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1 : Introduction

La résorption radiculaire se caractérise par une perte de substance aux dépens de la racine. Si ce
phénoméne est physiologique au niveau des dents temporaires, pour permettre leur exfoliation?, il
constitue une pathologie au niveau de la dent permanente. La résorption recouvre plusieurs entités
pathologiques, selon la localisation de départ de la Iésion?. Ainsi, il existe des résorptions radiculaires
internes, qui débutent au niveau de la dentine péri-canalaire et des résorptions radiculaires externes,
lorsque la perte de substance s’initie au niveau du cément. Parmi ces derniéres, il est courant de
distinguer des résorptions inflammatoires, des résorptions de remplacement et des résorptions
cervicales externes®, ce sont celles-ci qui sont a I'origine de ce travail. Dans tous les cas, la destruction
tissulaire résulte de I'activité des cellules de la lignée clastique et est dépendante, tout comme la

résorption osseuse, du ratio Rank/RankL/OPG.* > ®,

1.1. La résorption cervicale externe

1.1.1. Généralités

La résorption cervicale externe est décrite comme une résorption radiculaire externe se développant
de fagon agressive et s’initiant au niveau de la constriction cervicale de la dent, plus précisément au
niveau de la jonction amélo-cémentaire.” ® L’étiologie n’est pas clairement établie, mais des facteurs
prédisposant ont été rapportés dans la littérature, notamment un traitement orthodontique, un
antécédent de traumatisme, ou un mauvais contréle de plaque. ° 10 11

Le traitement de cette pathologie est délicat. En effet, les dents concernées restent asymptomatiques
jusgu’a un stade avancé de destruction. Le diagnostic est donc souvent tardif, sauf quand la découverte

est fortuite lors d’examens radiographiques de routine.!? Lorsque le diagnostic est posé tardivement,

la destruction tissulaire limite les possibilités thérapeutiques de restauration par sa localisation qui

1 Harokopakis-Hajishengallis, « Physiologic root resorption in primary teeth : molecular and histological events ».
2 Tronstad, « Root resorption : etiology, terminology and clinical manifestations ».

3 Heithersay, « Management of tooth resorption ».

4 Tyrovola et al., « Root resorption and the OPG/RANKL/RANK system : a mini review ».

5 Wang et McCauley, « Osteoclasts and odontoclasts : signaling pathways to development and disease : osteoclasts and
odontoclasts ».

6 Boyle, Simonet, et Lacey, « Osteoclast differentiation and activation ».

7 Heithersay, « Invasive cervical resorption following trauma ».

8 Patel et al., « European society of endodontology position statement : external cervical resorption ».

° Tronstad, « Root resorption : etiology, terminology and clinical manifestations ».

10 Heithersay, « Invasive cervical resorption : an analysis of potential predisposing factors ».

11 Mavridou et al., « Descriptive analysis of factors associated with external cervical resorption ».

12 Heithersay, « Invasive cervical resorption following trauma ».
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nécessitera un matériau combinant compatibilité pulpaire et parodontale ainsi que la réalisation d’un
geste technique complexe. (Fig.1)

L’extraction sera alors le plus souvent indiquée.

Figure 1 : Vue clinique (A) et radiographique (B) d’'une canine mandibulaire (33) atteinte de

résorption radiculaire externe

¥ P
< Lé‘ =3

Aucun signe pathologique n’est visible cliniquement alors que la radiographie rétroalvéolaire révéle

une destruction radiculaire sévere.

Source : Dr Jouanny.



1.1.2. Processus physiopathologique

Schématiquement, il est courant de distinguer 3 étapes dans la résorption : la phase
d’initiation de la pathologie, suivie par la progression de la résorption, et enfin la phase de

réparation.!3

1.1.2.1. Initiation
Deux conditions sont nécessaires a |'apparition de résorptions radiculaires externes :14

- La présence d’une altération au niveau du cément, protégeant la dentine
radiculaire. Cette lésion permet aux cellules clastiques de résorber la

dentine radiculaire.

- La présence d’un stimulus inflammatoire, d’origine parodontale. Cette
inflammation permet le recrutement de cellules de la lignée

ostéoclastique et promeut leur différenciation en clastes actifs.

Figure 2 : Schéma représentant les étapes successives de la résorption cervicale externe

Email —>

Altération Présence
couche cémentaire d’une inflammation

Dent saine Résorption Réparation

Source : Auteur, 2019.

13 Mavridou et al., « Understanding external cervical resorption in vital teeth ».
14 Trope, « Root resorption of dental and traumatic origin : classification based on etiology ».
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1.1.2.2. Progression de la lésion

La lacune progresse de la périphérie de la racine en direction pulpaire. Elle se développe le long de la
dentine pericanalaire. Cette progression s’effectue tant que le phénomeéne inflammatoire est présent,

entretenant le recrutement des cellules clastiques.

