venir.

L’importance de la santé de la cavité buccale est trés souvent oubliée dans I’équilibre de la
santé générale. Il est pourtant prouvé qu’il existe un lien bidirectionnel entre 1’inflammation

pathologique de la bouche et la régulation d’un diabéte par exemple.

Dans ce sens, 1’objectif de cette theése est d’étudier le lien entre cavité buccale et son
microbiote et les stéatoses hépatiques non alcooliques. La réflexion se porte alors sur la possibilité
que les facteurs inflammatoires buccaux aient un impact sur la gravité de certaines maladies
métaboliques telles que la stéatose hépatique non alcoolique. Les répercussions d’un tel lien sur notre
arsenal thérapeutique et sur la prévention des complications de la NAFLD seraient alors de pouvoir,
grace a des thérapeutiques simples sur les bactéries buccales, de supprimer un facteur de progression

de ces maladies vers un stade d’inflammation plus grave du foie.

Dans un premier chapitre, nous allons définir le lien entre le microbiote buccal et les patients
atteints de NAFLD ou de NASH. Puis dans un deuxiéme chapitre, nous décririons les résultats
préliminaires d’une recherche clinique ayant pour objectif d’identifier les bactéries du microbiote

oral associ¢es aux stéatoses hépatiques non alcooliques.
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CHAPITRE 1 - LIEN ENTRE LE MICROBIOTE BUCCAL ET LES
PATIENTS ATTEINTS DE NAFLD / NASH

I. DEFINITION NAFLD / NASH

La « Non-Alcoholic Fatty Liver Disease » ou « NAFLD » est définie par [’International
Classification of Diseases (ICD-11) dans ces termes (1) :

« La NAFLD est caractérisée par une stéatose hépatique liée a une résistance

a l'insuline en ['absence d 'une consommation importante d’alcool. Il couvre un

spectre pathologique allant de la simple stéatose a la stéatohépatite. 10 a 20%

des patients souffrent de stéatohépatite (stéatohépatite non alcoolique : NASH),

qui peut évoluer en cirrhose et en carcinome hépatocellulaire. »

Cette définition pousse a définir d’autres notions :

e « Absence d’une consommation importante d’alcool »
La Haute Autorité¢ de Sant¢ (HAS) détermine une consommation a risque d’alcool a partir de
plus de 3 verres standard (>30g d’alcool pur) par jour, soit plus de 21 verres standard (>210g d’alcool
pur) par semaine pour les hommes et plus de 2 verres standard (>20g d’alcool pur) par jour, soit plus

de 14 verres standard (>140g d’alcool pur) par semaine pour les femmes (2).

e« Simple stéatose »

La stéatose est une accumulation de graisse (triglycérides ou TG) histologiquement visible dans
les cellules du foie, les hépatocytes. L’accumulation de TG devient pathologique a partir de plus de
5% de stockage dans les hépatocytes. Elle est le plus souvent asymptomatique et sans évolution
pathologique. Comme on peut le voir dans la définition de ’ICD-11, on distingue la stéatose pure

de la stéatohépatite (3,4).

Figure 1 : Coupe histologique d’une stéatose hépatique (4)
Microveésicules de graisses (F) dans 60% des hépatocytes, sans inflammation, ni fibrose
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e« Stéatohépatite »
La stéatohépatite est une stéatose avec présence de lésions des hépatocytes et/ou de fibrose
et/ou de 1ésions inflammatoires. Le tableau histologique de la stéatose pure est alors complété par
d’autres caractéristiques histologiques : en effet, seule une biopsie du foie et un examen histologique

permet de faire la différence entre une stéatose pure et une stéatohépatite.

Contrairement a la stéatose pure, la stéatohépatite peut évoluer vers des formes
pathologiques graves comme la cirrhose hépatique, 'insuffisance hépatique et le carcinome
hépatocellulaire. On peut se rendre compte de 1’évolution et de la gravité de la stéatohépatite grace

a une biopsie du foie et des examens histologiques (5).

Figure 2 : Coupe histologique d’une stéatohépatite non alcoolique (4)
Présence de macrovésicules de graisses (F), de ballonisation hépatocytaire (B) et un léger
infiltrat inflammatoire (fleche)

Par ailleurs, la consommation excessive d’alcool peut également conduire a une
stéatohépatite, on parlera alors de stéatohépatite alcoolique. Seul un questionnaire médical
approfondi permet de faire le distinguo entre la stéatohépatite alcoolique et la stéatohépatite non

alcoolique car les caractéristiques histologiques sont identiques (4).

Figure 3 : Coupe histologique d’une stéatohépatite alcoolique (4)
Méme caractéristiques que la stéatohépatite non alcoolique ; on voit des macrovésicules de graisses
(F), de la ballonisation hépatocytaire (B) et un léger infiltrat inflammatoire (fleche).
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11 existe d’autres €tiologies menant a une stéatohépatite : hépatite virale, chimiothérapie...

Dans notre cas ici, comme indiqué dans la définition de la NAFLD ci-dessus, nous nous

intéresserons a la stéatohépatite non alcoolique (ou NASH) (3.4,6).

En définitive, la « Non-Alcoholic SteatoHepatitis » ou « NASH » est une pathologie définie
par plusieurs critéres histologiques : une stéatohépatite ayant des lésions des hépatocytes
(ballonisation et nécrose hépatocytaire), accompagnée de lésions inflammatoires et (pas dans tous
les cas) de fibrose. Le diagnostic se fait donc uniquement par biopsie du foie et études histologiques.
(3,6)

L’International Classification of Diseases (ICD-11) la définit donc dans ces termes (1) :

« La NASH est une forme histologique de NAFLD dont les principales
caractéristiques sont la preuve histologique d’une lésion des hépatocytes (telle
que la formation de ballons ou de Mallory hyaline) et une inflammation
lobulaire importante. (...) La NASH est la forme cliniqguement progressive de
la NAFLD dont les résultats cliniques incluent des événements
cardiovasculaires et une cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire. Bien que
de nouveaux biomarqueurs de la NASH aient été rapportés, l'histologie reste la

référence en matiere de diagnostic. »

A. Notions d’épidémiologie de la NASH

Le gold-standard pour diagnostiquer une NAFLD ou la NASH est une biopsie du foie. C’est
pourquoi il est difficile de connaitre la vraie prévalence de cette pathologie a 1’échelle de la
population entiere, d’autant plus qu’il s’agit la plupart du temps d’une affection asymptomatique (3).

En effet, méme les patients ayant une NAFLD et présentant un taux normal de transaminases
hépatiques ALAT/ASAT dans le sang peuvent présenter des caractéristiques histologiques de risques

d’évolution de la maladie en NASH. La biopsie est donc la référence pour poser le diagnostic (7).

La NAFLD est la pathologie du foie la plus répandue dans le monde avec une prévalence de
25,24%. Cette maladie est retrouvée partout dans le monde mais avec une prévalence plus élevée
dans les pays développés ou I’obésité et le diabéte de type 2 sont communs. La prévalence la plus
¢élevée est au Moyen-Orient (31,8%) et en Amérique du Sud (30,5%) et la plus faible en Afrique
(13,5%) (8).

On se doit de constater que la prévalence de la NAFLD dans le monde est en augmentation.
En effet, Aux FEtats-Unis, la prévalence de la NAFLD se situerait entre 10% et 30%, des taux

similaires étant rapportés en Europe et en Asie (4,8).
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La prévalence de la NAFLD augmente avec 1’age (3,8).

La NASH a été reconnue comme ’une des principales causes de cirrhose chez les adultes
aux Etats-Unis, et cette cirrhose liée a la NASH est actuellement la deuxiéme indication de greffe du
foie aux Etats-Unis. La fréquence de transplantation hépatique due a une NASH est de 7 %, il n’existe
pas de chiffres européens a ce sujet (2011) (4). La prévalence mondiale de NASH chez les patients

NAFLD biopsiés est a 59,1 %. (8,9)
Nous pouvons également identifier des populations a risque (9) :

- Laprévalence de la NAFLD chez les patients obéeses est de 70 % et de la NASH est de 25 a
30 %

- Laprévalence de la NAFLD chez les patients atteints de diabete de type 2 est de 65 % a 70
% et de la NASH est de 25 a 30 %

- La NAFLD et la NASH sont plus de deux fois plus fréquentes chez les patients atteints de
Syndrome Métabolique par rapport a la population générale (4)

Pour finir, il existe des différences de prévalence entre les ethnies. Aux Etats-Unis, la prévalence de

la NAFLD est plus élevée chez les Hispaniques (58,3%) que chez les Afro-Américains (35,1%) (10).

B. Démarche diagnostique

L’examen histologique d’une biopsie du foie est le gold-standard du diagnostic d’une
NAFLD et de la NASH. La biopsie du foie étant trés invasive, I’ European Association for the Study

of the Liver (EASL) recommande d’orienter, apres avoir éliminé les autres pathologies hépatiques,

le diagnostic a I’aide d’éléments cliniques et paracliniques moins invasifs. Le profil du patient et ses

facteurs de risques sont alors étudiés (11).

La majorité des patients atteints de cette pathologie étant asymptomatique, la découverte de
la stéatose hépatique est souvent fortuite a 1’imagerie (échographie, scanner, IRM). Mais ces
examens d’imagerie ne permettent pas de différencier la NAFLD de la NASH et de quantifier le taux

de fibrose.

Les examens sanguins consistants a évaluer le taux d’enzymes hépatiques dans le sang
(transaminases hépatiques se retrouvant pathologiquement dans la circulation générale montrant une
souffrance du foie) ne sont pas significatifs. En effet, des études montrent que 11% a 30% des
patients diagnostiqués NASH aprés biopsie du foie, ont un taux normal de transaminases. Par contre,
I’EASL recommande d’envisager le diagnostic de NAFLD si le patient présente un taux anormal

persistant de transaminases.
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Une fois le diagnostic de NAFLD suspecté, des examens non invasifs vont étre utilisés afin
de quantifier la sévérité et la progression de la pathologie via 1’évaluation du taux de fibrose

hépatique. En effet, le taux de fibrose est un marqueur indépendant puissant, qui est associé au

pronostic d’évolution du patient vers des complications hépatiques (4,11,12).

L’EASL recommande I'utilisation combinée de deux outils : les tests sanguins de fibrose

et I’élastométrie hépatique (11).

Les deux tests sanguins de fibrose les plus utilisés sont le NAFLD Fibrosis Score
(spécifique a la NAFLD) et le FIB-4. Ils permettent de calculer un score de prédiction du taux de
fibrose. Le NAFLD Fibrosis Score prend en compte comme variables : I’age, I’index de masse
corporelle, ’hyperglycémie/diabéte, le taux d’ASAT et ALAT, le taux de plaquettes et d’albumine.
Le FIB-4 prend en compte comme variables : 1’age, le taux d’ASAT et d’ALAT et de plaquettes.

L’élastométrie hépatique (via le FibroScan au CHU Rangueil Toulouse) est quantifiée
grace a la mesure de la vitesse de propagation d’une onde ¢€lectrique dans le foie. L’onde se propage

plus rapidement dans les tissus fibrotiques plus rigide que le tissu hépatique sain.

L’EASL conclut la démarche diagnostique ainsi (11) :

« Comme leur valeur prédictive positive est insuffisante, ’EASL
propose de confirmer le diagnostic de fibrose avancée et de cirrhose
par une biopsie hépatique en fonction du contexte clinique. Des
données récentes suggerent néanmoins que la performance du
diagnostic non-invasif est améliorée lorsque deux méthodes (test
sanguin et Fibroscan) sont concordantes pour la présence d’une fibrose
avancée. Les recommandations de [’EASL suggerent donc que
["amélioration du diagnostic non-invasif par [’association d’un test
sanguin avec le Fibroscan devrait permettre de réduire le nombre de
biopsies hépatiques. »
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Adam C. Sheka propose I’algorithme diagnostique suivant (12) :

Figure 4 : Algorithme diagnostique de la stéatose hépatique non alcoolique et de la stéatohépatite
non alcoolique (12)

19



1. Caractéristiques histologiques comme unique élément de diagnostic

Comme on I’a vu, seule I’étude histologique d’une biopsie de foie permet d’établir de
maniére certaine le diagnostic de NAFLD/NASH. Nous allons explorer certaines caractéristiques
histologiques permettant de fixer le diagnostic NAFLD/NASH : pour cela il est important d’avoir en

téte I’histologie du foie grace aux schémas et coupes histologiques suivants (13).

Figure 5 : Schéma d’une coupe histologique d’un lobule hépatique

Figure 6 : Coupe de foie montrant son organisation histologique (Microscope Optique x50, x100,

x150)(14)
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e Stéatose

Au sein de I’hépatocyte, la répartition lipidique caractéristique de la NASH est le plus
souvent macrovésiculaire : de grosses gouttelettes de lipides qui repoussent le noyau des hépatocytes
cohabitent avec des petites gouttelettes lipidiques, qui au contraire, laissent le noyau au centre de la

cellule hépatique. Mais, on peut aussi observer de petites taches microvésiculaires.

11 existe une disposition caractéristique de la stéatose au sein du lobule hépatique. En effet,
la stéatose est d’abord répartie autour des veines centrales (= zone 3 et 2) tandis que les zones

périportales (zone 1) sont encore saines au stade précoce de la maladie (3,5).

e Ballonisation des hépatocytes

La présence de ballonisation des hépatocytes dans la zone 3, avec ou sans corps de Mallory,
est une caractéristique diagnostique de la NASH. En effet, la cirrhose se développe plus fréquemment
dans le foie des patients atteints de ballonisation hépatocytaire. La présence de cette dernicre est

étroitement associée a la fibrose péri-centrale et péri-sinusoidale.

Les hépatocytes sont alors plus grands avec un cytoplasme réduit et aggloméré. La perte de

coloration des kératines 8 et 18 est un marqueur de la ballonisation des hépatocytes.

Quant a eux, les corps de Mallory sont associés aux hépatocytes ballonisés de la zone 3 et

sont un marqueur de sévérité et de progression de la NASH (3,5).

Figure 7 : Coupe histologique de la zone 3 d’un foie atteint de NASH
La zone de fibrose péri-cellulaire est prédominante autour des hépatocytes ballonnés (15)

e Inflammation

Plusieurs degrés d’inflammation hépatique sont retrouvés dans la NAFLD ; mais on
constatera souvent une inflammation mixte légere avec des amas de cellules mononucléaires comme
les cellules T et les macrophages ainsi que des microgranulomes. Autour des hépatocytes ballonnés,

et surtout ceux avec des corps de Mallory, on peut voir des neutrophiles organisés en satellitosis.

Plus le stade de fibrose est avancé, plus on pourra constater une inflammation dans la zone

1(3,5).
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e Fibrose

La fibrose commence par la région péri-centrale (zone 3) puis progresse en zone 2. La
disposition de la fibrose est trés caractéristique de la stéatohépatite et est vraiment différente des
autres pathologies hépatiques. Comme relevé précédemment, c’est la progression de cette fibrose
qui constitue un marqueur de sévérit¢ de la maladie et qui influe le pronostic en faveur de

complications hépatiques (3,5).

Figure 8 : Coupe histologique de la zone 2 d’un foie atteint de NASH (coloration de
Masson -microscope optique x200) (5)

2. Scores d’évaluation

e Score NASH CRN

Afin d’évaluer la progression histologique et la sévérité de la maladie, un systéme de score
a été mis en place. Le systtme NASH CRN est utilisé uniquement pour les études cliniques et les

études histologiques. Il prend en compte les éléments évoqués ci-dessus ainsi que leur progression.

En effet, il consiste a calculer un score d’activité de la NAFLD : le NAS. Le NAS établit 4
stades de stéatose, 3 stades de ballonisation hépatocytaires et 4 stades d’inflammation lobulaire. La
somme de ces 3 criteres nous permet d’obtenir le NAS, score compris entre 0 et 8. Le score de 5 ou
plus est trés souvent associé a la présence de la NASH ; mais a partir du stade 3, il est possible que

le patient soit atteint de NASH également (5,11,12,16).

22



Caractéristique histologique Description Score
<5% 0
Entre 5 % et 33 % 1
2
Stéatose
Entre 33 % et 66 %

> 66 % 3
0

Absente
1

Ballonisation hépatocytaire Quelques cellules ballonisées
2
Beaucoup de cellules
ballonisées ou ballonisation
proéminente
Absente 0
<2 foci 1
Inflammation lobulaire

Entre 2 et 4 foci 2
> 4 foci 3

Tableau 1 : Tableau récapitulant les criteres du score d’activité NAFLD (NAS)
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Score NAS Diagnostic

>3 Pas de NASH
3>NAS>5 Possible NASH
>5 NASH

Tableau 2 : Tableau d’interprétation du score NAS

Le NAS est complété par 5 stades de fibrose, correspondant a 1’évolution « géographique »

de la fibrose dans le lobule hépatique. Les stades F3 et F4 sont associés a une fibrose avancée.

Localisation fibrose Score
Absente FO
Péri-sinusoidale ou Portale / Péri-Portale F1
Légere, Zone 3, péri-sinusoidale F1A
Modérée, Zone 3, péri-sinusoidale F1B
Portale/péri-portale F1C
Péri-sinusoidale ET Portale / Péri-Portale F2
Septa fibreux F3
Cirrhose F4

Tableau 3 : Tableau des 5 stades de fibrose dans le systeme NASH CRN

e Score SAF — Stéatose Activity Fibrose Score

Il se présente sous la forme S... / A.../ F... qui résume la totalité des Iésions histologiques,
et est complété par un algorithme diagnostique. Il prend donc en compte un score de stéatose S,

d’activité A (inflammation lobulaire + ballonisation lobulaire) et un score de fibrose F (5,17).