1.1.2.3. Réparation

Le phénomene de réparation surviendrait de facon concomittante au processus de résorption. Cette

réparation peut étre plus ou moins importante et semble étre composée de tissu de type osseux.?

1.1.3. Particularités des lésions

Contrairement aux lésions carieuses, les résorptions cervicales externes ne semblent pas avoir de
répercussion pulpaire évidente. Cliniqguement, les tests de sensibilité pulpaire sont similaires a ceux
d’une dent saine. Radiographiquement, il n’est pas noté d’apposition de dentine tertiaire, comme lors
de lésions carieuses profondes. Par contre, une fine couche minéralisée au contact de la cavité pulpaire
est observable, elle n’est pas résorbée par les cellules clastiques et semble étre liée au maintien de
I'intégrité pulpaire.

Cette fine couche péricanalaire résistante a la resorption a été nommeée PRRS (Pericanalar Resorption
Resistant Sheet) par Gunst et collaborateurs.’® Elle n’est pas visible en cas de de résorptions cervicales
externes sur des dents traitées endodontiquement?’, soit parce qu’en I'absence de pulpe, elle n"est

pas maintenue, soit parce qu’elle est détruite durant la mise en ceuvre du traitement endodontique.

(Fig; 3)

Plusieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer la présence de la PRRS :
- Une différence de minéralisation ou de composition chimique de
cette couche.®
- Une variation de la teneur en oxygene au sein des lacunes, orientant

le déplacement des ostéoclastes apicalement.®

15 Mavridou et al., « Understanding external cervical resorption in vital teeth ».

16 Gunst et al., « Playing wind instruments as a potential aetiologic cofactor in external cervical resorption ».
17 Mavridou et al., « Understanding external cervical resorption patterns in endodontically treated teeth ».
18 Mavridou et al., « Understanding external cervical resorption in vital teeth ».

19 Mavridou, Hilkens, et Lambrichts, « Is hypoxia related to external cervical resorption ? A case report ».
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Figure 3 : Vues transversales microscanner permettant de visualiser la présence de la PRRS au niveau
d’une dent présentant une pulpe vitale avant extraction atteinte de résorption cervicale externe (A)
et son absence sur une dent traitée endodontiquement (B)

MR .

Bonelike tissue

X

Resorption channels
Pulp stones

Endodontically

Source : Mavridou et al, «Understanding external cervical resorption patterns in endodontically treated teeth,
2017.

Une étude a donc été réalisée au sein du laboratoire. EA2496 « Pathologie, Imagerie et biothérapies
orofaciales » afin de déterminer la part d’implication de la pulpe au cours des résorptions cervicales
externes, a la fois dans le maintien de sa vitalité, mais également dans le caractére asymptomatique

de cette pathologie.



1.2 Objectifs

L'objectif principal de ce travail est de déterminer le réle de la pulpe dans les résorptions cervicales
externes

1. Par une analyse structurale et constitutive de la PRRS

2. Par la mise en évidence des signaux pulpaires impliqués

3. Parla caractérisation des voies de I'inflammation engagées au niveau pulpaire

Par ailleurs, le tissu de réparation néoformé sera étudié, afin d’en préciser la nature.



2 : Matériel et Méthodes

2.1. Recueil des échantillons

Des dents présentant des résorptions cervicales externes, pour lesquelles I'avulsion était indiquée, ont
été placées dans de I’éthanol 70° immédiatement apres extraction. Afin de prévoir des dents controéles,
des dents atteintes de caries ainsi que des dents saines (dents de sagesse extraites pour des raisons

orthodontiques) ont également été collectées. (Cellule Bioéthiqgue DGRI/AJDC-2009-927/» renouvellé

en 2015).
Tableau 1 : Répartition des échantillons collectés
Dents « résorbées » Dents « cariées » Dents « saines »
N=7 N=4 N:4

Source : Auteur, 2019.

2.2. MicroCT

Dans le but d’étudier la structure des lésions et d’évaluer la densité des différents éléments les
composant, des acquisitions micro-scanner (Quantum FX PERKIN ELMER) ont été réalisées au sein de

la Plateforme de I'lmagerie du Vivant « PIV », Université Paris Descartes.

Parametres d’acquisition :

- Voltage : 90KV
- Intensité : 160uA

- FOV :5mm ou 20mm, acquisition « Fine »

Exploitation des données :

Les images acquises ont ensuite été observées sur le logiciel Osirix.



2.3. Analyses radiologiques

L'analyse de la différence de densité entre les différents constituants des dents humaines atteintes de
résorptions radiculaires a été effectuée grace au logiciel Analyze 11.0.(Biomedical imaging resource
Mayo clinic) Cette analyse a été effectuée a partir de piles d'images format DICOM centrées sur la zone
d’intérét. Ces images ont été acquises avec une résolution de 10pum. Apres élimination du bruit de fond
résultant de I'acquisition, les zones d’intérét ont été délimitées afin d’en analyser la densité volumique.
La segmentation de la PRRS (couche étudiée), de dentine péri-canalaire (dentine au contact de la pulpe
mais non au contact de la lésion de résorption) ainsi que de dentine plus externe ont été réalisées sur
les images. Puis la quantification de densité des régions segmentées a été réalisée pour chaque

échantillon (n=6) en unité Hounsfield (UH). (Fig.4)

Figure 4 : Schéma représentant la segmentation des différentes zones d’étude sur une dent résorbée

en vue sagittal pour I'analyse de leur densité (Logiciel Analyze 11.0)

Pulpe

Dentine

DPC
PRRS

Email

Source : Auteur, 2019.

L’épaisseur de la PRRS a également été mesurée sur les images acquises. Pour chaque échantillon
(n=5), cing mesures ont été réalisées sur des coupes représentatives de hauteurs transversales

différentes.



2.4. Microscope éléctronique a balayage et analyse EDX

Figure 5 : Schéma représentant la préparation des échantillons inclus en bloc de résine pour

observation au MEB et au MEB couplé a I'EDX.

Dents Cé
_— . —— Cément
Dent saine
pathologiques
PRRS
Pulpe
(T _’,’/“’
Lésion
+«———— Dentine A
N=3 N=1

Email -

Bloc de résine——-— |

Source : Auteur, 2019.

Les dents ont été incluses en résine époxy puis une acquisition microscanner a été réalisée. Les zones
d’interet ont ensuite été définies (Fig.5) afin de sectionner les blocs en échantillons de moins d’1cm
d’épaisseur.

Un polissage au micrométre a ensuite été réalisé par abrasion sur disque et poudre diamantée (1um).

Puis les échantillons ont été préparés selon 2 modalités :
- Préparation imagerie MEB :
- Attaque acide (acide orthophosphorique durant 15 secondes) puis ringage a I'eau
- Dépot de particules d’or sur les échantillons
- Préparation analyse MEB couplé a I'EDX : dépdt de particules de carbone sur les échantillons dédiés.

Les échantillons ont ensuite subi un dégazage durant 12 heures au sein du microscope.

L'analyse de la composition chimique des différents éléments présents au sein d’une lacune de

résorption cervicale externe a été réalisée par MEB couplé a I'EDX.
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Les mesures ont été réalisées en triplicat au niveau de différentes zones au sein de la PRRS, plus ou
moins a distance de la pulpe. Des mesures au niveau de dentine plus externe ont également été
réalisées ainsi qu’au niveau du tissu de réparation sur la dent en présentant. Des mesures contréles a
distances équivalentes de la pulpe ont été effectuées sur un échantillon d’'une dent sans résorption.
Pour étudier les compositions chimiques minérales de ces éléments, le rapport Phosphore/Calcium a
été calculé et comparé au niveau des diverses structures analysées.

Les acquisitions ont été effectuée a I'Institut des Matériaux de Paris Centre (IMPC)

2.5. Inclusion en Méthylmétacrylate

Tableau 2 : Répartition des dents utilisées pour analyses histologiques

Dents avec résorption Dents « cariées » Dents « saines »

N=4 N=3 N=3

Source : Auteur, 2019.

Fixation : Immersion aprés extraction dans éthanol 70°
Déshydratation :
- Sjoursenalcool 70°
- 5Sjoursenalcool 95° Changements de solutions quotidiens
- 5Sjoursenalcool 100°
- 12 heures en xyléne
- Uneimprégnation progressive en méthylmétacrylate

- Inclusion en méthylmétacrylate avec polymérisation a -20°C

Protocole de Coupe :

- Polycut E microtome (Leica, Wetzlar, Germany).

- Des coupes de 4um d’épaisseur ont été réalisées en sens transversal.
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2.6. Colorations histologiques

Différentes colorations histologiques ont été réalisées :

2.6.1. Bleu de Toluidine

Déplastification et réhydratation :

- GEA
- Alcool 70°
- Alcool 40°

- Eau distillée

e Préparation du tampon :

3 x 20 minutes
10 minutes
10 minutes

5 minutes

- 0,63gacide citrique + 0,3g de phosphate disodique dans 400mL d’eau distillée.

e Préparation du colorant (Solution a 1 %) :

- 1gde colorant dans 100mL de tampon (pH= 3,8)

e Coloration:

- Incubation 10 minutes dans le colorant a 1 %

e Montage:

- Passage dans acide butylique x2
- Passage dans Alcool 50 % + Toluéne 50 %
- Passage en Toluéne x2