Le score de stéatose S (So, Si bégnine, S; modérée, S; marquée) de fibrose F (Fo, Fi, Fa, F3,

F4) est similaire au systeme NASH CRN.

Le score d’activité A est compris entre 0 & 4 et est I’addition de score de ballonisation

hépatocytaire et d’inflammation lobulaire.
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L’inflammation lobulaire est comprise entre 0 et 2 :

La ballonisation hépatocytaire est comprise entre 0 et 2 :

0 : pas de foyer

1 : <2 foyers/lobule

2 : > 2 foyers/lobule

0 : Aucune

1 : Groupe d'hépatocytes au cytoplasme clair, réticulé, aux contours arrondis

2 : Hépatocytes gonflés (> 2x la normale)

Suite a I’addition du score de ces deux caractéristiques histologiques, le score d’activité A est

obtenu :

Ao : pas d’activité

A : activité légére

A; : activité modérée

Ajet Ay activité sévere

Tous les patients ayant un score A supérieur ou égal a 2 sont diagnostiqués NASH.

Figure 9 : Arbre diagnostic de la stéatohépatite non alcoolique

Fibrose
0 1 2 3 4
Activité
0 Discret Discret Movyen Sévere Sévére
1 Discret Discret Moyen Sévere Séveére
2 Moyen Moyen Moyen Sévere Sévére
3 Sévere Séveére Séveére Sévere Sévére
4 Sévere Séveére Séveére Severe Sévere

Tableau 4 : Index de séverite de la maladie
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C. Les facteurs de risques de la NASH

Les facteurs de risques de la survenue d’une stéatohépatite non alcoolique peuvent étre résumés
aux éléments suivants, constituants du Syndrome Métabolique (SM). En effet, certains considérent
la NAFLD et la NASH comme une manifestation hépatique du Syndrome Métabolique et comme le
phénotype hépatique de I’insulino-résistance (4,6,7,18,19). Une autre théorie serait que la stéatose
hépatique précederait les pathologies du Syndrome Métabolique : de ce fait, les NAFLD ne seraient
plus seulement une manifestation hépatique secondaire du Syndrome Métabolique mais peut-Etre un

signe annonciateur (4).

Le Syndrome Meétabolique est un ensemble de facteurs de risques de maladies
cardiovasculaires et de diabéte, 1ié a 1’obésité centrale (= surplus de graisse abdominale mesuré par
le tour de taille) et a I’insulino-résistance. En plus de ces critéres obligatoires, le patient doit posséder
au moins deux de ces quatre facteurs : hypertriglycéridémie, taux de cholestérol HDL réduit,
hypertension artérielle et hyperglycémie/diabéte avéré. En ce qui concerne les patients atteints de
NAFLD, au moins un élément du SM est présent dans 9 cas sur 10, et un SM complet chez un tiers

(20,21).

1. Surpoids ou obésité

Le surpoids est avéré pour un Indice de Masse Corporelle supérieur a 25 kg/m? et I’obésité pour
un IMC supérieur a 30 kg/m?. L’IMC est calculé par rapport du poids en kilos sur la taille exprimée
en meétre et portée au carré. L’obésité est un facteur de risque majeur car elle est souvent
accompagnée de plusieurs comorbidités, qui elles aussi sont des facteurs de risques de 1’apparition
de NAFLD (diabete par exemple).

La prévalence de la NAFLD augmente avec ’IMC et le tour de taille. Mais certains patients avec
un IMC < 25 kg/m? ayant une accumulation de graisse abdominale peuvent également présenter une

NASH.

2. Diabete de type 2

Le diabéte est caractérisé par la présence chronique d’une trop grande concentration de glucose
sanguin. Cette hyperglycémie est actée lorsque la glycémie est supérieure a 1,26 g/L de sang.

L’hyperglycémie retrouvée dans le diabéte de type 2 est liée a I’insuline : soit son action est
déficiente (insulino-résistance), soit le pancréas n’en produit pas assez (insulinopénie), soit les deux
mécanismes sont concomitants (22).

Les patients atteints de NAFLD ou de NASH ont 2,5 fois plus de risque de développer un diabéte
de type 2 (4).
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3. Insulino-résistance

L’insulino-résistance se définit comme un état de diminution de la réponse cellulaire et tissulaire

a I’insuline (23).

Il est possible de retrouver une NASH chez un patient non obése mais avec une insulino-
résistance indépendante de I’obésité. Si on réussit a améliorer I’insulino-résistance chez un patient

atteint de NASH, on assistera alors a une réduction de la stéatose et de 1’inflammation.

4. Hypertriglycéridémie

L’hypertriglycéridémie est diagnostiquée lorsque le patient a un taux de triglycérides sanguins a

jeun supérieur ou égal a 150mg/dL. (21)

5. Hypertension artérielle

L’hypertension artérielle est définie par une tension artérielle systolique au-dessus ou égale a

130 mmHg ou une tension artérielle diastolique au-dessus ou égale a 85 mmHg (21).

D. Les complications de la NASH

Les principales complications de la NASH sont I’apparition de cirrhose hépatique,
d’insuffisance hépatique et de cancer hépatocellulaire.

La NASH est désormais présentée comme la deuxiéme étiologie la plus courante de greffe
hépatique suite a un cancer hépatique. Et, pour cette prochaine dizaine d’années, il est prédit que les
complications hépatiques découlant de la NASH seront la cause principale de transplantation

hépatique.

Il est également important de souligner que cette pathologie est aussi associée a une
augmentation du risque de développer des complications extra-hépatiques telles que les maladies

cardio-vasculaires, certaines maladies rénales chroniques, et certains cancers extra-hépatiques.

Le taux de mortalité (pour 1000 personnes/année) des patients atteints de NAFLD est de
15,4. Le taux de mortalité (pour 1000 personnes/année) des patients atteints de NASH est de 25,6.

Les principales causes de mortalit¢ des patients atteints de NAFLD sont les maladies

cardiovasculaires, les cancers extra-hépatiques (cancer colorectal), et les complications hépatiques.
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Dr’ailleurs, des études ont montrés que la présence d’'une NAFLD/NASH est un facteur de
risque indépendant de morbidité et de mortalité cardiovasculaire : le risque de déces des patients

atteints de NAFLD/NASH par maladies cardiovasculaires étant deux fois plus élevé. (4).

L’utilisation des scores d’activité histologiques de la NAFLD ne permet pas de prédire la
survenue de ces complications de maniére significative. Par contre, le stade de fibrose hépatique
permet de prédire de maniére significative la mortalité toutes causes confondues, la morbidité

lié aux complications hépatiques et le taux de transplantation hépatique.

Les chercheurs Estes et al. ont prédit que d’ici 2030, la mortalité toutes causes confondues
et liées au foie chez les patients NAFLD subirait une augmentation considérable et qu’environ 40%

de ces déces concernerait les patients atteints de NASH (24).

E. Etude du mécanisme étiopathogénique de 1a NASH

1. Rappels d’anatomie hépatique

Le foie est une glande située dans le quadrant supérieur droit de 1’abdomen : il occupe une
grande partie de I’hypochondre droit, une partie de 1’épigastre et de I’hypochondre gauche. 11 a des
rapports avec I’estomac en bas, le diaphragme en haut et en avant, I’cesophage en arriére et
latéralement avec les cotes inférieures. La vésicule biliaire est la glande accessoire du foie en forme

de poire qui repose sur la face inféro-postérieure de ce dernier.

Le foie est constitu¢ de quatre lobes entouré d’une capsule : le lobe droit qui est le plus
volumineux, le lobe gauche, le lobe caudé et le lobe carré. Le foie est également divisé en unités

structurelles et fonctionnelles : les lobules. Les cellules du foie s’appellent les hépatocytes.

Le foie est vascularisé par 1’artére hépatique et la veine porte. Il est important de noter le
role de la veine porte : elle permet de drainer le sang pauvre en O, d’une partie du tube digestif, de
la rate, de I’estomac et du pancréas vers le foie. On peut alors parler de systéme porte hépatique.
Ce systeme porte fonctionne en paralléle de la grande circulation et est constitué¢ d’un réseau de

capillaires sanguins entre les organes drainés par la veine porte et le foie.

Ce systéme porte irrigue alors 1’organe hépatique afin qu’il puisse exercer sa fonction de
« filtre » et d’¢élimination de déchets présents dans le sang ainsi que le traitement des nutriments

provenant du tube digestif (25).
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Figure 10 : Schéma d’une vue antérieure du foie montrant sa localisation et ses rapports avec les

autres organes (14)

Figure 11 : Schéma du systéeme porte et de la distribution de la veine porte (14)

2. Physiologie du foie

Le foie est largement impliqué dans le métabolisme des lipides.
Tout d’abord, il existe un apport de lipides dans le corps grace aux repas. En postprandial, les lipides

issus de la digestion circulent dans la lumiére intestinale sous forme d’émulsions.

Une lipase va alors libérer ces lipides et vont étre absorbés par les entérocytes (cellule du
tube digestif). Dans ces entérocytes, les lipides sont regroupés et encapsulés sous forme de

chylomicrons et passer dans la circulation sanguine.
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De ce fait, une fois dans la circulation sanguine, les acides-gras vont donc étre transportés
dans les chylomicrons ou lipoprotéines : les acides-gras libres sont regroupés et liés par trois a une
molécule de glycérol sous forme de triacylglycérol (TG) au sein de ces chylomicrons. Dans ces

lipoprotéines, on va notamment retrouver le cholestérol d’origine alimentaire.

L’avenir de ces TG est de se faire hydrolyser par des lipoprotéines lipases tissulaires qui
vont alors libérer des acides-gras libres (AGL). Les AGL vont alors pouvoir étre stockés dans les
adipocytes (= cellules du tissu adipeux), ou utilisé et stocké dans les muscles... Les AGL restants

vont alors aller vers le foie.

Dans les adipocytes, les AGL sont stockés a nouveau sous forme de TG. Lorsque le corps a
besoin de mobiliser de I’énergie, une lipoprotéine lipase hormono-sensible va pouvoir hydrolyser et
libérer des AGL. Cette lipoprotéine lipase hormono-sensible peut étre activée en présence d’un faible

taux d’insuline et d’un fort taux de glucagon. C’est-a-dire en hypoglycémie.

Une fois ces acides gras libérés, ils vont pouvoir étre transportés vers le foie. A destination,
ces AGL vont pouvoir servir a la production de TG ou étre stockés dans le foie sous forme de TG ou
étre encapsulés a nouveau dans une lipoprotéine de type VLDL ou étre oxydés et utilisés pour son

potentiel énergétique (B-oxydation des acides-gras par la mitochondrie) (13,26).

e [-oxydation des acides-gras
La B-oxydation des acides-gras est une étape de la lipolyse, c’est-a-dire de la production
d’ATP grace a I’oxydation des acides-gras. L’ATP est une molécule énergétique consommée par les
tissus et organes du corps. Par exemple, le bilan énergétique de la f-oxydation du palmitate, acides
gras a 16 carbones, est de 129 ATP.
Ce mécanisme se fait principalement dans les mitochondries et dans les peroxysomes

(27,28).

o Capacite hépatique de production de novo d’AGL et de TG
Le foie est capable de produire, a partir de glucides et d’acides aminés, des acides-gras libres
et des triacylglycérol (TG) : c’est la synthése de novo des acides-gras ou la lipogenése de novo des

acides gras libres qui seront ensuite assemblés en TG.

Cette synthese fait appel a différentes réactions métaboliques, a différents compartiments
cellulaires et se fait en plusieurs étapes. Elle est alors régulée par de complexes mécanismes

notamment par la glycémie (= taux de glucose dans le sang) et par contréle hormonal.

Dans notre contexte, nous nous intéresserons et retiendrons justement plus particuliérement

ces mécanismes de régulation.

30



L’insuline active la lipogénése de novo grace par exemple a Iinitiation de la transcription
d’enzymes ou via I’activation directe de ces enzymes utiles a la lipogénése de novo.

L’hyperglycémie postprandiale active 1’entrée du glucose dans les cellules hépatiques et
lance les premicres étapes de la lipogénése de novo. Elle agit également sur la transcription
d’enzymes responsables de la lipogéneése de novo.

Le glucagon freine la lipogénése de novo en inhibant I’activité de certaines enzymes.

La mitochondrie est le lieu d’une étape de la lipogénese de novo (27).

o Capacité hépatique de production de lipoprotéines VLDLs

Les VLDL (Very Low Density Lipoprotein) sont des lipoprotéines formés par le foie permettant
de transporter les lipides dans la circulation sanguine. On retrouve le cholestérol produit par le foie,

des TG, et I’apolipoprotéine B. Les VLDLs représentent une voie de sortie des AGLs hors du foie.

Le destin de ces VLDL dans la circulation sanguine est de se faire a hydrolyser par des
lipoprotéines lipases venant des tissus périphériques. La libération d’AGL leur permettra alors de

stocker ces acides gras ou d’étre utilisé dans la B-oxydation a des fins énergétiques (26,27).

3. Dela NAFLD ala NASH, un mécanisme pathologique pas encore élucidé

Malgré de nombreuses études, le modéle de mise en place physiopathologique des

stéatohépatites non alcooliques n’a pas encore été totalement découvert.

La premiere hypothese a été celle du mécanisme en « deux coups » ou « 2-Hit-Hypothesis
». Le premier coup toucherait le foie, avec I’apparition de la stéatose hépatique et le deuxieéme coup
conduirait a une fibrose hépatique via la mise en place de I’inflammation (cytokines, infiltration de

macrophages...).

11 semblerait que plusieurs mécanismes soient plutot imbriqués et concomitants : en effet la
théorie en « deux coups » n’expliquerait pas a elle seule I’impact des hormones du tissu adipeux, de

I’alimentation, du microbiote intestinal... dans 1’apparition de la NASH.

On réfléchira plutot avec une théorie en « multiples coups » ou « multi-hit model ». La
pathologie se développerait de maniére concomitante avec I’apparition de 1’obésité, de 1’insulino-

résistance et les autres affections du Syndrome Métabolique (4,19,29-31).

On peut par contre étre certains que le développement d’une stéatohépatite non alcoolique

est complexe et multifactoriel.
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Afin de simplifier le récit et de faciliter la lecture, les mécanismes pathologiques de la NASH
seront développés en parties séparées mais il faut bien avoir en téte que tous ces mécanismes se

déroulent de maniere simultanée comme le suggere la théorie en « multiples coups ».

a. Accumulation des lipides dans le foie : mise en place de la stéatose hépatique

11 existe trois mécanismes expliquant I’arrivée massive d’acides gras libre dans le foie, qui seront

ensuite stockés en TG, conduisant a la stéatose hépatique.

e Augmentation des lipides venant du tissu adipeux viscéral
C’est la voie d’apport lipidique vers le foie quantitativement la plus importante. Elle

représenterait 59 % des lipides arrivés dans le foie.

L’insulino-résistance retrouvée chez les patients atteints de NAFLD/NASH entraine une

diminution de I’effet anti-lipolytique de I’insuline sur le tissu adipeux.

En effet, comme vu précédemment, une lipase hormono-sensible est responsable du clivage
des triglycérides stockés dans le tissu adipeux en acides gras libres qui seront alors libérés dans la

circulation sanguine vers le foie.

En situation non pathologique, I’insuline va inhiber cette lipase et donc la libération des

acides gras.

En situation d’insulino-résistance, la lipase hormono-sensible ne va plus étre inhibée : un
apport massif d’acides gras libres vers le foie est alors constaté. Une fois dans le foie, les acides gras

libres vont étre stockés sous forme de triglycérides (3,32—-34).

e Activation de lipogéneése de novo hépatique
Encore une fois, ce sont les conséquences de I’insulino-résistance qui sont responsables de ce
déréglement métabolique. L’insulino-résistance entraine une hyperinsulinémie. Ce taux élevé
d’insuline va accélérer la lipogénése de novo hépatique des triglycérides modulé par ’activation
insulinique directe ou indirecte des facteurs de transcription SREBP1c et ChREBP. Ces deux

facteurs de transcription activent la transcription de plusieurs enzymes de la lipogénése de novo.

Cette augmentation de la production de novo des lipides dans le foie représente 26% des lipides

hépatiques (3,30,32,33,35).
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e Alimentation riche en sucres et en lipides
Le régime alimentaire est crucial : en effet, en passant d’une alimentation trop riche en
graisses et sucre vers une alimentation équilibrée, les déséquilibres métaboliques tels que la stéatose

et I’inflammation hépatique sont fortement améliorés.

La haute consommation de graisse est associée a 1’insulino-résistance, a la dyslipidémie, et

aux maladies cardiovasculaires et métaboliques.

La haute consommation de sucre est aussi liée aux stéatoses hépatiques non alcooliques. Via
le fructose, le métabolisme hépatique des lipides peut étre modulé. Le fructose favorise la lipogénése
de novo et stimule la synthése des triglycérides. Mais encore, la f-oxydation mitochondriale est

diminuée ainsi que la sensation de satiété.

L’alimentation représente 15 % des lipides arrivant vers le foie (3,30,32,33).

Figure 12 : Schéma du mécanisme de mise en place de la stéatose hépatique
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b. Lipotoxicité
La lipotoxicité est définie comme « une dérégulation de 1I’environnement lipidique et/ou de la
composition intracellulaire lipidique, menant a une accumulation de lipides nocifs, qui peut étre

associée a des organelles non fonctionnels, des lésions cellulaires et méme la mort cellulaire. »

L’exceés d’acides gras libre dans le foie conduit & une lipotoxicité. En provoquant une

inflammation chronique, celle-ci va entrainer le foie vers la stéatohépatite non alcoolique.