- Montage a I'Eukitt

2.6.2. Trichrome de Goldnere modifié

Apres déplastification et réhydratation jusqu’en alcool 40° :

Hématoxilyne de Weigert

Passage dans I’eau distillée puis ringage a I'eau courante
Rincage a I'eau distillée

Bain dans Fuschine ponceau de Masson

Deux passages en acide acétique 1 %

Bain d’Orange G acide phosphotungstique

Deux passages en acide acétique 1 %

Bain dans vert lumiére de Masson

Déshydratation alcool 100°

Montage au Depex

12

25 minutes
20 minutes
5 minutes

17 minutes

7 minutes

20 minutes

3 minutes



2.6.3. Rouge sirius

Aprées déplastification et réhydratation dans eau distillée :

- Dépobt d’une goutte de rouge sirius F38 1 % dans I'acide picrique saturé sur les coupes
durant 30 minutes.

- Ringage a I'eau distillée

- Déshydratation dans alcool 95° puis deux bains d’alcool 100°

- Passage dans le Toluéne et montage au Depex

e Observation des lames au microscope avec lumiére polarisée

2.7. Colorations enzymologiques

Différentes colorations enzymologiques ont été réalisées :

2.7.1. Réaction TRAP (Tartrate Resistant Acide Phosphatase)

Protocole :

e Préparation du tampon acétate 0,1 M pH 5,2

- 64 mg d’acétate de sodium anhydre
- 10 ml d’eau distillée
- Ajouter sous la hotte 100 ul d’acide acétique glacial

- Vérifier le pH

e Préparation du réactif : a I'abri de la lumiére

- 5 mg de Naphtol ASMX dissout dans

- 260 pL de dimethylformamide

- Ajouterles 10 ml de tampon Tris 0.1M pH 5,2
- Ajouter 57,5 mg de tartrate de sodium

- Ajouter 14,6 mg de Fast Red TR salt

- Mélanger et vérifier le pH 5,2 et filtrer

e Incuber les coupes 1 heure a 37°C
e Ringage en bac a I'eau distillée
e Observations sous lamelles

2.7.2. Réaction PAL (Phosphatase Alcaline)
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e Préparation du réactif :

- 5,32 mg de Naphtol ASTR phosphate dissout dans

100 plL de dimethylformamide

Apreés dilution, ajouter 8mg de fast blue RR Salt

Ajouter 10mL de Tris 0.1M pH 9
- 3,33mg de MgCI2

Ajuster a pH 9

e Incubation des coupes 30 minutes a 37°C

e Ringage auTris0,1M pH 9

e Observation des coupes sous lamelles (pas de montage possible)

2.8. Colorations immunohistochimiques

e Protocole:

Jourl:

Déplastification et réhydratation

BD retrivagen 10 min a 85°C, puis 20 min
Tamb

Ringage PBS 1X 3 x5 minutes

Glycine 1 % dans PBS 1X 30 minutes

PBS 1X 5 minutes

Incubation 60 minutes avec solution bloquante sérum normal 10 % dans PBS tween
0,05 % + 1 % BSA
Incubation overnight a 4°C avec Anticorps laire dilué dans solution PBS tween 0,05

% + 1 % BSA (sauf lame témoin incubée avec solution diluante)

Jour2:
Ringage PBS 1X 3 x 10 minutes
Incubation Anticorps llaire biotinilé dilué au 1/200 dans PBS tween 0,05 % et sérum
normal a 1,5 % durant 90 minutes.
Ringage PBS 1X 3 x 10 minutes
Inhibition des péroxydases endogéenes : H202 durant 30 minutes a 37°C

Ringage PBS 2 x 10 minutes
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- Ringage PBS 3 % NaCl 10 minutes

- Incubation avec complexe avidine biotine ( 1 goutte de solution A et de solution B
du kit vector dans 4,9 mL de PBS 3 %NaCl tween 0,05 %) durant 60 minutes

- Ringage PBS 3 % NaCl 2 x 10 minutes

- Ringage PBS 0,6 % Tris HCL pH7,6 10 minutes

- Préparation DAB : 1 comprimé de DAB dans 6,6mL d’eau distillée puis ajout d’un
comprimé d’uréa apres dissolution compléte, filtration de la solution puis filtration
millipore.

- Révélation par incubation de la DAB

- Contre coloration au vert de méthyl durant 1 minute, puis rincage a I'eau distillée

- Laisser sécher, puis montage au Depex

Tableau 3 : Anticorps utilisés et modalités d’utilisation

Anticorps laire Anti-OPG (ab9986) Substance P (ab1566)
Polyclonal de lapin Polyclonal de lapin
Concentration 1/20 1/100
Anticorps llaire Anti-lapin Anti-lapin
Concentration 1/200 1/200

Source : Auteur, 2019.