Les lipides toxiques vont pouvoir modifier les fonctions des organites intracellulaires tels que le
Réticulum Endoplasmique (ou RE) et les mitochondries. Un stress du RE et un stress mitochondrial
va se mettre alors en place : une des conséquences sera 1’entretien de I’inflammation chronique des

tissus par la production d’espéces réactives de 1’oxygene, c’est le stress oxydatif.

Le dysfonctionnement du RE et des mitochondries va affecter le fonctionnement général normal
de la cellule et peut conduire a la fibrose voir a la mort des hépatocytes (apoptose). La B-oxydation
des acides gras se déroulant en majorité dans la mitochondrie va également se voir perturbée et

diminuée.

La lipotoxicité peut également modifier les voies de signalisation intracellulaire et notamment
perturber la voie insulinique. On peut dire que la lipotoxicité encourage le développement de

I’insulino-résistance.

Les lipides toxiques sont également capables d’interagir directement avec des cellules pro-

inflammatoires (3,31,33,36).

c. Stress oxydati

Le stress oxydatif est un mécanisme physiopathologique : c’est un état de déséquilibre entre la
production d’espéces réactives (ER) et les mécanismes de réparation de 1’héte (antioxydants par
exemple). Une mauvaise gestion de ces ER entraine un vieillissement prématuré des cellules, leurs

mutations et leur mort (37).

Du fait de I’accumulation d’ AGL, les mitochondries hépatiques et leur f-oxydation est débordée
: des especes réactives de I’oxygene (ERO) sont alors produites. Ces ERO sont coupables de stress
oxydatif. On assiste alors au déclanchement de I’inflammation et & I’activation d’un facteur de
transcription NF-KP responsable de la résistance a 1’insuline et de I’expression de genes pro-

inflammatoires.

Cette inflammation mitochondriale va conduire a la 1ésion des mitochondries et donc a une
diminution des performances de la chaine respiratoire mitochondriale qui élimine les déchets issus

de la B-oxydation des AG et donc a nouveau une production de ERO.
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Les ERO peuvent également causer 1’apoptose cellulaire des hépatocytes et donc une

cicatrisation fibrotique du foie.

On peut constater également chez les patients atteints de NASH, la surexpression du cytochrome
CYP2E1 (= enzyme responsable de 1’oxydation des AG hépatiques) qui est responsable de
production d’especes réactives de 1’oxygéne. Cette surexpression du cytochrome est directement

associée au stress oxydatif, a la résistance a I’insuline et a I’accumulation d’AG hépatique.

Pour finir, il existe une corrélation entre le stade de gravité de la NASH avec le taux de stress

oxydatif (29,38).

d. Role de ['inflammation chronique

La NASH est une maladie métabolique qui s’inscrit dans un contexte d’inflammation chronique,
notamment du tissu adipeux et du foie. En effet, la présence d’inflammation hépatique est un critére

histologique de diagnostic de la NASH.

On peut observer un taux sérique et hépatique de TNFa augmenté chez les patients atteints de
NASH. Le TNFa est une cytokine produite par les macrophages, cellules responsables de la
phagocytose lors du processus inflammatoire. Sa présence signe donc la présence d’inflammation,
sachant qu’il posseéde lui-méme des propriétés inflammatoires. Il est également impliqué dans les

mécanismes d’insulino-résistance.

Une inflammation chronique adipocytaire a été constatée chez les patients atteints de stéatose
hépatique : en effet, le tissu adipeux est plus inflammé chez les patients possédant une stéatose
hépatique que les patients avec un taux de lipides hépatiques « normal » ; ceci indépendamment de

I’obésité ou non du patient.

De plus, nous avons vu que 1’obésité et le Syndrome Métabolique sont des facteurs de risque du
développement de la NASH. Nous observons chez le patient obese une infiltration de macrophages

dans le tissu adipeux surchargé en lipides, montrant I’inflammation.

La surcharge lipidique et cette inflammation vont pouvoir modifier les cytokines produites par
les adipocytes (augmentation de production de TNFa par exemple) et venir alimenter I’inflammation
elle-mé&me. N’oublions pas en plus la présence d’une résistance a I’insuline des tissus locaux et, par

un mécanisme endocrine, des tissus et organes éloignés tel que le foie.

Une diminution des composants inflammatoires dans les tissus graisseux protége contre la
résistance a I’insuline induite par 1’obésité. L’inflammation chronique des tissus est alors une cause

importante de la résistance a I’insuline dans 1’obésité et dans la NASH.
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Dans le foie, la diminution de I’inflammation conduit une diminution de son insulino-résistance
et de sa stéatose. La surproduction de TNF-a, par macrophages infiltrés dans les adipocytes et dans
les hépatocytes, conduit a une stimulation de la lipogénése hépatique et une diminution de la

production de VLDL. Ce phénomeéne participe a I’augmentation des lipides dans le foie : la stéatose.

Par le biais de I’augmentation de production de TNFa par les tissus périphériques et le foie lui-

méme, I’inflammation augmentée aggrave la gravité de la NASH et de la résistance a I’insuline.

De méme, on constate un taux sérique d’IL-6, une autre cytokine pro-inflammatoire, augmenté
chez les patients atteints de NAFLD : plus les taux sont ¢élevés, plus I’inflammation et la fibrose

hépatique sont importantes.

La lipotoxicité et le stress oxydatif, développés précédemment, participent au contexte

inflammatoire.

Au travers de la production excessive de cytokines, I’inflammation joue un réle clé dans la
progression de la stéatose vers la NASH. En effet, des études démontrent que, a elles-seules, les
cytokines peuvent reproduire les caractéristiques histologiques associées a la NASH : la chimiotaxie

des neutrophiles, I'apoptose/nécrose des hépatocytes, la formation du corps de Mallory...

Pour finir, on sait que 1’inflammation chronique favorise I’apparition de cancer tel que le

carcinome hépatocellulaire, d’autant plus qu’elle est associée a une stéatose hépatique.

Figure 13 : Schéma résumant le mécanisme de mise en place de I'inflammation chronique

retrouvée dans la stéatohépatite non alcoolique
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e. Role de 'insulino-résistance

L’Insulino-Résistance (ou IR) peut étre définie comme une diminution de la réponse tissulaire
aux effets de I’insuline. La résistance tissulaire provoque alors une hyperinsulinémie et une

hyperglycémie.

On peut également parler du Syndrome de Résistance a I’Insuline qui comprend les
conséquences de I’hyperinsulinémie compensatoire liée a I’Insulino-Résistance. Il englobe alors la
dyslipidémie, les dysfontions endothéliales, les altérations des facteurs pro coagulants et des
marqueurs de I’inflammation. Ceci entraine les manifestations cliniques suivantes : le diabéte, les
maladies cardio-vasculaires, 1’hypertension artérielle, le syndrome polykystique ovarien et les

affections liées aux stéatoses non alcooliques (35).

I1 est important de garder en téte que I’IR apparait comme le lien commun entre le Syndrome
Meétabolique, 1’obésité et les NAFLD. Certains parlent méme de la NASH comme le phénotype

hépatique de I’insulino-résistance(3,32).

En effet, dans ce contexte pathologique, on peut parler d’insulino-résistance hépatique en ces

termes (35) :

« L'IR hépatique, définie comme l'incapacité de l'insuline a supprimer la production
hépatique de glucose, peut étre considérée comme le résultat d'une réponse imparfaite a l'insuline
résultant de médiateurs libérés par les tissus périphériques (AGL et adipokines) ou de causes

internes au foie lui-méme (stéatose hépatique).

L’association entre la stéatose hépatique et I’IR peut étre bidirectionnelle ; les produits
délivres par les tissus périphériques a cause de I'IR (AGL) contribuent a la stéatose hépatique et ;

cependant la stéatose hépatique elle —méme contribue aussi a I’IR. »

Nous allons synthétiser 1’implication de I’IR dans le processus de la NASH en plusieurs points
mais il faut garder en téte le lien bidirectionnel entre la mise en place de la stéatose, de la pathologie

de la NASH et de la mise en place de I’'IR. C’est un mécanisme complexe, qui s’auto-entretient.

e Impact de I’IR sur le tissu adipeux (TA)
Libération excessive d’acides gras depuis le tissu adipeux
Comme vu précédemment, dans des conditions physiologiques, ’insuline agit sur la lipase
hormono-sensible qui permet de libérer des AGL a partir du stock contenu dans les adipocytes.
L’hormone inhibe alors la lipolyse adipocytaire et favorise le stockage des TG par le tissu adipeux.
Une des conséquences de I’IR sur le TA conduit a une augmentation de la libération d’AGL
dans la circulation sanguine. L.’augmentation de la lipolyse adipeuse entraine un flux excessif d’AGL

vers le foie. Les AGL en masse jouent un role important dans la mise en place de I’IR hépatique en
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interférant directement avec le récepteur a [D’insuline et indirectement en encourageant

I’accumulation de TG dans le foie (35).

e Impact de I’IR sur le foie

Stimulation de la lipogéneése de novo

La glycémie est modulée par I’insuline qui entraine la baisse du taux de glucides sanguins.
En période postprandiale, la glycémie est augmentée. Afin de diminuer le taux sanguin des glucides
apportés par I’alimentation, I’hyperglycémie et I’insuline activent la lipogénese de novo hépatique
afin de transformer et stocker les glucides en exces.

Dans la situation d’une insulino-résistance, 1’hyperglycémie va stimuler la production
d’AGL et de TG par le foie via I’activation du facteur de transcription ChREBP qui code pour des
enzymes de la lipogénése de novo.

L’hyperinsulinémie retrouvée dans |’insulino-résistance entraine [’activation de Ila
lipogénése de novo par I’activation du facteur de transcription SREBP1c¢ qui code pour des enzymes

de la lipogenese de novo (34).

Transport actif des AGL vers le foie
L’insuline stimule 1’expression du transporteur CD36 permettant 1’absorption active des
AGL par le foie. Ceci va donc en faveur d’une arrivée massive d’AGL vers le foie et la mise en place

de la stéatose (31,32).

Diminution de l’export des AGL par le foie

En situation physiologique, le foie exporte ses AGL dans les VLDL. Mais, lors d’une
stéatohépatite non alcoolique, 1’apolipoprotéine B les constituants est moins produite a cause de
I’action concomitante de I’insulinorésistance et de I’augmentation de production de TNF-a par les

adipocytes. Les lipides du foie sont donc moins évacués dans la circulation sanguine (29,34).

Diminution de la f-oxydation des acides gras
L’étape mitochondriale de la B-oxydation des acides gras est perturbée et diminuée par

I’hyperinsulinémie (29,35).
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Figure 14 : Schéma du réle de l'insulinorésistance et sa mise en place lors de la

stéatohépatite non alcoolique

f.  Le tissu adipeux, organe endocrine

Le tissu adipeux est capable de sécréter des cytokines et des hormones : les adipokines.

Parmi elles, deux hormones peuvent se distinguer dans le role du développement de la NASH.

L’adiponectine est une hormone produite par le tissu adipeux. C’est une hormone anti-
inflammatoire, qui augmente la sensibilité a I’insuline et qui posséde des propriétés anti-fibrotiques.

Elle a un effet antagoniste aux effets du TNFa, qui lui-méme diminue la production d’adiponectine.

Chez les patients sains, le taux d’adiponectine est plus élevé que chez les patients atteints de
NASH. Le taux d’adiponectine est plus élevé chez les patients atteints d’une simple stéatose que
chez les patients atteints de NASH indépendamment de I’IMC et de la présence de diabéte de type
2. On pourrait penser qu’un faible taux d’adiponectine a un rdle dans la progression de la NAFLD

vers la NASH, et qu’elle pourrait avoir une relation avec la sévérité de 1’insulino-résistance.

En effet, des études ont montré une relation entre une faible concentration d’adiponectine
circulante et une faible expression hépatique de son récepteur et 1’apparition de fibrose hépatique

dans un contexte de NASH.

La leptine est également une hormone produite par le tissu adipeux. Elle permet, entre autres,

le contrdle de la sensation de satiété.
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Elle est retrouvée en taux plus élevée chez les patients obéses et chez les patients atteints de

NAFLD. On considére alors ces patients comme en état de résistance a la leptine.

En plus de cela, la leptine aurait un role dans la fibrogénése : les souris déficientes en leptine
seraient protégées contre la fibrose hépatique mais cela n’a pas encore été prouvé chez I’Homme

(29,31,38).

g.  Prédispositions génétiques

Nous pouvons nous poser la question de I'influence de la génétique sur 1’apparition et
I’évolution de la NAFLD et de la NASH. En effet, I’épidémiologie de la NASH montre des

différences ethniques par exemple. Mais encore, il existe beaucoup de différences interindividuelles.

Le géne palatin-like phospholipase domain-containing 3 (PNPLA3) code la protéine
Adiponutrine exprimée dans le tissu adipeux.

Deux variants de ce géne ont été identifiés comme impliqués dans les différences
interindividuelles et ethniques dans I’importance de la stéatose hépatique indépendamment de

I’insulino-résistance et la concentration des lipides circulants.

Le variant 756006460 est associ¢ a un faible taux hépatique de TG et est présent chez les

ethnies avec une prévalence moins importante de NASH comme les Afro-Américains.

Le variant rs738409 est associé a un fort taux hépatique de TG et est présent chez les ethnies

avec une prévalence plus importante de NASH comme les Hispano-Américains.

A elles seules, ces variations génétiques sont responsables de 72% des variations

interindividuelles et ethniques et fait de PNPLA3 le géne majeur influant sur la stéatose (3,39).

Nous avons essay¢ ici d’aller a 1’essentiel et de vulgariser un maximum les articles
scientifiques relatant le mécanisme de mise en place des stéatohépatites non alcooliques encore tres

méconnu et trées complexe.

C’est dans ce contexte trés inflammatoire que la cicatrisation des 1ésions hépatiques devient
difficile, entrainant la fibrose du foie conduisant parfois a une cirrhose, voire méme a un carcinome

hépatocellulaire.

L’essentiel dans le cadre de cette thése est de retenir I’importance de I'impact de
I’inflammation chronique des tissus et de I’insulino-résistance. En effet, ces deux mécanismes
pathologiques sont le point commun entre de nombreuses maladies métaboliques constituant le

Syndrome Métabolique telles que 1’obésité et le diabete de type 2.
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N’oublions pas que ces pathologies sont d’ailleurs des facteurs de risques de développement

des stéatohépatites non alcooliques.

Dans la partie suivante, nous allons développer la notion de microbiote, et plus
spécifiquement de microbiote oral. Sa production de produits bactériens inflammatoires, ainsi que
son lien bidirectionnel avec le diabéte de type 2, porte a facilement imaginer un lien avec le contexte
d’inflammation et d’insulino-résistance des stéatohépatites non alcooliques : serait-ce une nouvelle

piste a explorer ?

Amandine Everard va dans ce sens en qualifiant cette inflammation chronique, de basse
intensité, mais destructrice « d’inflammation métabolique ». C’est dans la citation suivante qu’elle

souligne d’autant plus son importance et la relie au microbiote en ces termes (34) :

« Aujourd’hui plusieurs travaux ont permis de mettre en évidence qu’une surcharge nutritionnelle
le plus souvent associ¢e a l’'ingestion de certains acides gras ou suite au passage dans le sang de
composes d’origine microbienne était un facteur clé dans la genese de cette inflammation
métabolique. (...) ont révélé un lien de causalité entre I'inflammation métabolique et le
développement des désordres métaboliques tels que la résistance a ['insuline et le diabéte de type
2.

En réalité, il semble qu’un exces de nutriments tels que certains lipides et sucres induit des
dysfonctions métaboliques mais déclenche aussi simultanément une réponse inflammatoire qui va
a son tour induire des désordres métaboliques conduisant a encore plus d’inflammation et de
stress. Un cercle vicieux se met alors en place et constitue ainsi un mécanisme menant a davantage
de détériorations métaboliques. »
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Figure 15 : Schéma récapitulatif des mécanismes étiopathogéniques lors d 'une
stéatohépatite non alcoolique
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II. DEFINITION DU MICROBIOTE

Un microbiote est un ensemble de micro-organismes vivant dans un environnement
spécifique. Ces micro-organismes peuvent étre des bactéries, des champignons, des virus ou des
parasites... et vivent en équilibre ensembles au sein d’un hote. On parle de symbiose entre I’hdte et
le microbiote : le Larousse définit la symbiose en ces termes : « Association étroite de deux ou

plusieurs organismes différents, mutuellement bénéfique, voire indispensable a leur survie » (40).

Au sein du corps humain, il existe plusieurs microbiotes tel que le microbiote buccal, le
microbiote intestinal, le microbiote pulmonaire... Nous pouvons alors parler de flore buccale, flore
instestinale ou bien pulmonaire. Par exemple, la flore buccale est composée de plus de 500 espéces

bactériennes différentes dans une quantité totale de plus de 10'°bactéries (41).

Ces microbiotes vont jouer plusieurs roles dans 1’organisme: ils contribuent au
développement normal de la physiologie, de la nutrition et du systéme de défense de 1’hdte tel que
le renforcement des mécanismes de défense de 1’hote ou la résistance a la colonisation par des agents

pathogenes (41,42).

Ces microbiotes sont différents au sein du méme individu (entre les sites, selon ’age...) et
il existe de grandes variations interindividuelles, ce qui implique que chaque microbiote est unique
a un endroit donné, a un moment donné, pour un individu donné et entre deux individus.