2.9. Analyses statistiques

Pour comparer les différences de densité des éléments, un t-test de student de valeurs appariées a été

réalisé sur le logiciel GraphPad Prism.
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3 : Résultats

3.1. La PRRS est un tissu minéralisé de type dentinaire

3.1.1. La PRRS présente une densité diminuée par rapport a la dentine

Afin de déterminer si la PRRS présente une différence de minéralisation, qui pourrait étre associée a
sa résistance a la resorption par les dentinoclastes, une analyse de densité a été réalisée a partir
d’acquisition microscanner de haute résolution sur 6 échantillons.

La dentine contréle présente une densité significativement supérieure a la fois a la dentine
péricanalaire et a la PRRS.

Parallelement, la densité de la PRRS s’est avérée également moins importante que celle de la dentine

péricanalaire, suggérant une minéralisation inférieure de la PRRS.

Figure 6 : Coupes microscanner en vue sagittale (A,C) et modélisation 3D (B) d’une dent résorbée
permettant de visualiser les zones de mesure de densité de la PRRS (Bleu), la Dentine Péri-Canalaire
(DPC) (Jaune) et de la dentine controle (Vert) (D) densités en unités hounsfield (HU) de la PRRS, de la

DPC et de la dentine contréle mesurées avec le logiciel Analyze 11.0 (D) pvalue**<0,01 ;pvalue*<0,05

Pulpe

Dentine —V\

Dentine DPC 7

DPC 1 Pulpe —jmm—
PRRS —3

PRRS ——

Email
Email

Moyenne densités

4000

2 .
T 2000
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Source : Auteur, 2019.
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3.1.2. La PRRS présente une morphologie tubulaire de type dentinaire

Les observations réalisées en microscopie électronique a balayage (Fig.7 B) ont permis de mettre en
évidence une organisation tubulaire de la PRRS identique a celle de la dentine présente a distance de
la lésion de résorption. Aucune discontinuité entre la PRRS et le reste de la dentine péricanalaire et

radiculaire n’est objectivable en MEB.

Les colorations histologiques réalisées au bleu de toluidine (Fig.7 C-E) confirment I'absence de

différence structurelle entre la PRRS et |la dentine, et la continuité entre ces deux structures.

Par ailleurs, la PRRS présente une épaisseur constante sur tous les échantillons de 209um +/- 66um.

17



Figure 7 : A: Acquisition microscanner en coupe transversale d’une 11 présentant une résorption
cervicale. Mise en évidence de la PRRS, de la Pulpe (P) et de la Dentine (D) B : Visualisation de la PRRS,
Pulpe (P) et Dentine (D) surimagerie Microscopie electronique a balayage en coupe transversale d’une
11 résorbée. C, D, E : Colorations au Bleu de Toluide d’une 23 présentant une résorption en coupe
transversale, mettant en évidence les différentes structures présentes a plusieurs grossissements. P

(Pulpe), TR (Tissu de réparation), D (Dentine), PRRS (Pericanalar resistant resorption sheet)

“Tissu ostéoide

Predentine

D

Source : Auteur, 2019.
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3.1.3. La PRRS et la dentine ont une composition chimique équivalente

Les mesures en MEB couplé a I'EDX (Fig 8) ont montré que ces tissus minéralisés ont une composition
similaire, majoritairement constituée de Calcium et de Phosphore.

La quantité de chaque élément mesuré dépendant de la quantité de Rayons X ayant atteint chaque
échantillon, les ratios Phosphore/Calcium mesurés au niveau des différents tissus ont été comparés
(Fig.8 B) et I'analyse des ratios obtenus n’a pas montré de différence de composition chimique entre

la dentine et la PRRS.

Figure 8: (A): A gauche: Matérialisation des mesures réalisées sur coupes en Microscopie
Electronique a Balayage (MEB) couplé a I'EDX. P (Pulpe), D (Dentine), TR (Tissu de réparation), PRRS
(pericanalar resistant resorption sheet) Au milieu : Valeurs obtenues en pourcentages atomiques des
éléments chimiques recherchés au sein des différentes zones d’intérét de dents présentant des

résorptions cervicales externes A droite : Echelle de détection des éléments en KeV

1 2 3
Cursor. 3078 (73 cts)

0
ull Scale 2939 cts

0 1 2 3
ull Scale 3052 cts Cursor 2979 (B4 cts)

Electron Image 1

0 2
1Full Scale 2939 cts Cursor. 3078 (78 cts) A
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(B) : Rapports Phosphore/Calcium de la dentine contrdle, de dentine péricanalaire au niveau d’une

dent saine, de la PRRS ainsi que du tissu de réparation

Dentine contrale DM den b saine Tissu rkparation FRES

et e contrile DPC dent saine B Tissu e paration FRES

Source : Auteur, 2019.

ﬁs résultats obtenus montrent que la densité de la PRRS est diminuée par rapport a la dentih
péri-canalaire se situant a I'opposé de la Iésion, suggérant que ce tissu est moins minéralisé.
Toutefois, cette différence semble insuffisante pour expliquer la résistance a la résorption par
les cellules clastiques.

Il est possible que cette différence soit la conséquence du pH acide, di a I'activité des

ostéoclastes a proximité.

&r ailleurs, la morphologie tubulaire ainsi que la composition chimique minérale (ray
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3.2. Un signal pulpaire protegerait la PRRS de la résorption via la voie de

signalisation OPG/RANK/RANKL

Un marquage OPG est présent dans la partie la plus externe des canalicules de la PRRS de la dent
résorbée, (Fig.9 A-C), a lI'inverse de la dent cariée (Fig.9 F), ou de la dent saine (Fig.9 E), qui ne
présentent aucun marquage positif. Un marquage positif est également présent au niveau des cellules

du tissu néoformé a proximité de la résorption (Fig.9 D).

Figure 9 : Immunohistochimie anti-Ostéoprotégérine (OPG) sur des coupes transversales sur dent
résorbée (A, B, C, D) sur dent « saine » (E) et sur dent cariée (F) ainsi que le témoin négatif de la
manipulation (G).

TR
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100um d 25um _25um
g ]l % E F
co
> d
TR S P
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25um ': : 50um 50um
G
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50um

Le marquage immunohistochimique est observé au niveau de la PRRS dans les tubules dentinaires, et
au niveau des cellules du tissu néoformé a proximité (fleches noires). P (pulpe), d (dentine), TR (tissu

réparation), co (couche odontoblastique).

Source : Auteur, 2019.

21



La présence d’'OPG au sein des tubules dentinaires de la PRRS suggere une sécrétion par les
odontoblastes, en réaction au processus de résorption.

La présence de la PRRS pourrait étre expliquée par une régulation de 'activité ostéoclastique par
un signal pulpaire modulant la voie Rank/RankL/OPG.

3.3. Les résorptions cervicales externes n’entrainent pas de libération de

neuromédiateurs de la douleur.

Sur les coupes de dent présentant une résorption cervicale externe, aucune marquage de la substance
P ne peut étre mis en évidence, alors qu’il est présent au niveau de la couche odontoblastique et des
tubules dentinaires de la dent cariée (Fig.10 A,B).

Aucun marquage n’a été observé au niveau d’une dent « saine », comme sur le témoin négatif de la

manipulation, n’ayant pas été incubé avec I'anticorps primaire (Fig.10 C,D)

Figure 10 : Marquage immunohistochimique de Substance P sur des coupes transversales sur dent

résorbée (A), cariéee (B), « saine », ainsi que le témoin négatif de la manipulation (D)

d
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Le marquage de la substance P est observé uniquement au niveau de la couche odontoblastique
(fleches noires) et des tubules dentinaires de la dent cariée. P (Pulpe), d (dentine), PRRS (péricanalar

resorption resistant sheet), co (couche odontoblastique)

Source : Auteur, 2019.
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/Ces résultats suggerent I'absence de substance P au niveau du complexe dentino-pulpaire de\

la dent résorbée.

L'absence de symptomatologie pulpaire pourrait étre liée a I'absence de neuromédiateurs de
la douleur sécrétés par la pulpe.

\

J

3.4. La dentine résorbée est remplacée par un tissu osseux de réparation

Les observations en microscopie électronique a balayage ainsi qu’au microscanner ont permis de
mettre en évidence un aspect différent du tissu de réparation par rapport a celui de la dentine avec
une absence de réseau de canalicules dentinaires (Fig.11 A), ainsi qu’une différence de densité
visualisée sur les coupes microscanner (Fig.11 B). L’analyse des rapports calcium/phosphore (Fig.8A) a

montré une composition chimique similaire de celle de la dentine.

L'analyse des coupes histologiques colorées montre que le tissu de réparation est composé de

collagene, et que des cellules sont incluses dans la matrice collagenique.

Le tissu néoformé apparait a distance ou directement au contact de la dentine. Nous pouvons
également observer un tissu paraissant vascularisé présent au centre de tissu de résorption,
s’apparentant a de la moelle osseuse. (Fig.11 C, D)

Le marquage positif a la phosphatase alcaline des cellules en bordure du tissu de réparation montre la
présence d’'une activité ostéoblastique (Fig.11 E). Les cellules emprisonnées dans la matrice ne sont

pas colorées par la phosphatase alcaline.

La coloration au rouge sirius du tissu de réparation montre une architecture fibrillaire du collagéne,

caractéristique de la structure en ostéons du tissu osseux lamellaire.
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Figure 11 : A: Coupe transversale d’une incisive maxillaire observée en microscopie électronique a

balayage.