Au sein d’une méme bouche, on aura donc différentes flores car il existe différents sites avec
différentes conditions environnementales (taux d’oxygéne, pH, surface dent ou muqueuse,
accessibilité des aliments...). On pourra citer les exemples de la flore de la plaque bactérienne sur

les dents qui sera alors différente de la flore de la langue (43).

La flore bactérienne peut s’organiser en associations de bactéries : c’est la création d’un
biofilm, réel réseau d’interactions et d’habitat des bactéries. Cette matrice dynamique formée de
plusieurs couches de micro-organismes permet, par exemple, leur survie en piégeant les nutriments,
ou la mise en place d’échanges nutritionnels et métaboliques entre eux. La structure permet
également de fixer les bactéries a un endroit donné : sinon, dans la cavité buccale, les bactéries

seraient dégluties avec la salive.

Mais encore, grace a la formation de ce biofilm, les bactéries peuvent méme acquérir des
compétences particuliéres : on sait que les bactéries ont un phénotype différent, et donc une
expression génétique différente, lorsqu’elles font parties d’un biofilm que lorsqu’elles sont en milieu
liquide libre. Ceci s’exprime notamment avec une meilleure résistance aux antibiotiques.

Dans la cavité buccale, le biofilm buccal peut se minéraliser et devenir le tartre dentaire,

structure beaucoup plus stable et protectrice que le biofilm seul (44—46).
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A. Role du microbiote intestinal sur le poids et 1a composition du corps

Dans une étude, Backhed et al. ont comparé des souris dépourvues de microbiote intestinal
(souris MT-) et des souris « conventionnelles » avec un microbiote normal (souris MT +). IIs ont
constaté que les souris MT + ont plus de tissu adipeux et ont un pourcentage de graisse corporelle
plus élevé que les souris MT - malgré une alimentation comparable, voire moindre pour les souris

MT + (47).

Les changements ne s’arrétent pas la: la présence de microbiote intestinal entraine
également un taux plus élevé de leptine, une adipokine qui augmente 1’appétit, et une augmentation
de I’insulino-résistance. La glycémie a jeun, ainsi que 1’insulinémie, est augmentée chez la souris

MT +.

Pour aller plus loin, si on implante un microbiote intestinal aux souris MT-, en 14 jours
seulement, elles subissent une augmentation de 57% de leur graisse corporelle et voient I’apparition

d’une insulino-résistance.

En effet, I’expression génétique intestinale du facteur (Fiaf) est également modifiée en
fonction de la présence de microbiote ou non.

En bref, le facteur Fiaf diminue le stockage des acides gras dans le tissu adipeux et les
muscles et diminue la quantité d’acides gras en activant les enzymes responsables de leur oxydation.

Chez les souris MT — implantée d’un microbiote, apparait une diminution de I’expression
intestinale du facteur Fiaf. On voit donc une augmentation du stockage des acides gras dans le tissu
adipeux et alors une expansion de ce dernier. L’activité des enzymes d’oxydation des acides gras est

également diminuée.

Le facteur Fiaf a donc été un peu plus étudié : des souris MT- avec le récepteur du facteur
Fiaf non fonctionnel ont le méme taux de graisse corporelle que les souris MT +. Le facteur Fiaf

peut alors étre vu comme un médiateur de la régulation microbienne de la graisse corporelle.

On peut conclure que la présence du microbiote intestinal ou non conditionne la composition
du corps et la présence de graisse corporelle. Ce microbiote peut notamment interagir avec son

environnement par 1’expression génétique de facteurs, comme le facteur Fiaf (47).

Tout a I’heure nous verrons également que la composition de ce microbiote peut avoir une

influence directe sur 1’apport énergétique de I’alimentation.
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B. Rupture de I’équilibre : introduction de la notion de dysbiose

Le microbiote va alors pouvoir subir des changements au cours du temps selon certains
facteurs de sélection, qui vont rompre I’équilibre flore/héte et mener a une pathologie : c’est la

dysbiose.

La dysbiose est une altération qualitative et fonctionnelle de la flore, on a alors un
changement au sein de la flore microbienne dite normale entralnant une rupture des relations
bénéfiques avec 1’hote, au détriment de sa santé (42).

On peut également interpréter la notion de dysbiose comme une variation du microbiote

individuel comparé¢ a la population générale (48).

Par exemple pour la flore buccale, une utilisation trop prolongée de Chlorhexidine en bain
de bouche entraine une pression de sélection sur les bactéries et rompt 1’équilibre du microbiote.
Alors, la composition de la flore buccale est modifiée. On pourra observer une coloration de la langue
et des dents suite a cet équilibre rompu (49).

De la méme maniére, une utilisation prolongée d’antibiotiques comme I’amoxiciline
combinée a I’acide clavulanique peut déséquilibrer la flore buccale. On aura le développement en
exces d’un champignon normalement présent dans la flore buccale et I’apparition d’une pathologie :
la mycose a Candida Albicans ou candidose. Au niveau du microbiote digestif, I’ Augmentin peut

également entrainer une dysbiose entrainant des diarrhées (50).

Le microbiote est donc dynamique, modifiable, et vivant entre plusieurs équilibres :

entre les bactéries elles-mémes mais aussi avec ses relations avec I’hote.

1. Exemple de dysbiose dans la cavité buccale : la maladie parodontale ou

parodontite

La maladie parodontale est une maladie inflammatoire due a un déséquilibre entre le biofilm
buccal et une réponse immuno-inflammatoire excessive et disproportionnée de 1’hote. Celle-ci
conduit a une destruction des tissus de soutien de la dent tel que ’os et la gencive et une perte des
dents a terme (42).

Cette destruction et sa progression est le résultat d’une combinaison complexe de processus
tels que I’accumulation de bactéries parodonto-pathogénes dans le sulcus de la dent (comme le
complexe rouge formé par P.gingivalis / T. denticoa et T. Forsythia), la libération de substances

bactériennes et une réaction inflammatoire de 1’h6te excessive (43).
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11 existe plusieurs étiologies au développement d’une parodontite : I’accumulation de plaque
bactérienne (manque d’hygiéne bucco-dentaire), un contexte hormonal particulier (grossesse,
puberté...), une prédisposition génétique, la consommation de tabac, la présence d’un diabéte non
équilibré... Mais, malgré le c6té multifactoriel de la parodontite, I’¢lément constant et indéfectible
est la dysbiose du microbiote buccal. En effet la flore buccale est toujours modifiée qualitativement

et des bactéries pathogeénes prennent le dessus.

L’autre ¢élément constant étant la réponse inflammatoire inadaptée de 1’hdte : on retrouve la

notion de relation d’équilibre bidirectionnel entre les bactéries et I’hote (51).

HI. IMPLICATIONS DES MICROBIOTES DANS DES
PATHOLOGIES GENERALES

Nous I’avons compris, les microbiotes font partis intégrante de notre organisme et permettent
de maintenir un certain équilibre. Toutefois, un équilibre sous-tend qu’un changement de réponse de

la part de I’hote ou du microbiote conduirait a un déséquilibre global et menerait a une pathologie.

C’est pourquoi, il est intéressant d’étudier le lien entre le microbiote et certaines maladies
métaboliques telles que le diabete ou la NASH... Afin d’illustrer ce propos, nous allons étudier le
lien entre le microbiote intestinal et I’obésité (facteur de risque du développement de la NASH) et le

lien entre le microbiote intestinal et I’apparition d’un hépato-carcinome (complication de la NASH).

A. Microbiote intestinal et obésité

Nous avons vu tout a I’heure que la présence du microbiote intestinal ou non avait une

influence majeure sur le poids et le taux de graisse corporelle.

En effet, dans la méme étude, le poids des souris MT — n’augmente pas, méme sous une
alimentation riche en graisse et en sucre, contrairement aux souris MT + : I’alimentation riche seule

ne suffit pas a induire une obésité.

Nous pouvons alors nous pencher sur la notion de dysbiose du microbiote intestinal chez la

personne obese.
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La composition du microbiote joue un réle majeur sur le tissu adipeux et sur le métabolisme
énergétique. Les personnes atteintes d’obésité ont un microbiote intestinal spécifique notamment
capable d’extraire plus d’énergie de I’alimentation : des souris obéses vont présenter dans leurs selles
plus de produits finaux issus de la fermentation bactérienne des carbohydrates (glucides) que des
souris maigres montrant un métabolisme énergique des glucides plus efficace.

De ce fait, quand on greffe le microbiote intestinal d’une souris obése a une souris MT-,
cette derniere prend plus de poids et a une capacité d’extraction d’énergie du bol alimentaire plus

efficace que les souris MT — greffées avec un microbiote intestinal d’une souris « mince ».

On peut alors affirmer que le phénotype « obése » peut se transmettre, via le microbiote
intestinal. Ce qui met en perspective le role majeur de la composition du microbiote intestinal

dans la pathologie de I’obésité (47).

B. Microbiote intestinal et prévalence des carcinomes hépatocellulaires

Nous pouvons aller plus loin grace a des études qui ont montré le lien entre la qualité et la
quantité de la flore intestinale, la présence d’inflammation intestinale augmentée, de perméabilité
intestinale augmentée et I’apparition d’un processus d’hépato-carcinome chez les patients atteints de
NAFLD. N’oublions pas que les NAFLD sont la troisiéme étiologie de carcinome hépatocellulaire
(ou HCC) dans le monde.

L’étude de Francesca Romano Ponziani et al. compare le microbiote de trois groupes de
patients : des patients atteints de NAFLD au stade cirrthose avec un HCC, des patients atteints de
NAFLD au stade cirrhose mais sans HCC et des patients sains « controle » (52).

La perméabilité intestinale et I’inflammation intestinale sont plus également plus élevés chez
les patients atteints de NAFLD. Les marqueurs de I’inflammation qu’ils ont choisis d’étudier
réveélent que le récepteur TLR 4, répondeur a un produit bactérien, joue un réle crucial dans le
processus d’hépato-carcinogéneése.

En effet, on peut constater qu’il existe une flore intestinale différente entre les patients
témoins sains et les deux groupes de patients atteints de NAFLD. Le microbiote intestinal des
patients atteints de NAFLD est moins diversifi¢ que chez les patients sains.

Il existe une augmentation de bactéries Gram négatives et une diminution de bactéries
protégeants des lésions hépatiques chez les patients atteints de NAFLD avec hépato-carcinome. Chez
la souris, I’administration de probiotiques ont démontré la diminution de 1’incidence des HCC. Ces
probiotiques ont alors modulé la composition du microbiote intestinal et ont restauré la perméabilité

intestinale.
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De plus, le lien direct entre les bactéries intestinales et la régulation immunitaire de 1’hote a
été démontré. L’inflammation et la perméabilité du foie sont modulées par la composition et le

nombre de bactéries du microbiote intestinal.

En conclusion, la composition du microbiote intestinal pourrait favoriser I’émergence
d’un microenvironnement local favorable a I’hépatocarcinogénése via I’expression accrue de

cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires et I’activation de cellules de ’immunité
(52,53).

C. Le microbiote buccal dans les pathologies générales

1. Microbiote buccal, maladie parodontale et diabéte de type 2

En ce qui concerne la flore buccale, des liens ont été prouvés entre le diabéte de type 2 et la
maladie parodontale. Il est vrai qu’une maladie parodontale mal équilibrée au sein de la bouche
conduit a un déséquilibre du diabéte et vice-versa. C’est pourquoi, la parodontite est maintenant
déclarée comme une des 6 complications du diabéte (22). On retrouve alors dans les

recommandations de la HAS sur le suivi des diabétiques de type 2 (22) :

« L hyperglycémie favorise la croissance des bactéries de la plaque dentaire et
induit une réponse inflammatoire détruisant le tissu conjonctif et favorisant les

parodontites.

L’infection parodontale influe sur [’équilibre glycémique en induisant une
insulino-résistance par la production de cytokines (protéines de
Uinflammation) et par [’amplification de la capacité des macrophages a
répondre aux AGE (Advanced Glycation Endproducts37, protéines glyquées
appelées aussi produits de glycation avancée). Ces AGE ont un réle important

dans le déterminisme des lésions cellulaires et tissulaires du diabete. »

Nous retiendrons la capacité du microbiote buccal a influer sur ’insulino-résistance de
I’héte via des cytokines et sur le systtme immunitaire de ’hdte via une action sur les

macrophages.
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2. Endocardite infectieuse et microbiote buccal

Selon le Pilly — Maladies infectieuses et Tropicales (54):

« L’endocardite infectieuse (El) est une infection d’une ou plusieurs valves cardiaques, natives ou
prothétiques, le plus souvent par une bactérie, plus rarement par un champignon. Les agents
infectieux gagnent la circulation sanguine via une porte d’entrée qu’il convient de rechercher et de

traiter le cas échant, puis se fixent au niveau de la valve »

Les portes d’entrées de 1’agent infectieux peuvent étre multiples :
- Porte d’entrée cutanée (40 %)
- Porte d’entrée dentaire (29 %)

- Porte d’entrée gastro-instestinale (23%)

On place donc I’étiologie dentaire de I’El a la seconde place. On associe la maladie

parodontale & cette étiologie dans 28 % des cas (55).

De ce fait, I’hygiéne bucco-dentaire et les soins dentaires sont placés au centre du traitement
et de la prophylaxie des EI. C’est alors le contrdle du microbiote buccal qui permet la prévention
des accidents septicémiques et donc de prévenir la fixation d’agents pathogénes buccaux sur

les valves cardiaques.

Plusieurs recommandations ont été mise en place comme le suivi régulier des patients a
risque d’endocardite infectieuse par le chirurgien-dentiste ou encore des mesures
d’antibioprophylaxies et la contre-indication de certains actes de soins dentaires afin de limiter les

septicémies liés a ces soins (56).

3. Mécanisme d’implication des bactéries buccales dans certaines maladies
générales a travers ’exemple du Porphyromonas gingivalis, bactérie buccale a
haut potentiel pathogéne

Nous allons étudier ici comment les bactéries buccales peuvent €tre impliquées dans
certaines maladies générales. Nous avons choisi de le faire a travers ’exemple du Porphyromonas
gingivalis afin de simplifier le récit mais il faudra garder en téte que cette bactérie n’est pas la seule

bactérie buccale a pouvoir étre impliquée.

a. Presentation de Porphyromonas gingivalis

Le P.gingivalis est une bactérie gram négative, anaérobie stricte et non mobile, retrouvée
communément dans le microbiote oral. Cette bactérie, anciennement classée dans le genre

Bacteroides Gingivalis, fait partie du genre Porphyromonas.
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Etant anaérobie stricte, son habitat privilégié dans la bouche est ’espace intra-sulculaire situé
entre la gencive et la dent. Il est alors capable, afin de pallier au manque de sucre dans cet

environnement, de fermenter des acides aminés pour assurer son métabolisme énergétique.

Cette bactérie peut devenir pathogene et forme, avec Treponema Denticola et le Tannella
Forsythia, le complexe rouge qui est parodonto-pathogéne et est incriminé dans 1’étiologie de la

parodontite.

Le P. gingivalis peut produire des facteurs de virulences conduisant a la destruction de I’hote.
En effet, cette bactérie peut produire des enzymes a activité protéolytiques capable de porter atteinte
a D’intégrité des tissus (via dégradation du collagéne ou des jonctions intercellulaires par exemple)
et de perturber les défenses de I’hdte (via la dégradation des immunoglobulines ou le clivage de
récepteurs membranaires par exemple).

Le P. gingivalis sécréte également des produits métaboliques toxiques pour les cellules humaines
et qui ont des propriétés d’immuno-modulation. L’interaction entre le P. gingivalis et les cellules de

I’héte induit la production de cytokines pro-inflammatoires comme IL-6 et le TNFa. (34,43,57-59).

b. Implication et mécanismes d’action du P.Gingivalis dans certaines maladies générales

Au vu de son caractére inflammatoire et pathogeéne, il serait alors intéressant alors d’aller
plus loin et d’étudier I’implication de cette bactérie buccale dans les maladies générales.
En effet, le P.gingivalis est aussi li¢ a plusieurs maladies métaboliques comme les maladies

cardiovasculaires et le diabéte par exemple, et plus surprenant, dans les accouchements prématurés

).

On peut également aller plus loin en citant cette étude, qui relate 1’implication de la

Gingipaine, protéine sécrétée par le P.gingivalis, dans la maladie d’ Alzheimer (60).

Dans le cadre d’une parodontite par exemple, le P.gingivalis sécréte des lipopolysaccharides
(LPS) et d’autres facteurs de virulence dans I’espace parodontal. Ces agressions locales entrainent

une réaction immunitaire inflammatoire excessive de 1’hote (61).

Les LPS, en stimulant les macrophages et autres cellules de I’'immunité via des récepteurs
tels que TLR-2 et TLR-4, des cytokines comme le TNFa vont étre produites par 1’hdte et vont
entrainer de la destruction locale. Le P.gingivalis a donc la possibilité, via ses facteurs de virulence,
d’endommager la barriére épithéliale gingivale et donc d’ouvrir une fenétre sur la circulation

sanguine.
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De ce fait, ces LPS, les cytokines pro-inflammatoires et les bactéries elles-mémes vont
pouvoir aller dans la circulation générale, provoquer une endotoxémie et induire une inflammation
a distance dans un autre tissu comme le foie, le cceur ou méme provoquer des désordres métaboliques
(42,57,58).

En effet, chez la souris nourrie avec un régime alimentaire riche en graisse, il a ét¢ montré
que la parodontite, et plus précisément les LPS produits par le P.gingivalis, sont des facteurs

aggravant de I’intolérance au glucose et de I’insulinorésistance (58).

On peut alors parler de deux mécanismes d’implication des bactéries buccales dans certaines
maladies générales (7) :

- M¢écanisme direct par circulation et fixation des bactéries elle-méme dans un lieu différent

de la bouche (exemple de I’endocardite infectieuse).