D (Dentine), P(Pulpe), PRRS (péricanalar resorption resistant sheet), TR (Tissu de réparation)B : Coupes
axiales et sagittales d’acquisition microscanner de cette méme dent. La PRRS a été délimitée en
jaune.C,D : Coupes transversales d’une canine résorbée, colorée au trichrome de Galdner. En bleu, le
collagene, en violet les noyaux cellulaires, en rouge les hématies E : Coupe transversale d’une canine
résorbée, avec marquage de la phosphatase alcaline. L’activité ostéoblastique est observée au niveau
du tissu de réparation (fleches noires).F : Coupe transversale d’une canine résorbée, colorée au rouge

Sirius. Du collagene fibrillaire est observable au niveau du tissu de réparation.

Source : Auteur, 2019.
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Au sein de la lacune, méme en présence de tissu de réparation, une activité de résorption est
objectivable (Fig.12 A,B).

Sur une méme coupe, la résorption de dentine et d’os sont visibles simultanément. Les cellules
impliquées paraissent similaires, suggérant que les ostéoclastes et les dentinoclastes seraient le méme
type cellulaire (Fig.12 B).

La présence d’une activité de minéralisation ostéoblastique similtanément a I'activité de résorption
ostéoclastique, nous montre que les phénomeénes de résorption et de réparation pouraient avoir lieu

de maniere concomittante.

Figure 12 : Coupes transversales d’'une canine présentant une résorption radiculaire avec marquage

TRAP (Tartrate-Resistant Acid Phosphatase) (A,B) et PAL (Phosphatase Alcaline) (C,D).

Les cellules TRAP-positives refletent I'activité de résorption ostéoclastique. Les cellules PAL-positives
refletent I'activité ostéoblastique. PRRS (Pericanalar resistant resorption sheet), TR (Tissu réparation),

D (Dentine), P (Pulpe).
Source : Auteur

25



Au vu des analyses radiographiques et microscopiques, la composition du tissu de réparation associée a son

architecture indiquent qu’il s’agit d’un tissu osseux (présence de lignes cémentantes, structure fibrillaire, activité

phosphatase alcaline).

Ce tissu de réparation est synthétisé, alors que I'activité de résorption est toujours présente.
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4 : Discussion

Role de la pulpe dans le maintien de la PRRS lors de résorptions cervicales externes

Les résultats de notre étude ont montré que la PRRS et la dentine ne sont pas des tissus distincts, ils
présentent notamment une méme architecture tubulaire et une composition chimique équivalente ;
seule la dentisté radiographique de la PRRS difféere de celle de la dentine péricanalaire. Cette
diminution de la minéralisation pourrait étre la conséquence des attaques acides des cellules
clastiques a proximité.

Mavridou et collaborateurs suggerent, quant a eux, une différence dans la composition chimique,
associée a un gradient de minéralisation de la PRRS%°.

D’apres nos résultats, le maintien de la PRRS pourrait étre lié a un mécanisme de défense de la pulpe.
En effet, nous avons mis en évidence la présence d’ostéoprotégérine au sein des canalicules
dentinaires de la PRRS dans sa partie externe. OPG, secrétée par les odontoblastes en réponse a la
résorption, pourrait diminuer I'activité ostéoclastique par la voie de signalisation Rank/RankL/OPG?!
et expliquer I'absence de résorption de la PRRS par les cellules clastiques. Ces résultats demandent a
étre confirmés par une analyse sur un plus grand nombre d’échantillons et I'exploration des voies de
signalisation associées.

Récemment, Mavridou et collaborateurs ont suggéré que le tissu pulpaire pourrait réguler la pression
partielle en oxygéne a l'interface entre la résorption et la PRRS. L’hypoxie au niveau de la résorption
activerait I'activité ostéoclastique, quand la normoxie de la pulpe et de la PRRS I'inhiberait, préservant

ainsi son intégrité et orientant les ostéoclastes en direction apicale??.

Symptomatologie de la résorption cervicale externe

La résorption cervicale externe est cliniquement difficilement détectable car elle est asymptomatique
jusqu’a un stade de développement tardif 2.

Dans le cas des lésions carieuses, I'inflammation pulpaire est corrélée a une augmentation de sécrétion
des neuromédiateurs de la douleur tels que CGRP, neurokinine A ou substance P4,

Plus spécifiquement, la substance P est un neuropeptide, présent en quantités infimes au niveau de la

pulpe saine et est fortement exprimé en cas de souffrance pulpaire?. Nous avons montré qu’il n’y avait

20 Mavridou et al., « Understanding external cervical resorption in vital teeth ».

21 Tyrovola et al., « Root resorption and the OPG/RANKL/RANK system : a mini review ».

22 Mavridou, Hilkens, et Lambrichts, « Is hypoxia related to external cervical resorption ? A case report ».
23 Heithersay, « Invasive cervical resorption following trauma ».