- Me¢écanisme indirect par circulation des facteurs de virulences bactétiens et cytokines pro-

inflammatoires vers des tissus différents de la bouche. Une fois sur place, il y aura alors une
activation de I’inflammation et une réponse aigiic des tissus. (exemple de la maladie

parodontale et du diabéte)

Figure 16 : Schéma montrant les mécanismes d’implication des bactéries buccales dans certaines
maladies générales
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IV. IMPLICATION DES MICROBIOTES DANS LES
STEATOHEPATITES NON ALCOOLIQUES

A. Influence du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal joue un role dans la digestion et 1’absorption des nutriments, le systéme

immunitaire de I’hdte et dans la production d’hormones intestinales.

Nous avons précédemment déja relevé que le microbiote intestinal avait aussi une influence sur
I’obésité et la prévalence des cancers hépatiques. Il est important de garder en téte que 1’obésité est
un facteur de risque de développement de la NASH et 1’hépato-carcinome est une complication de

la NASH.

Si on reprend le méme modele expérimental que précédemment, une souris sans microbiote

intestinal ne développe pas d’obésité, mais également moins de stéatose hépatique (48).

1. Modification du microbiote intestinal

A I’image de I’obésité, il existe également une dysbiose du microbiote intestinal chez les patients
atteints de NASH. Une étude a montré une augmentation significative de la prévalence de
Bacteroides et une diminution significative de la prévalence de Prevotella dans la composition des
selles des patients atteints de NASH compar¢ a des patients sains (62).

En effet, la proportion de Prevotella est significativement plus basse chez les patients atteints
de NASH et d’une fibrose de stade supérieur ou égal a 2 comparé aux patients atteints d’une fibrose

de stade O ou 1.

Chez les patients et les souris atteintes de NAFLD comparé a des témoins sains, la prévalence

des Lactobacilles est augmentée et est associée a une plus grande sévérité de la stéatose hépatique.

Les patients atteints de NASH auraient une quantité plus importante de bactéries productrices
d’éthanol et un taux circulant plus élevé de ce dernier comparé aux patients atteints de NAFLD, ce

qui pose la question du role de I’éthanol dans la progression vers la NASH (29,36).

Outre les différences qualitatives, le microbiote d’une personne atteinte de NAFLD ou de NASH
posseéde des différences quantitatives. Le SIBO (ou Small Intestinal Bacterial Overgrowth) a une
prévalence plus élevée chez les patients atteints de NAFLD (56%) comparé aux patients sains (21%).
Effectivement, les patients avec SIBO ont un taux d’endotoxines plus élevées mais il n’y a pas encore

eu d’études prouvant la relation entre le SIBO et la NASH (47).

La présence de cette dysbiose est directement liée au régime alimentaire riche en graisse saturée

et en cholestérol.
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2. Proximité anatomique et fonctionnelle de I’intestin et du foie

Le foie et le tube digestif sont tous les deux situés dans 1’abdomen et donc sont proches
anatomiquement. Cette proximité est renforcée par le systéme porte qui ajoute une proximité
fonctionnelle et une possibilité d’échanges : d’autant plus que le premier organe a étre perfusé par la

veine porte a la sortie de 1’intestin est le foie. La veine porte représente 75 % de ’irrigation du foie.

Le systeme porte amene alors au foie, outre des nutriments issus de la digestion, d’autres

molécules qui ont pu passer la paroi intestinale. On parle d’axe intestin- foie (13,25,26).

3. Inflammation et dysfonction de la barriére intestinale

On peut se représenter la barri¢re intestinale comme une entité fonctionnelle et anatomique
constituée :

» D’une couche de cellules épithéliales (entérocytes)

» De jonctions serrées reliant les entérocytes entre eux (par exemple ZO-1 ou JAM-A)

» De mucus produit par les cellules caliciformes (muqueuse intestinale). Le mucus

contient notamment des cellules immunitaires.

La barriére intestinale sépare et filtre le contenu de ’intestin et donc également les produits
du microbiote intestinal de la circulation sanguine. La barriére intestinale est alors perméable a

certains produits et imperméable a d’autres : c’est une interface interactionnelle avec le sang (34,36).

e L’inflammation comme facteur clé

Nous avons largement développé la présence d’un contexte inflammatoire particulier
nécessaire a la mise en place de la NASH. La dysbiose du microbiote intestinal contribue a cette
inflammation via un composant de la paroi des bactéries & Gram négatif, les lipopolysaccharides
(LPS) ou endotoxines. Ce sont des molécules pro-inflammatoires puissantes qui interagissent
notamment avec un récepteur TLR4 exprimé par les entérocytes. Une fois activé, TLR4 est capable
d’initier une réponse inflammatoire qui conduit a des 1ésions hépatiques. En effet, une inactivation
de TLR4 chez la souris protége du développement de I’inflammation et des désordres métaboliques
tels que I’insulino-résistance et la stéatose hépatique. Pour aller plus loin, ce récepteur est aussi
crucial dans le développement d’une des complications de la NASH et pourrait promouvoir la fibrose
et I’hépato-carcinogénése (52,53,57).

Des taux élevés de LPS dans la circulation sanguine provoquant une endotoxémie
métabolique ont un réle confirmé dans le déclanchement de I’inflammation et de I’insulino-

résistance chez les patients atteints d’obésité et de diabéte de type 2 (29,35,36,63).
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Le microbiote intestinal, capable de sécréter les LPS et d’autres composés bactériens
inflammatoires, a donc un réle clé dans I’inflammation chronique et notamment dans 1’inflammation

et la perte d’intégrité de la barriere intestinale.

e Perméabilité de la barriére intestinale

Du fait de I’axe intestin-foie, si la barriére intestinale est dysfonctionnelle, alors des produits
microbiens intestinaux comme les LPS ou d’autres endotoxines, qui normalement ne passent pas ce
filtre, peuvent alors accéder au foie via la veine porte. Une fois dans 1’organe hépatique, ils peuvent

induire une réaction inflammatoire via ’activation de cellules inflammatoires du foie.

Comme vu précédemment, 1’équilibre entre tous ces éléments est primordial pour une bonne
santé. La mauvaise alimentation menant a une dysbiose du microbiote intestinal peut alors
endommager d’avantage 1’épithélium intestinal, augmenter la perméabilité intestinale et exposer le

foie a des produits bactériens nocifs.

En effet, dans le développement de la NAFLD et de la NASH, une dysfonction de la barriére
intestinale et de sa perméabilité a été démontrée. Chez les patients atteints de NAFLD, il existe par
exemple une expression diminuée de molécules de jonctions comme ZO-1 et JAM-A et donc une

augmentation de la perméabilité intestinale (34,47,53).

De plus, le mucus produit par les cellules caliciformes est une barriére supplémentaire entre
le microbiote intestinal et les entérocytes et empéche I’adhésion de certains micro-organismes a la
muqueuse intestinale. Il contient également des cellules immunitaires assurant une protection anti-
microbienne. Dans le contexte d’une dysbiose et d’endotoxémie métabolique, le mucus voit sa

composition modifiée et son épaisseur diminuée (3,63,64).

De ce fait, la perméabilité intestinale augmentée est cinq fois plus probable chez un patient
atteint de NAFLD que chez un patient sain. Pour un patient NASH, le risque passe a 30 fois plus
éleve.

Une perméabilité intestinale élevée est aussi associée a une prévalence plus grande du

Syndrome Métabolique et d’une stéatose hépatique plus sévere (47,62).

Le role déterminant du microbiote sur la perméabilité de la barriére intestinale a été démontré

car la décontamination de I’intestin suffit a rétablir 1’efficacité de la barriére intestinale.

Il a méme été proposé qu’en plus de la possibilité de passage des produits bactériens via la
barriere intestinale altérée, des bactéries entieres pourraient €tre transloquées et accéder au foie et au

tissu adipeux via la circulation sanguine.

54



B. Le microbiote buccal, nouvelle piste de réflexion ?

Etant donné I’influence du microbiote intestinal dans le développement de la NASH, nous
pouvons imaginer remonter ce tube digestif afin de réfléchir a une nouvelle piste de réflexion.

En effet, au bout de du tube digestif se trouve la cavité buccale et son microbiote. Ce
microbiote buccal qui, comme vu précédemment a son impact sur de nombreuses maladies générales
notamment via la présence du P.gingivalis. 1l est important de garder en téte que la dysbiose du
microbiote buccal et le déséquilibre d’un diabéte (facteur de risque de la NASH), ont un lien

bidirectionnel prouvé.

On suppose que la présence excessive, au sein du microbiote buccal, de cette bactérie et de
d’autres bactéries buccales a potentiel inflammatoire et de leurs produits bactériens, produirait une
inflammation du foie augmentée et conduirait a une fibrose plus importante chez les individus atteint
de NASH. Tandis qu’un autre individu aussi atteint de NASH, sans ces bactéries en excés dans sa

flore buccale, aurait une fibrose moins importante.

Des études ont déja été menées sur des modeles de souris principalement. Nous allons ici

évoquer les principales.

1. Implication d’un agent pathogéne parodontal, Porphyromonas gingivalis, dans la
pathogénése de la NASH par M.Yoneda et al.

L’équipe de M. Yoneda a publié une étude qui a décrit ’implication du Porphyromonas

gingivalis dans la pathogénése de la stéatose hépatique non alcoolique (7).

Lui aussi part du postulat que I’inflammation parodontale produit des fenétres dans la
muqueuse gingivale ou les capillaires sanguins sont exposés aux biofilms buccaux. Il rappelle
également que des études ont prouvés qu’une bactériémie transitoire est retrouvée apres certains
actes de soins buccaux, allant du brossage des dents a I’avulsion de dents en passant par la

mastication.

L’étude a été menée sur un groupe de 150 sujets japonais atteints de NAFLD (dont 102
atteints de NASH et 48 atteints de stéatose hépatique NAFLD) et un groupe « contréle » de 60 sujets

japonais non atteint de maladie hépatique issus d’un milieu social et culturel identique.

e Fréquence d’infection au P.gingivalis des patients NAFLD/NASH
Il existe un taux significativement plus haut de P.gingivalis chez les patients atteints de
NAFLD+NASH (46,7%) comparé aux patients du groupe contrdle (21,7%). Pareillement, il y a un
taux significativement plus €élevé de P.gingivalis chez les patients atteints de NASH que chez les
patients du groupe contrdle. Par contre, la différence de fréquence de P.Gingivalis entre le groupe

de patients de stéatose hépatique et le groupe contrdle n’est pas significatif.
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Aprés avoir ajusté ces résultats en fonction de I’age, les antécédents de diabéte et de 1’indice
de masse corporelle, il existe toujours une augmentation significative de la fréquence de
P.Gingivalis entre les patients atteints de NAFLD/NASH et le groupe controle. On peut alors dire
que la présence de P.gingivalis est un facteur prédictif indépendant de développement des
NAFLD.

e Accélération de progression de la NAFLD sur des souris expérimentales

L’étude a également porté sur 3 groupes de souris atteintes de NAFLD : un groupe contrdle
de souris avec une alimentation riche (HFD control), un groupe de souris avec alimentation riche et
présence de P.gingivalis (HFD + P.g), et un groupe de souris avec une alimentation ‘normale’ et

présence de P.gingivalis (Basal diet + P.g).

Douze semaines apres introduction d’une alimentation riche chez la souris HFD control et
la souris HFD + P.g, le poids de leur corps et de leur foie ont ét¢ comparé. Il existe alors une
augmentation significative du poids du corps et du foie chez la souris HFD + P.g comparé a la souris
HFD control. Cette expérience a également été réalisée avec d’autres bactéries buccales, mais aucune
différence de poids corporel et hépatique n’a été constatée entre les deux groupes. L’augmentation

du poids corporel et hépatique est alors spécifiquement liée au P.gingivalis.

Des comparaisons de coupes histologiques hépatiques ont également été réalisées. La
conclusion de cette analyse révele qu’il y a une accumulation lipidique plus marquée chez la souris
HFD + P.g comparé aux souris HFD control. Les chercheurs ont aussi constaté une augmentation
significative du taux I’ALT circulant et de triglycérides hépatiques chez la souris HFD + P.g comparé
aux souris HFD control. Leur conclusion sur ces résultats est la suivante : I’infection au P.
gingivalis dans des conditions de régime alimentaire riche accélére la progression de la

NAFLD.

e Impact des traitements parodontaux chez les patients atteints de NAFLD

Afin de mesurer I’impact des thérapeutiques parodontales sur les marqueurs biologiques de
la NAFLD, quelques patients NAFLD choisis au hasard dans I’étude ont subi des traitements
parodontaux. Au bout de 2 mois de traitement, une diminution significative du taux d’AST et ALT
circulant a été constaté comparé aux taux d’avant le traitement parodontal. Par contre, le poids des

patients n’a pas évolué au cours de 1’étude.
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Figure 17 : Effet de [’administration de P.gingivalis chez le modeéle de souris NAFLD (7)
A : Photo du corps entier typique (images de gauche) et du poids du corps (figures de droite) de
souris du groupe HFD control et de souris HFD + P.g. ¥* = P <0,01 - B : Photo du foie typique
(images de gauche) et du poids du foie (figures de droite) de souris du groupe HFD control et de
souris HFD + P.g. ** = P <0,01 — C :Photos de coupes histologiques typiques de foie de souris
HFD control, de souris HFD + P.g et de souris Basal diet + P.g. — D : Altérations des taux
d’ALT/ASAT et du taux hépatique de triglycérides. * = P <0,05 et ** = P <0,01

e Conclusions

Cette ¢tude a montré que la prévalence du P. gingivalis était significativement plus élevée
chez les patients atteints de NAFLD que chez les patients « sains ». Ces résultats suggerent que cette
bactérie pourrait étre impliquée dans les mécanismes de la NAFLD : d’autant plus qu’aprés
ajustement des résultats en fonction de 1’indice de masse corporelle, des antécédents de diabéte et
I’age des patients, cette prévalence reste toujours significativement plus ¢élevée chez les patients
NAFLD. La contamination des patients au P.gingivalis pourrait étre un facteur de risque

indépendant du développement de NAFLD.
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Le P.gingivalis pourrait étre un des facteurs de risque d’aggravation de la NAFLD en
NASH, mais aussi il pourrait étre un facteur de risque de mise en place d’une stéatose
hépatique : en effet, la présence de P.gingivalis a accéléré et augmenté de maniére significative le
poids et la stéatose des souris NAFLD infectées au P.gingivalis comparé aux souris NAFLD non

infectées au P.gingivalis.

L’étude a également confirmé I’impact positif des traitements parodontaux sur les taux

d’AST et ALT circulant, et donc sur la sévérité de la NAFLD.

D’autres conclusions ont pu étre tirées de cette é¢tude avec des expériences non décrites ici :
- Laprésence de P.gingivalis combinée a la présence d’un diabéte pourrait accélérer le risque
de complication d’une NAFLD en NASH.
- La diminution significative des taux d’albumine circulant chez les patients NAFLD/NASH
et infecté au P.gingivalis comparé aux patients NAFLD/NASH non infecté au P.gingivalis
indiquerait que la fonction hépatique est plus rapidement diminuée chez les patients

NAFLD/NASH infectés au P.gingivalis.

2. L’endotoxémie par injection de Porphyromonas gingivalis agerave la NASH,
perturbe le métabolisme glucidique et lipidique et modifie le microbiote intestinal
chez la souris, par N. Sasaki et al.

Une étude conduite par Naoki Sasaki et al. a comparé des souris nourries avec un régime
alimentaire riche en graisses et avec administration par injection intraveineuse de P.gingivalis
(groupe HFPg) et des souris nourries avec un régime alimentaire riche en graisses et avec
administration par injection intraveineuse de solution saline (groupe HFco) pendant 12 semaines

(63).

Les souris HFPg ont montré une insulinorésistance, une tolérance au glucose imparfaite avec

une stéatose hépatique augmentée comparé aux souris HFco.

En plus de cela, I’expression hépatique de 1278 genes est différente entre les deux groupes :
les génes pour le métabolisme des lipides, I’hypoxie et la voie de signalisation du TNFo sont

largement plus exprimés chez la souris HFPg.

Pour finir, il a été montré que malgré le fait que le Pg ne soit pas directement retrouvé dans le
microbiote intestinal, il a été capable de diminuer la diversité microbienne intestinale chez la souris

HFPg.
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3. L’infection dentaire de Porphyromonas gingivalis exacerbe la NASH induite par
un régime riche en graisses chez la souris par Hisako Furusho et al.

Les chercheurs ont étudiés quatre groupes de souris différents : pendant 12 semaines, des
souris ont été nourries avec un régime alimentaire riche en graisses et ont développé une stéatose
hépatique (groupe HFD) et en paralléle des souris ont été nourries avec un régime alimentaire

équilibré dans le but d’étre le groupe contréle (groupe CD) (65).

Dans chacun de ces deux groupes, la moiti¢ des souris ont été infectée par le P.g via la
chambre pulpaire de molaires (groupes HFD-P.g (+) et CD-P.g (+)) tandis que I’autre non (groupes
HFD-P.g (-) et CD-P.g (-)). Apres six semaines supplémentaires, les relevés ont été réalisés sur les

quatre groupes de souris.

Toutes les souris infectées par le P.g ont développé un granulome péri apical (signe

d’infection des tissus entourant la dent) et une nécrose de la dent concernée au bout des six semaines.

Le taux circulant de LPS et d’anticorps contre le P.g sont significativement plus haut chez
les groupes de souris infectées par le P.g comparé au groupe de souris non infectées par le P.g. Par

contre, il n’existe pas de différences significatives au sein de groupe des souris infectées par le P.g.

La production des cytokines étudiées (MCP-1, TNF-q, IL-17 et IL-1B) est significativement
plus élevée dans le foie des souris HFD-P.g (-) comparé aux souris CD-P.g (-) a la semaine 0. La

présence de stéatose hépatique induit alors une inflammation a elle seule.

Par contre, a la semaine 6, il n’y a pas de différence de production hépatique de ces cytokines
entre les souris CD-P.g (+) et CD-P.g (-). La présence de P.g n’a pas entrainé d’inflammation

supplémentaire dans le foie des souris controles.

En ce qui concerne les souris HFD, a la sixiéme semaine, la production de cytokines
hépatiques est significativement plus élevée comparé aux souris CD. En plus de cela, il y a une
augmentation significative du taux de MCP-1, TNF-a et IL-17 chez les souris HFD-P.g (+) comparé
aux souris HFD-P.g (-).

Dans le foie, I'infection de la chambre pulpaire par le P.g induit une augmentation

significative du taux de cytokines chez les souris HFD-P.g (+).

Sur les coupes histologiques de foie, ils ont pu constater que I’infection au P.g a accéléré la

progression de la NAFLD en NASH chez les souris HFD.

Sur des modeles d’études in vitro de foie humain de patients atteints de NASH, le P.g a lui-

méme été retrouvé dans le foie des patients avec le score de fibrose hépatique le plus important.
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Avec un moyen d’étude supplémentaire non décrit ici, 1’équipe de chercheur a réussi a
montrer 'importance de la signalisation induite par le récepteur TLR4 dans la progression de la
fibrose hépatique dans la NASH. Ce récepteur, ainsi que TLR2, stimulent la production de cytokines
pro-inflammatoires : I’activation de ces deux récepteurs étant faite par les LPS du Porphyromonas

gingivalis.

Nous pourrions également citer les études menées par T. Nakahara et al. ainsi que A.

Nagasaki et al. qui reprennent les mémes conclusions que les études précédentes (66,67).

De notre c6té, afin d’explorer d’autant plus cette piste, le protocole BUCCONASH a donc
été mis en place au CHU Rangueil a Toulouse et sera décrit dans le chapitre suivant. L’intérét serait
de pouvoir « prévoir » la gravité de la fibrose et de diminuer sa progression par un contrdle de la

flore buccale.
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CHAPITRE 2 - PRESENTATION DU PROTOCOLE D’ETUDE
BUCCONASH

La stéatose hépatique non alcoolique ou NAFLD est une affection représentant un enjeu
actuel et futur majeur de santé publique : en effet, elle est aujourd’hui la maladie du foie la plus
répandue avec pour progression le développement d’une stéatohépatite non alcoolique ou NASH et
a terme 1’apparition de complications mortelles. Les analystes prévoient une explosion des déces liés
aux stéatoses hépatiques non alcooliques d’ici 2030 ; d’autant plus que 40% des déces de ces patients

NAFLD seraient atteints d’une stéatohépatite non alcoolique (24).

L’enjeu est d’autant plus grand que le diagnostic de NAFLD et de NASH est compliqué a

établir : ces affections étant asymptomatiques et la méthode de diagnostic invasive.

La NAFLD et la NASH étant trés liées au Syndrome Métabolique et au diabete de type 2, et
le lien étant établit entre le microbiote buccal et ces maladies métaboliques, il serait alors pertinent

d’étudier le lien entre la cavité buccale, son microbiote et les stéatoses hépatiques non alcooliques.

Si un lien est effectivement établit, la bouche pourrait étre une fenétre de vision et d’action
de prévention sur la progression de la stéatohépatite non alcoolique pourtant discréte, mais tout

autant mortelle.

I. MATERIEL ET METHODE

Nous réalisons une étude non interventionnelle transversale explorant les relations entre
Porphyromonas gingivalis, 1’état bucco-dentaire et la sévérité de la fibrose chez des patients atteints

de stéatose hépatique non alcoolique (ou NAFLD — non alcoholic fatty liver desease).

L’étude inclut 35 patients dont 13 femmes et 22 hommes atteints de NAFLD et suivit dans le
service d’Hépatologie de Rangueil a Toulouse avec une indication de réalisation d’un Fibroscan et

d’une biopsie hépatique.

L’objectif principal de I’étude est de comparer la fréquence de Porphyromonas gingivalis dans
la salive des personnes atteintes de NAFLD avec une fibrose de stade F1/F2 versus dans la salive

des personnes atteintes de NAFLD avec une fibrose de stade F3/F4.
Les objectifs secondaires sont :

- Comparer la fréquence de Porphyromonas gingivalis dans la plaque parodontale des
personnes atteintes de NAFLD avec une fibrose de stade F1/F2 versus des personnes

atteintes de NAFLD avec une fibrose de stade F3/F4
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D’évaluer la composition microbiologique de la salive et de la plaque parodontale des
patients atteints de NAFLD

D’¢évaluer I’état de santé bucco-dentaire des sujets

D’¢évaluer les habitudes hygiéno-diététiques des sujets

D’¢évaluer la qualité de vie orale et générale des sujets

De comparer la composition inflammatoire et immunitaire de la salive des personnes
atteintes de NAFLD avec une fibrose de stade F1/F2 versus des personnes atteintes de

NAFLD avec une fibrose de stade F3/F4

Nous faisons 1’hypothése que les taux salivaires de Porphyromonas Gingivalis pourraient

étre associés au degré de sévérité de la fibrose chez les patients NAFLD, et constitueraient une

nouvelle cible thérapeutique d’évaluation de la fibrose.

Si cette hypothése se vérifie, notre étude permettrait d’adopter des nouvelles stratégies de

traitement et de mieux appréhender les facteurs déclenchants ou aggravants de la NAFLD afin

d’intervenir précocement chez les patients via des actions simples sur le régime ou ’activité physique

mais bien-entendu sur le microbiote buccal si un lien avec une bactérie est établi.

A. Critéres d’inclusions et d’exclusions

Pour étre éligibles a I’inclusion les patients devront :

sujet ayant une stéatose hépatique non alcoolique NAFLD prouvée par une biopsie datant
de moins de 1 an

sujet agé de plus de 18 ans

sujet ayant donné son non-opposition pour participer a I’étude

étre en capacité de recevoir, comprendre le formulaire d’information pour participer a
I’étude

maitrise de la langue Frangaise

personne non soumise a une restriction de droits par les autorités judiciaires

Ne pourront pas étre inclus dans 1’étude les patients :

Présentant une autre cause associée d’hépatopathie ou de stéatose comme infections virales
et maladie auto-immune

Consommation d’alcool >30g/j (homme) ou 20g/j (femme)

Antécédent de décompensation de cirrhose

Prise d’antibiotiques, de prébiotiques ou probiotiques dans le mois précédent 1’inclusion
Maladie gastro-intestinale chronique ou aigué

Antécédents de chirurgie gastro-intestinale modifiant I’anatomie

Grossesse ou allaitement en cours
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Antécédents de chirurgie orale dans le mois précédent I’inclusion

Chirurgie orale prévue pendant la période d’inclusion

Patients a risque d’infection (existence d’une ou plusieurs pathologies infecticuses
chroniques connues : VIH, VHB, VHC et mononucléose) et/ou insuffisance rénale
chronique (clairance créatinine < 60ml/min)

Atteints d’une pathologie générale contre-indiquant la réalisation d’actes de diagnostic
comme le sondage parodontal (patients a haut risque d’endocardite infectieuse selon
I’ Agence Nationale Francaise de Sécurité du Médicament et des Produits de Santé ANSM)

Patients sous sauvegarde de justice, dépendant, sous tutelle ou curatelle

B. Dossier patient

Une fois que le patient est inclu dans 1’étude, un dossier est constitué afin de regrouper les

informations suivantes :

Date de I’examen

Nom, prénom, age, et date de naissance

Questionnaire hygiéno-diététique complété par le patient lors de la consultation avec le
chirurgien-dentiste

Schéma dentaire complété lors de I’examen clinique de la consultation par le chirurgien-
dentiste

Résultats d’analyses sanguines

Résultats du FIBROSCAN et de la biopsie hépatique

Résultats de I’analyse du prélévement salivaire et parodontal

C. Examen clinique

Lors de la consultation, on reléve les données suivantes lors de I’examen clinique endobuccal :

Le nombre de dents absentes

Le nombre de dents cariées

Le nombre de dents obturées (reconstitutions directes type composite ou reconstitutions
indirectes type prothése fixe non différenciées)

La profondeur des poches parodontales grace a un sondage parodontale

Le nombre de sites qui saignent apres le sondage parodontal

Le nombre de faces de dents avec la présence de plaque dentaire

L’état d’inflammation des tissus mous
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D. Prélévements

Toujours lors de la consultation, des prélévements sont réalisés :

- Des bactéries parodontales sont récoltées dans les poches parodontales les plus profondes a
’aide de pointes de papiers stériles insérées trente secondes dans le sulcus de la dent. Quatre
pointes de papiers seront mises dans un milieu de transport et quatre autres pointes de papiers
seront mises dans un milieu sec.

- Des bactéries salivaires par récolte de la salive du patient dans un flacon stérile

E. Mise en culture

Les prélévements bactériens ainsi constitués sont alors traités en laboratoire.

Tout d’abord, les échantillons bactériens vont étre dilués et mis en culture dans des boites de
Pétri afin de pouvoir étudier quantitativement les colonies bactériennes présentes. Durant toutes les

manipulations, un bec électrique est allumé pour constituer un environnement de travail stérile.

Le prélévement dit de « salive pure » représente 1’échantillon contenant les bactéries salivaires.
Il sera dilué successivement avec de 1’eau distillée jusqu’a obtenir une concentration de dilution a
107°. La dilution de « salive pure » va étre étalée dans une boite de Pétri avec milieu de culture, qui

sera entourée ensuite de film de paraffine, puis mise en culture dans une étuve a 37°.

Le prélévement bactérien avec les pointes de papier plongées dans un milieu de transport
représente 1’échantillon contenant les bactéries parodontales. Il va étre dilué successivement avec de
I’eau distillée jusqu’a obtenir une concentration de dilution a 1073,

La dilution obtenue va étre étalée dans une boite de Pétri avec milieu de culture, qui sera ensuite
entourée de film de paraffine, puis mise en culture dans une étuve a 37°. Les bactéries parodontales
étant des bactéries anaérobies, la boite de Pétri sera également contenue dans une poche
d’anaérobiose « GENbox anaer » durant toutes la durée de mise en culture afin de reconstituer un

environnement sans oxygene permettant leur développement.
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Figure 18 : Photos de la mise en culture des prélevements salivaires des patients BUCCONASH

Sur la photo de gauche : processus de dilution successif des échantillons a [’aide d une pipette

Sur la photo centrale : poche d’anaérobiose contenant une boite de Pétri avec la dilution de

bactéries parondontales sur milieu de culture

Sur la photo de droite : boite de Pétri avec la dilution de bactéries parodontales sur milieu de

culture avant la mise en place de film de paraffine, poche d’anaérobiose et mise en étuve.

Ensuite, le reste des échantillons et les pointes de papier sans milieu de transport vont &tre
congelés pour étre réutilisé ultérieurement et étre envoyé a un laboratoire de séquencage ADN par

PCR afin de pouvoir recenser qualitativement les bactéries présentes.

Tous les prélévements sont identifiés avec le nom de I’étude, le numéro d’anonymat du patient,

la date, la dilution et le type de prélévement.
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II. RESULTATS

A. Analyse des résultats du questionnaire hygiéno-diététique

Le questionnaire hygiéno-diététique est rempli en début de séance par le patient (voir annexe).

Apreés recueil et analyse de ces données, nous pouvons analyser les résultats suivant :

Patients BUCCONASH
n=35
Moyenne = Ecart-type
Age (année) 57,06 +7,19
Poids (kg) 93,2 +£15,92
Taille (cm) 166, 94 +9,07
IMC (kg/m?) 33,4 £4,75
% des patients pratiquant du 43 %
sport
% des patients fumeurs et 57 %
anciens fumeurs
Niveau de stress quotidien sur 4,79 +£3,04
une échelle de 0 4 10
% des patients se déclarant 60 %
diabétiques
% des patients déclarant 71,43 %
d’autres maladies générales que
la NAFLD
Tableau 5 : Analyse des parametres généraux du questionnaire hygiéno-dictétique des patients
BUCCONASH

La population de patients prélevés est constituée de 35 patients de 57,06 ans d’age moyen,
de 93,2 kg de poids moyen et de 166,94 cm de taille moyenne. L’ IMC moyen est de 33,4.
Mais encore, 60% des patients déclarent étre atteints d’un diabéte et 71,43 % déclarent étre

atteints d’une maladie générale autre que la NAFLD.

Concernant les habitudes de vie, 57 % des patients sont fumeurs ou anciens fumeurs et 43
% pratiquent du sport. Sur une échelle de 0 (aucun stress quotidien) a 10 (un stress quotidien

maximal), le stress quotidien moyen ressenti par 1’échantillon est de 4,79.
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Patients BUCCONASH

n=35
Habitudes d’hygiéne bucco-dentaire Moyenne + Ecart type
% de patients se brossant les dents au moins deux fois/jour 42.86 %
% de patients se brossant les dents entre 1 et 2 minutes 37.14 %
% de patients utilisant des accessoires de soins
parodontaux (fil dentaire, bain de bouche, brossettes inter- 68 %

dentaire)

Habitudes chez le chirurgien-dentiste

Moyenne + Ecart-type

% de patients allant 1 fois par an chez le chirurgien-
dentiste

42,86 %

% de patients ayant déja pris rendez-vous chez le
chirurgien-dentiste pour contrdle (sans douleurs)

54,38 %

Tableau 6 : Analyse des habitudes liées a la santé bucco-dentaire des patients BUCCONASH

Parmi cette population de patients, 42,86 % des patients se brossent les dents au moins deux fois

par jour et 37,14 % pendant une durée entre 1 et 2 minutes. Mais encore, 42,86 % des patients se

rendent 1 fois par an chez le chirurgien-dentiste.

Par contre, plus de la moitié des patients utilisent un accessoire de soins parodontaux (68%) et

prennent rendez-vous chez le chirurgien-dentiste pour une consultation de controle (54,38 %).

B. Analyse de parametres biologiques chez les patients BUCCONASH

Les patients subissent un bilan sanguin dont nous pouvons analyser les résultats suivants :

Patients BUCCONASH
n=35
Moyenne + Ecart-type

Triglycérides (g/L) 1,97 £1,23
Insuline (mUI/L) 36,19 + 31,40
ALAT (UI/L) 74,70 + 42,44
ASAT (UI/L) 53,18 + 28,59
Albumine (g/L) 39,90 + 3,05
HbAlc (%) 7,05 £ 1,25
Plaquettes (/mm?) 219320 + 110438
Glycémie (g/L) 1,37 £ 0,50
Protéine C réactive (mg/L) 6,51 +7,61
Cholestérol LDL (g/L) 1,07 £0,33
Cholestérol HDL (g/L) 0,428 £0,10
Apolipoprotéine Al (g/L) 1,32 £0,22
Taux de prothrombine (%) 94,45 £10,72
Leucocytes (mm?) 6423,6 + 258838
PNN (%) 56,14 £9,90
PNE (%) 2,52+1,11
PNB (%) 0,62 +£0,32
Lymphocytes (%) 33,42+ 9,93
Monocytes (%) 7,31 £2,24
Acide urique (mg/L) 56,54 + 15,86
Bilirubine totale (mg/L) 5,36 £2,12

Tableau 7 : Analyse des paramétres biologiques des patients BUCCONASH
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D’aprés les valeurs de références chez les patients sains, les données en gras dans le tableau

sont supérieures aux valeurs normales (68).

On peut constater I’augmentation du taux moyen de triglycérides (1,97 g/L), d’ALAT (74,70
UI/L) et d’ASAT (53,18 UI/L), de la glycémie (1,37 g/L) et de I’insuline (36,19 mUI/L).

Le taux de Protéine C réactive (6,51 mg/L) est ici augmenté.

Nous avons choisi de relever plus particulierement le taux moyen de plaquettes (219320
plaquettes / mm? et d’albumine (39,9 g/L) car ces constantes sont utilisées pour le calcul du NAFLD
Fibrosis Score, test sanguin de fibrose, qui permet de prédire; combinés a I'IMC, I’age,
I’hyperglycémie, ASAT/ALAT ; un score de prédiction du taux de fibrose. Le score calculé sur notre
échantillon grace a ces données moyennes est de 2, qui prédit une présence d’une fibrose significative

(F3/F4).

L’HbAlc permet d’objectiver si un diabéte est équilibré ou non : en effet, les patients
souffrant d’un diabéte et possédant une HbA1c supérieure a 7 sont considérés comme non équilibrés.

Ici, le taux moyen de notre échantillon est de 7,05 %.

Les autres paramétres étudiés sont compris dans les valeurs de références chez les patients

sains.

Les patients ont également subit une biopsie du foie. Les résultats des analyses histologiques
de ces coupes de foie nous ont permis de dresser le tableau suivant, permettant d’estimer 1’atteinte

moyenne des patients par la NAFLD :

Patients BUCCONASH
n =35
Moyenne + Ecart-type
Score de stéatose 1,8 +0,80
Score de fibrose 2,74 £ 1,01
Score d’activité SAF 2,43 £0,98
Taux de ballonisation des 1,26 £ 0,58
hépatocytes
Taux d’inflammation lobulaire 1,19 £ 0,54

Tableau 8 : Analyse des résultats de biopsie des patients BUCCONASH
Le score de stéatose moyen est de 1,8 sur un score maximum de 3.

Le score de fibrose moyen est de 2,74 sur un score maximum de 4. La majorité des patients,
si on arrondi a un score de fibrose de 3, posséde alors une fibrose importante.
Le score d’activité moyen SAF est de 2,43 sur un maximum de 4 : la majorité des patients a

une activité modérée.
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Nous avons alors pu trier les patients selon I’index de sévérité de la maladie, qui est fonction
du score de fibrose et du score d’activité. On peut répartir les patients en deux groupes avec 9 patients

possédant une atteinte discréte & moyenne et 26 patients possédant une atteinte sévere.

FO F1 F2 F3 F4 Total A
A0 0 0 2 1 0 3
Al 0 0 0 0 0 0
A2 0 3 4 6 4 17
A3 0 2 2 3 4 11
A4 0 0 1 2 1 4
Total F 0 5 9 12 9 35

Tableau 9 : Repartition des patients selon la sévérité de la NAFLD
Les valeurs en jaune sont les patients avec une atteinte discréte a moyenne de la NAFLD.
Les valeurs en gris sont les patients avec une atteinte sévere de la NAFLD (cf Tableau 4)

C. Comparaison des résultats du questionnaire hygiéno-diététique et
des parametres biologiques avec les résultats de biopsie des patients
BUCCONASH

Nous avons ici comparé les données du questionnaire hygiéno-diététique et les paramétres

biologiques de santé générales en fonction de trois paramétres :

- En fonction du score de fibrose F - comme nous 1’avons vu, le score de fibrose est un
marqueur indépendant puissant qui est associé au pronostic d’évolution de la maladie vers
des complications (11). Les patients sont séparés en deux groupes :

0 Patients atteints d’une fibrose FO/F1/F2 qualifié de « faible a moyenne »

0 Patients atteints d’une fibrose F3/F3 qualifié¢ de « sévére »

- En fonction du score d’activité A — reflet de I’inflammation chronique du patient car il est
la somme du score de ballonisation hépatocytaire et du score d’inflammation lobulaire ; les
patients sont répartis en deux groupes (5) :

0 Patients possédant un score d’activité AO/A1/A2 qualifié de « faible & moyenne »

0 Patients possédant un score d’activit¢ A3/A4 qualifié¢ de « sévére »
- En fonction de la sévérité AF — les patients sont répartis en deux groupes :

0 Patients possédant un score de sévérité « discret & moyen »

0 Patients possédant un score de sévérité « sévere »
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Nous avons alors pu dresser le tableau suivant :

Score de fibrose F Score d’activité A Sévérité AF
FO/F1 | F3/F4 p- AO/Al | A3/A4 p- Discret a Sévere | p-value
F2 value A2 value Moyen
Sexe 38,4 | 36,36 1 40 33,33 | 0,74 44,44 34,62 0,70
(proportion 6
de femmes)
Age (année) | 55,69 | 57,86 | 0,39 | 57,25 56,8 0,86 58,33 56,61 0,54
+ + 6,89 +7,36 | £7,19 +7,11 +7,30
7,75
Poids (kg) 92,15 | 93,82 | 0,77 91,1 96 0,37 90,44 94,15 0,55
i155,0 +16,74 +19,33 | £9,70 +17,53 | £15,59
Taille (cm) 166, | 167,04 | 093 | 167,1 | 166,73 | 0,91 167,67 166,70 0,78
77 +9,51 +10,35 | +7,38 +10,04 | +£8,91
+
8,65
IMC (kg/m?) | 32,7 | 33,76 | 0,57 | 32,90 | 34,07 | 0,48 33,79 33,26 0,78
9 +4,77 +4,80 | £4,77 +4,27 +4,98
+
4,85
% de patients | 61,5 | 31,82 | 0,16 45 40 1 55,56 38,46 0,45
pratiquant du 4
sport
% de patients | 46,1 | 63,64 | 0,48 45 73,33 | 0,17 55,56 57,69 1
fumeurs et 5
anciens
fumeurs
Niveau de 4,08 5,24 0,29 4,63 5 0,73 3,22 5,36 0
stress + +3,19 +2,91 | £3,29 +0,88 +0,60 ,07
quotidien 2,75
% de patients | 46,1 | 68,18 | 0,29 50 73,33 | 0,30 33,33 69,23 0,11
se déclarant 5
diabétique
% de patients | 69,2 | 81,82 | 0,43 | 69,23 81,82 0,7 66,67 80,77 0,40
déclarant 3
d’autres
maladies
générales
que le
diabéte et la
NAFLD

Tableau 10 : Comparaison des parameétres généraux des patients BUCCONASH selon le score de
fibrose F, le score d’activité A et score de Sévérité AF de la NASH

Nous pouvons constater un équilibre de la proportion de femmes, d’age moyen, de poids, de

taille et d’IMC équilibrés entre tous les groupes.
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Par contre, si on compare le groupe FO/F1/F2 avec le groupe F3/F4, nous pouvons constater :

une plus forte proportion de patients se déclarant diabétiques dans le groupe F3/F4 par
rapport au groupe FO/F1/F2

une plus forte proportion de patients déclarant une maladie générale dans le groupe F3/F4
par rapport au groupe FO/F1/F2

une plus forte proportion de patients étant fumeurs ou anciens fumeurs dans le groupe F3/F4

par rapport au groupe FO/F1/F2

Si on compare le groupe AO/A1/A2 avec le groupe A3/A4, nous pouvons constater :

une plus forte proportion de patients se déclarant diabétiques dans le groupe A3/A4 par
rapport au groupe A0/A1/A2

une plus forte proportion de patients déclarant une maladie générale dans le groupe A3/A4
par rapport au groupe A0/A1/A2

une plus forte proportion de patients étant fumeurs ou anciens fumeurs dans le groupe A3/A4

par rapport au groupe A0/A1/A2

Si on compare le groupe avec un score de sévérité « discret a moyen » avec le groupe avec un score

de sévérité « sévere », nous pouvons constater :

une plus forte proportion de patients se déclarant diabétiques dans le groupe avec un score
de sévérité « sévere » par rapport au groupe avec un score de sévérité « discret a moyen »
une plus forte proportion de patients déclarant une maladie générale dans le groupe avec un
score de sévérité « sévere » par rapport au groupe avec un score de sévérité « discret a
moyen »

le niveau de stress quotidien moyen ressenti par les patients du groupe avec un score de
sévérité « sévere » est plus élevé que le niveau de stress quotidien moyen ressenti par les

patients du groupe avec un score de sévérité « discret a moyen ».
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Score de fibrose F

Score d’activité

Sévérité AF

A
FO/F | F3/ D- A0/ | A3/ p- Discreta | Sévere p-
1/E2 | F4 | value | Al/ | A4 | value | Moyen value
A2

Habitudes d’hygiéne
bucco-dentaire
% de patients se 53,8 |40, | 0,67 |40 |53, [091 | 44,44 46,15 | 0,63
brossant les dentsau | 5 91 33
moins deux fois/jour
% de patients se 46,1 | 36, | 0,62 |45 |33, |0,62 | 5556 34,62 | 041
brossant les dents 5 36 33
entre 1 et 2 minutes
% des patients 76,9 | 63, | 0,48 |70 |66, | 0,56 | 88,89 61,54 | 0,22
utilisant des 2 64 67
accessoires de soins
parodontaux (fil
dentaire, bain de
bouche, brossettes
inter-dentaire)
Habitudes chez le
chirurgien-dentiste
% de patients allant 1 | 53,8 | 45,45 |0, |55 |40 |0,87 | 44,44 50 0,93
fois par an chez le 5 70
chirurgien-dentiste
% de patients ayant 69,2 | 4545 |0, |60 |46, | 0,51 | 66,67 50 0,46
déja pris rendez-vous | 3 29 67
chez le chirurgien-
dentiste pour contrdle
(sans douleurs)

Tableau 11 : Comparaison des habitudes liées a la santé bucco-dentaire des patients
BUCCONASH selon le score de fibrose F, le score d’activité A et le score de Sevérite AF de la

NASH

Concernant les habitudes liées a la santé bucco-dentaire des patients BUCCONASH,

I’ensemble des paramétres étudiés sont équilibrés entre les groupes.
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Score de fibrose F Score d’activité A Sévérité AF
FO/F1/F2 F3/F4 p- AO0/A1/A2 | A3/A4 p- Discr | Sever p-
value value eta e value
Moye
n
Protéine C 8,07 5,65 0,40 | 6,14 7,1 0,74 | 8,90 | 5,68 | 0,31
réactive +9,24 +6,66 + 7,64 +7,86 +10, | 6,2
(mg/L) 82 4
Triglycérides | 2,14 1,87 0,54 | 1,53 2,61 0,01 | 1,63 |2,10 |0,33
(g/L) +1,34 +1,18 +0,76 +1,51 +0,9 | x1,2
1 3
Insuline 23,83 4346+ | 0,19 | 29,17 46,4 0,16 | 22,7 |409 |0,19
(mUI/L) +14,83 36,41 +18,40 142,14 4 0
+16, | £34,
74 20
ALAT 58,61 83,05 0,10 | 77,2 68,71 0,57 | 63,4 |774 |04l
(UI'L) +36,58 +43,94 +50,42 +28,49 4+41 | £42,
,87 89
ASAT 41,46 60,43 0,06 | 49,7 48,14 | 0,40 | 446 | 56,2 | 0,30
(UI/L) +26,40 +28,04 +28,09 +29,61 7 4
+30, | £27,
90 73
Albumine 39,39 40,22 0,46 | 39,57 40,36+ | 0,48 | 38,9 | 40,2 | 0,30
(g/L) +2,93 +3,15 +2,28 3,94 1£2, |5
98 +3,0
6
HbAlc (%) 6,65 7,29 0,15 | 6,46 7,83 0,00 | 6221 | 7,34 | 0,02
+1,32 +1,17 +0,75 +1,37 | 05 +0,6 | +1,2
5 8
Plaquettes 270142,8 | 19955 | 0,15 | 241461,5 | 19533 | 0,31 | 3062 | 1976 | 0,04
(mm?) 6 5,55 4 3,33 00 00
+195539, | £4739 +146261 +4545 + +457
80 7,22 9,94 2268 | 45,7
153 |5
4
Glycémie 1,26 1,43 £ 0,37 | 1,24+£0,33 | 1,54 0,09 | 1,31 1,39 10,70
(g/l) +0,35 0,56 +0,63 +0.4 | £0,5
1 3
Cholestérol 0,45 041 0,35 | 0,44 0,41 0,30 | 0,46 | 0,41 | 0,22
HDL (g/L) +0,14 +0,06 +0,09 +0,10 +0,1 | 0,1
3 0
Apolipoprotéi | 1,29 1,34 £ 0,60 | 1,35 1,28 0,44 | 1,35 | 1,31 | 0,64
ne Al (g/L) +0,27 0,18 +0,24 +0,19 + +
0,29 | 0,22
Cholestérol 1,03 +| 1,09 0,64 | 1,09 1,04 0,68 |0,97 |1,10 | 0,28
LDL (g/L) 0,42 +0,26 +0,33 +0,34 +0,3 | 0,3
7 3
Taux de 94,71 £ 93,82 0,86 | 94,61 93,45 0,80 [ 93 +|94,3 | 0,80
prothrombine | 5,25 +12,44 +8,99 +12,92 529 |7 =+
(%) 10,7
2
Leucocytes 6715,71+ | 6310 £ | 0,73 | 5909,23+ | 6980,8 | 0,31 | 6242 | 6469 | 0,86
(mm?) 3413,84 2301,3 2586,90 2 +405 | £258
7 +2581 2,12 | 8,38
,80
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PNN (%) 59 £11,80 | 55,18 | 0,42 | 55,58 56,8 0,77 | 59 55,3 10,48

19,38 19,71 +10,56 +13, | 8
19 49,9
0
PNE (%) 2,47 2,54+1 | 0,89 | 2,58 2,44 0,77 | 2,76 | 2,48 | 0,60
+0,96 ,18 +0,73 +1,48 +0,7 | +
1 1,11
PNB (%) 0,6 £0,41 | 0,62+0 | 0,89 | 0,58 0,65+0 | 0,61 | 0,52 | 0,64 | 0,46
,30 +0,35 ,30 +04 | +
0 0,32
Lymphocytes | 29,4 34,75+ | 0,26 | 33,41 33,42+ | 1 284 | 34,7 |0,22
(%) +10,43 9,68 +9.28 11,11 8 +|1 =+
11,3 |9,93
9
Monocytes 8,53+3,13 | 6,90+1 | 0,13 | 7,84 + | 6,69 0,22 |9,24 |6,80 | 0,02
(%) ,79 2,22 +2,20 +29 | £22
2 4
Acide urique | 62,35£15, | 54,15 | 0,26 | 55,03 +|58,34 |0,62 |59,7 |557 |0,62
(mg/L) 31 +15,91 13,44 +18,86 7 £|0 =+
15,5 | 15,8
1 6
Bilirubine 4,22+1,82 | 6,02+2 | 0,02 | 5,52+2,31 | 5,131 | 0,62 | 4,55 | 5,67 | 0,18
totale (mg/L) ,03 ,84 + +
2,01 | 2,12

Tableau 12 : Comparaison des parameétres biologiques des patients BUCCONASH selon le score

de fibrose F, le score d’activité A et le score de sévérité AF de la NASH

Selon le tableau de données précédent, on peut constater les différences statistiquement

significatives suivantes, mise en valeur en gras dans le tableau :

un taux de triglycérides sanguin plus élevé dans le groupe A3/A4 (2,61 g/L) comparé au
groupe A0/A1/A2 (1,53 g/L) avec une p-value de 0,01

un taux d’HbAlc plus élevé dans le groupe A3/A4 (7,83 %) comparé au groupe A0/A1/A2
(6,46 %) avec une p-value de 0,005

un taux d’HbA1c plus élevé dans le groupe avec un score de Sévérité AF « sévére » (7,34
%) comparé au groupe avec un score de Sévérité AF « discret a moyen » (6,21 %) avec une
p-value de 0,02

un taux de plaquettes plus faible dans le groupe avec un score de Sévérité AF « sévére »
(197600/mm*) comparé au groupe avec un score de Sévérité AF « discret a moyen »
(306200/mm?*) avec une p-value de 0,04

un taux de monocytes plus faible dans le groupe avec un score de Sévérité AF « sévére »
(6,80 %) comparé¢ au groupe avec un score de Sévérité AF « discret a moyen » (9,24%) avec
une p-value de 0,02

un taux de bilirubine total plus élevé dans le groupe F3/F4 (6,02 mg/L) comparé au groupe

FO/F1/F2 (4,22 mg/L) avec une p-value de 0,02
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On peut aussi noter les différences suivantes :

un taux d’insuline plus élevé dans les groupes F3/F4, A3/A4, et score de Sévérité AF «
sévere » compareé respectivement aux groupes FO/F1/F2, AO/A1/A2, et score de Sévérité AF
« discret a moyen ».

un taux d’ALAT et ASAT plus élevé dans le groupe F3/F4 comparé au groupe FO/F1/F2.
un taux de plaquettes moins ¢levé dans le groupe F3/F4 comparé au groupe FO/F1/F2.

un taux de HbA 1c plus élevé dans le groupe F3/F4 comparé au groupe FO/F1/F2.

une glycémie plus élevée dans les groupes F3/F4 et A3/A4 comparé respectivement aux
groupes F3/F4 et AO/A1/A2.

un taux de monocytes plus faible dans les groupes avec F3/F4 et A3/ A4 comparé
respectivement aux groupes F3/F4 et A3/A4.

un taux de bilirubine total plus élevé dans le groupe avec un score de Sévérite AF « sévére »

comparé au groupe avec un score de Sévérité AF « discret 2 moyen »

Analyse et comparaison des résultats de I’examen clinique buccal
avec les résultats de biopsie des patients BUCCONASH

L’étude de la cavité buccale chez les patients BUCCONASH a été faite grace a plusieurs indicateurs :

L’indice CAO

Cet indice permet de quantifier la sévérité de I’atteinte caricuse d’un individu. Il est la somme

du nombre de dents permanentes absentes, de dents permanentes cariées, et de dents permanentes

obturées (prothése dentaire fixe, reconstitution partielle directe ou indirecte) chez un patient. Plus

cet indice est élevé, plus la bouche du patient est atteinte par la maladie carieuse. Le score maximum

est donc de 32 en comptant les troisiémes molaires permanentes.

L’indice CAOD est I’indice CAO a I’échelle d’une population. Selon I’OMS en 2003, en France,
I’indice CAOD est supérieur a 13,9 chez les adultes de 33 a 44 ans. (69,70)

Indice CAOD Atteinte carieuse de la population
Inférieur a 5 Tres basse
Entre 5 et 8,9 Basse

Entre 9 et 13,9 Modérée

Supérieur a 13,9 Haute

Tableau 13 : Tableau d’interprétation de l’'indice CAOD
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- L’indice gingival de Loé & Silness

Cet indice permet de quantifier I’inflammation gingivale globale. Toutes les faces des dents sont

examinées et la moyenne des observations permet d’établir ’indice selon les critéres suivants (71) :

0 : pas d’inflammation

- 1 :inflammation discréte, peu de changement de forme et de couleur

- 2: inflammation marquée, rougeur, cedéme, et hypertrophie gingivale avec saignement
provoqué

- 3 :inflammation importante, rougeur, hypertrophie accentuée avec tendance au saignement

spontané

- Le nombre de dents avec au moins une poche parodontale égale ou supérieure a Smm
Grace a une sonde parodontale, le nombre de dent comportant au moins une poche
parodontale égale ou supéricure a 5 mm est compté. En effet, un sulcus supérieur a 3 mm est

considéré comme une poche parodontale (51).

Une fois tous ces éléments récoltés chez les patients BUCCONASH lors de I’examen

clinique, nous avons pu dresser ce tableau :

Patients BUCCONASH
n =35
Moyenne + Ecart-type
Nombre de dents absentes 8,48 £ 8,74
Nombre de dents cariées 0,66 +1,28
Nombre de dents obturées 6,74 + 5,60
Indice CAOD 15,88 + 8,56
qulce gingival de Loé€ & 126+ 1,14
Silness
Nombre de dents avec au moins
une poche parodontale > 5 mm 3.97+5,13

Tableau 14 : Analyse des données relevées lors de I’examen bucco-dentaire des patients
BUCCONASH

Les patients BUCCONASH ont en moyenne 8,48 dents absentes, 0,66 dents cariées et 6,74
dents avec une obturation. L’indice CAOD moyen est de 15,88. L’indice gingival de Loé & Silness
est en moyenne de 1,26. Les patients présentent en moyenne 3,97 dents atteintes d’une poche

parodontale supérieure ou égale & 5 mm.

Nous avons ensuite comparé ces données selon le score de fibrose, le score d’activité et le

score de sévérité liés a la stéatohépatite non alcoolique.

76



Score de fibrose F Score d’activité A Sévérité AF
Discréte
FORUE | pypg | P | AVAL pgpg | P + oo || et
2 value A2 value
Moyenne

Nombre de 9.08 8.14 935 | 733 1144 | 7.46
dents absentes | +8,70 +8,95 0,76 49,31 48,08 0,51 49,57 +8,39 0,24
Nombre de 0.61 0.68 0.85 0.4 0.78 0.62
dents carices | +1.66 | +1.04 | P88 1 4160 | 063 | 31| 199 | x008 | O7°
Nombre de 5,70 7,36 5,55 8,33 7,35
dents obturées | +4.13 | 2632 | %% | sa55 | 1659 | 15 | S0 5oy | 029
Indice CAOD | 15,38 | 16,19 15,75 | 16,07 1722 | 1542

2779 | 915 | %7 1870 | 4869 | P2V | sg12 | 1882 | O
Indice
gingival de 0,92 1.48 1,161, | 1,4%1 0,89 1.4
Lot & Silness | +095 | +121 | %171 "o 30 | 4| w078 | 122 | 0
Nombre de
poche 3,08 4.5 2,5 5,93 2,11 4,61
parodontale > | +3,57 | 588 | %% | 1286 | 2675 | Y0 | 1136 | 2570 | 0?1
5 mm

Tableau 15 : Comparaison des données relevées lors de I’examen bucco-dentaire des patients

BUCCONASH selon le score de fibrose F, le score d’activité A et la sévérité de la NASH

D’aprés les données recueillies lors de I’examen clinique buccal des patients BUCCONASH, on

peut dire :

Il existe une augmentation significative du nombre de poches parodontales > Smm dans le
groupe A3/A4 (2,5 dents) comparé au groupe A0/A1/A2 (5,93 dents) avec une p-value de
0,04.

11 existe une augmentation du nombre de dents atteintes par une poche parodontale > Smm
dans les groupes F3/F4 et avec un score de Sévérité AF « sévere » comparé respectivement
aux groupes FO/F1/F2 et avec un score de Sévérité AF « discret a moyen ».

11 existe un indice gingival de Loé & Silness plus important dans les groupes F3/F4, A3/A4
et avec un score de Sévérité AF « sévere » comparé respectivement aux groupes FO/F1/F2,
A0/A1/A2 et avec un score de Sévérité AF « discret a moyen ».

11 existe un nombre de dents obturées plus important dans les groupes F3/F4, A3/A4 et avec
un score de Sévérit¢ AF «sévere » comparé respectivement aux groupes FO/F1/F2,
AO0/A1/A2 et avec un score de Sévérité AF « discret a moyen ».

Il existe un nombre de dents absentes moins important dans les groupes F3/F4, A3/A4 et
avec un score de Sévérité AF « sévere » comparé respectivement aux groupes FO/F1/F2,
AO0/A1/A2 et avec un score de Sévérité AF « discret a moyen ».

Le nombre de dents cariées et I’indice CAOD sont similaires dans tous les groupes.
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E. Analyses microbiologiques des prélevements salivaires des patients

BUCCONASH

Les prélévements salivaires et parodontaux ont été¢ étudiés et on permit de dresser le tableau

suivant :
Score de fibrose F Score d’activité A Sévérité AF
FO/F1 F3/F4 | p- AO/A1 A3/A4 p- Discret a Sévere | p-value
F2 value A2 value | Moyen
Salive
Nombre 1,46.10* | 1,55. | 0,75 | 1,65.10* | 1,42.1 | 0,78 | 1,83.10* | 1,45.10* 0,71
de +2,02.1 10* +1,80.1 04 +2.14.1 | +
bactéries 0* +1,5 0* +1,60. 04 1,56.10*
(UFC) 5.10* 104
Flore 1,0641.1 | 1,76. | 0,52 | 1,12654. | 1,41.1 [ 0,74 | 7,52.10' | 1,44.10' | 0,46
totale o' 10! 10" o' 0 !
(bactéries | £2,1239 | +£1,5 +1,5513 | +1,61. + +
par ml de 410" | 6.10! 7.101 10" 1,50.10" | 1,57.10!
salive) ! ! !
Poche parodontale
Nombre 1,12.10* | 4,19. | 0,45 | 8,68.10° | 4,63.1 | 0,64 | 1,68.10* | 3,74.10° | 0,21
de +1,90.1 103 +1,63.1 0’ +2.33.1 +
bactéries 0* +1,1 0* +1,18. 04 1,04.10*
(UFC) 0.10* 10*
Flore 1,11.10° | 4,08. | 0,45 | 8,52.10% | 5,29.1 | 0,73 | 1,66.10° | 3,62.10% | 0,22
totale ? 108 +1,65.1 | 08+1,2 + +
(Bactéries | +£1,92.1 | +1,1 0’ 8.10° 2,35.10° | 1,04.10*
par ml de 0° 0.10°
salive)

Tableau 16 : Comparaison des résultats de I’analyse microbiologique sur les échantillons
salivaires des patients BUCCONASH selon le score de Fibrose F, d’Activitée A et de Sévérité AF

I11.

DISCUSSION

Grace aux données du questionnaire hygiéno-diététique, nous pouvons constater que notre

¢échantillon de patients BUCCONASH a un profil correspondant aux caractéristiques des patients

atteints de NAFLD. En effet, une majorité des patients de I’échantillon présentent les facteurs de

risques de la maladie, développés dans le chapitre précédent (33) :

- Nous pouvons alors constater que la majorité des patients ont un IMC correspondant a une

obésité.

- Plus de la majorité des patients déclarent étre atteints d’un diabéte et d’étre atteints d’au

moins une maladie générale autre que la NAFLD.

- La majorité des patients sont fumeurs ou d’anciens fumeurs.
1] p
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Dans le méme sens, on constate, grace aux comparaisons statistiques entre les différents
groupes de patients (selon le stade de fibrose, le score d’activité et la sévérité de la maladie), que la
proportion de patients avec ces facteurs de risques est plus élevée dans les groupes possédants le
stade de fibrose, le score d’activité et le stade de sévérité de la NAFLD le plus avancé.

Concernant les habitudes liées a I’hygiéne bucco-dentaire, moins de la moitié des patients
suivent les recommandations de I’'UFSBD concernant la fréquence et la durée du brossage des dents.
De la méme maniére, seulement moins de la moitié des patients se rendent 1 fois par an chez le

chirurgien-dentiste comme recommand¢ (72).

Par contre, plus de la moiti¢ des patients utilisent un accessoire de soins parodontaux et
prennent rendez-vous chez le chirurgien-dentiste pour une consultation de contrdle. Ce qui révele un
bon suivi bucco-dentaire de ces patients et une attention particuliere de leur part sur ’hygiene

parodontale.

Dans notre étude, nous n’avons pas soulevé d’impact de ces habitudes liées a la santé bucco-
dentaire sur 1’aggravation de la fibrose, de 1’activité et de la sévérité de la NAFLD. En effet, les
données concernant ces habitudes ont été recueillies via le questionnaire rempli par les patients. I
est possible que, les patients étant dans le cadre de 1’hopital et d’une consultation dentaire et n’ayant
pas effectué de relevé strict de leurs habitudes, pourraient voir a la hausse leur nombre de brossage
de dents par exemple. Il faudrait peut-étre demander aux patients, sur une durée stricte, de relever et

de compter quotidiennement leur nombre de brossage de dents.

En ce qui concerne les données biologiques recueillies via le prélévement sanguin effectué,
nous avons pu confirmer, encore une fois, le profil « NAFLD » des patients de 1’échantillon.

En effet, ces patients ont un taux moyen de triglycérides, de transaminases hépatiques
ALAT/ASAT, d’insuline et une glycémie plus élevé que les valeurs de références chez les patients

sains, ce qui correspond aux caractéristiques retrouvées dans les NAFLD (19).

Chez les patients avec un score d’activité plus élevé, nous retrouvons une augmentation
significative du taux de triglycérides comparé au groupe de patients avec un score d’activité plus
faible. Nous pouvons alors penser que la diminution du taux de triglycérides sanguin impacterait le

score d’activité vers un score d’activité plus bas.

Nous retrouvons une tendance d’augmentation du taux d’insuline dans les groupes de
patients atteints des stades plus avancés de fibrose, d’activité et de sévérité de la maladie comparés
aux groupes avec des stades plus faibles : I’insulino-résistance aurait donc tendance a étre plus
importantes chez patients avec les scores les plus élevés, ce qui rejoints les données de la littérature

(35).
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Dans ce sens, nous retrouvons une tendance d’augmentation de la glycémie chez les groupes
avec une fibrose et une activité plus élevée comparé respectivement aux groupes avec une fibrose et

une activité plus basse.

Toujours en lien avec ’insuline et la glycémie a jeun, le taux d’HbA 1c, reflet de I’équilibre
d’un diabéte, est significativement plus élevé chez les patients avec un score d’activité élevé et une
sévérité élevée de la NAFLD. Cette tendance est également retrouvée de maniére non significative
chez les patients avec un fort score de fibrose. Ceci indiquerait que les patients les plus atteints par
la NAFLD auraient tendance a avoir un diabéte déséquilibré comparés aux patients une atteinte de

la maladie plus faible (18,22).

Le taux moyen de Protéine C Réactive est également augmenté chez les patients de notre
échantillon comparé aux valeurs de références chez les patients sains. Cette protéine sert de
marqueur biologique reflétant I’inflammation, ce qui va toujours dans le sens des caractéristiques
retrouvées chez les patients atteints de NAFLD (73). Par contre, lors de la comparaison statistique

entre les différents groupes de patients, nous n’avons pas relevés de différences entre eux.

Nous avons pu également objectiver une diminution significative du taux de plaquettes chez
les patients avec un score de Sévérité AF « sévere » comparé aux patients avec un score de Sévérité
AF «discret & moyen ». Ceci pourrait s’expliquer par une fonction du foie plus altérée chez les
patients atteint d’une NAFLD sévere : en effet, normalement le foie produit une hormone qui active
la production des plaquettes. Une fonction du foie altérée pourrait alors conduire a une diminution
de I’excrétion hépatique de cette hormone et donc conduire a une diminution de la thrombopoicse
(74). Cette hypothése est appuyée par le relevé de cette méme tendance, mais non significative, chez

les patients atteints de fibrose avancée vs les patients atteints de fibrose moins avancée.

Par contre, nous n’avons pas relevé de différence dans les groupes du Taux de Prothrombine

(TP) qui est le reflet de la fonction hépatique concernant I’hémostase (13,26)

Le taux de bilirubine est significativement plus élevé chez les patients atteints de fibrose
avancée comparés aux patients atteints de fibrose moindre. Cette tendance est également relevée de
maniére non significative chez les patients avec une sévérit¢ de la maladie élevée comparé aux
patients avec une sévérité plus faible. Le taux de bilirubine pourrait également signer une souffrance

hépatique plus importante chez les patients atteints de fibrose et de sévérité élevée (13).

L’ Apolipoprotéine Al étant impliquée dans la confection hépatique des VLDL, leur taux
moyen aurait pu étre impacté a la baisse par une atteinte du patient par la NAFLD mais nous n’avons

pas observé, dans notre étude, de résultats allant dans ce sens (13).
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Grace aux relevés lors de I’examen de la cavité buccale des patients de notre échantillon,
nous pouvons dire que 1’indice CAOD de 1’échantillon montre que ’atteinte carieuse au sein de celui
est considérée comme ¢élevée. Cet indice est également plus élevé que I’indice CAOD de la

population frangaise (70).

L’examen buccal des patients BUCCONASH nous a permis d’objectiver une augmentation
significative du nombre de dents atteintes par une poche parodontale supérieure ou égale a 5 mm
chez les patients atteints d’une NAFLD avec une activité élevée comparé aux patients atteints d’une
NAFLD avec une activité plus faible. Cette tendance est également retrouvée de maniere non

significative chez les patients atteints d’une fibrose et d’une sévérité de la maladie élevée.

Ceci permet de poser I’hypothése qu’une atteinte parodontale importante influerait sur le

score d’activité, de fibrose et de sévérité de la NAFLD.

Dans ce sens, I’indice gingival de Loé€ & Silness est plus important, de maniére non

significative, chez les patients atteints d’une fibrose, d’une activité et d’une sévérité importante.

Par contre, on constate un nombre de dents absentes moins importants, de maniére non
significative, chez les patients atteints de fibrose, d’activité et de sévérité élevée comparé aux patients
atteints de fibrose, d’activité et de sévérité moins importante. Ces résultats portent a penser qu’il
faudrait rechercher les cas ou 1’étiologie de la perte des dents est parodontale ou de quantifier d’une

autre manicre la gravité de 1’atteinte parodontale.

En ce qui concerne les analyses microbiologiques des échantillons salivaires prélevés, nous
ne pouvons pas encore faire ressortir de tendance. Il est nécessaire de continuer les inclusions de
patients dans I’étude et de réaliser une analyse taxonomique de ces prélévements avant de pouvoir

interpréter les résultats.
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CONCLUSION

A travers 1’étude de la pathologie de la stéatohépatite non alcoolique, nous avons pu mettre
en évidence la fragilité de I’équilibre des différents constituants du corps a plusieurs niveaux,

conditionnant la bonne santé de 1’individu.

Premiérement, nous avons pu constater que le mécanisme pathologique de la stéatohépatite
non alcoolique regroupe plusieurs affections du Syndrome Métabolique telles que le diabéte de type
2, D’obésité, I'hypertriglycéridémie... et nous avons pu retenir I’importance de 1’inflammation

silencieuse chronique présente dans ce contexte de déséquilibre métabolique.

En effet, I’insulino-résistance ayant un role central et étant le point commun de toutes ces
affections, elle peut étre considérée comme étant le facteur clé de la compréhension des désordres
liés a ces pathologies. Elle est conditionnée, régulée, et intimement liée avec la mise en place de

I’inflammation chronique.

Il est donc nécessaire de comprendre dans son intégralité les mécanismes de déséquilibre
conduisant a tous ces désordres métaboliques et a toutes ces pathologies représentant un enjeu de

santé publique.

Dans ce sens, la compréhension et le controle des microbiotes semblent étre une nouvelle
corde a tendre sur I’arc thérapeutique des soignants, afin d’avoir une prise en charge globale des

pathologies métaboliques telles que la stéatohépatite non alcoolique.

Nous avons retenu I’importance de plusieurs facteurs dans la mise en place de la
stéatohépatite non alcoolique tel que le déséquilibre du régime alimentaire qui améne a une dysbiose

du microbiote intestinal, largement impliqué dans les 1ésions hépatiques.

Mais encore, un autre microbiote est impliqué. La cavité buccale est souvent oubliée ou
négligée dans les stratégies de soins du fait de son éloignement anatomique et de son impact sur la
santé générale trop méconnu, mais elle est reconnue pour son role non négligeable dans le diabete

de type 2 et son inflammation chronique.

Suivant cette réflexion, nous avons pu voir grace aux études citées et a 1’étude
BUCCONASH que la composante bactérienne de la cavité buccale et son équilibre ont un lien avec

la sévérité et I’entretien de la stéatohépatite non alcoolique.

Dans les thérapeutiques et le suivi des patients atteints de ces affections métaboliques, il est
indéniablement nécessaire et obligatoire de mettre en place au plus vite un protocole de suivi

dentaire. L’ action sur le microbiote buccal pourrait alors permettre de freiner 1’aggravation de la
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NASH, et pourquoi pas, chez les patients a risques, de limiter la mise en place de cette maladie

métabolique.

D’une maniére plus générale, nous avons vu que d’autres pathologies générales étaient
impactées par le microbiote buccal comme 1’Alzheimer ou les accouchements prématurés par

exemple.

Nous pouvons alors conclure en paraphrasant : si les yeux sont le miroir de 1’ame, alors la

santé de la cavité buccale est le miroir de la santé générale.

VuV-WMcr‘Lh‘q Vi ﬁl O( p%{ AN (;ﬂ
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s’inscrivant dans le contexte du Syndrome M¢étabolique. Sa prévalence augmentant, sa
compréhension et sa prévention sont un réel enjeu de santé¢ publique. Le role de la cavité
buccale dans les maladies métaboliques étant de plus en plus démontré, nous avons réalisé une
¢tude visant 2 mieux comprendre le possible role du microbiote buccal dans le développement
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