24 Goodis et Saeki, « Identification of bradykinin, substance P, and neurokinin A in human dental pulp ».
25 Goodis et Saeki.
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pas de substance P au niveau d’une dent présentant une résorption cervicale externe, alors que ce
peptide est retrouvé au niveau de la couche odontoblastique d’une dent cariée. Ces résultats
suggereraient que I'absence de symptomatologie au cours de cette pathologie s’expliquerait par une
absence de sécrétion de neuromédiateurs de la douleur dans la pulpe, mais demandent a étre
confirmés par des analyses complémentaires.

Phénomeéne de réparation au cours des résorptions cervicales externes

Un phénomene de réparation tissulaire se met en place au cours de la résorption cervicale externe au
sein de la lacune®. Le tissu résultant de ce phénoméne a été décrit comme s’apparentant & du tissu
osseux?’.

Nos résultats sont en accord avec ces données, avec une composition chimique minérale équivalente
a celle de la dentine, la présence de cellules emprisonnées au sein de la matrice, d’'un remodelage
caractérisé par une activité ostéoclastique et ostéoblastique, ainsi qu’une organisation collagénique
fibrillaire caractéristique de la formation en ostéons. La formation d’un tissu s’apparentant a de la
moélle osseuse au centre de ces ostéons a également été observée, appuyant cette hypothese.
L'analyse des lacunes de résorption contenant ce tissu a également montré que ce phénomene de
réparation aurait lieu en méme temps que I'activité de résorption.

Plusieurs études ont suggéré le terme de cellules clastiques en différenciant les cellules capables de
résorber du tissu dentinaire de celles résorbant I'os?,

Au cours de nos observations, les différentes cellules clastiques présentes dans les lacunes
présentaient de nombreuses similitudes. Par ailleurs, ces cellules pouvaient avoir une activité de
résorption chevauchant les deux tissus, laissant penser que les dentinoclastes et les ostéoclastes sont

les mémes cellules.

Processus d’initiation de la résorption externe et implication pulpaire

Bien que les résorptions radiculaires externes soient bien décrites dans la littérature, que ce soit pour
les résorptions inflammatoires ou cervicales externes, les mécanismes a I'origine du phénomeéne de
résorption restent méconnus.

Trope et son équipe ont décrit que pour qu’il y ait I'apparition d’une résorption radiculaire externe, il
y avait deux prérequis, a savoir une lésion du cément et la présence d’un phénoméne inflammatoire?.

Mais dans de nombreux cas, bien que ces deux conditions soient réunies, le développement de

26 patel et al., « European society of endodontology position statement : external cervical resorption ».

27 Mavridou et al., « Understanding external cervical resorption in vital teeth ».

28 \Wang et McCauley, « Osteoclasts and odontoclasts : signaling pathways to development and disease : osteoclasts and
odontoclasts ».

29 Trope, « Root resorption due to dental trauma ».
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résorptions radiculaires externes n’a pas lieu, laissant penser que d’autres signaux sont nécessaires
afin que les cellules clastiques initient leur activité de résorption au niveau de la dentine.
Récemment, Zheng et collaborateurs ont montré in vitro que les cellules pulpaires auraient la capacité
de diminuer I'acitivité des ostéoclastes®, et qu’elles pourraient donc protéger la dent de la résorption.
De plus, il a également été montré que les cellules pulpaires déciduales auraient un role dans le
déclenchement de la rhizalyse des dents temporaires effectuée par les ostéoclastes®..

Dans la suite de ce travail des analyses complémentaires sur les signaux pulpaires pourraient
permettre d’étudier les phénomeénes d’initiation et de contrdle pulpaire par I'étude notamment de la

voie de signalisation Rank/RankL et des voies de I'inflammation associées.

30 Zheng et al., « Mesenchymal dental pulp cells attenuate dentin resorption in homeostasis ».
31 Zhu et al., « Deciduous dental pulp stem cells are involved in osteoclastogenesis during physiologic root resorption ».
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Conclusion

L'ensemble de ces données renforce I'hypothése d’un réle crucial de la pulpe, via le systéeme
Rank/RankL/OPG. La pulpe pourrait, en réponse a ce type d’agression non bactérienne, émettre des

signaux inhibiteurs de I'ostéoclastogenése, permettant le maintien de son intégrité.

Ces travaux de recherche ont également permis de montrer que I'absence de symptomatologie au
cours de cette pathologie pourrait étre due a une absence de sécrétion de neuromédiateurs de la
douleur, expliquant I'absence de symptomatologie. Des analyses complémentaires de marqueurs de
I'inflammation, retrouvés dans la pulpe en cas de lésion carieuse profonde, permettraient d’appuyer

ces résultats.

Une étude plus approfondie des mécanismes physiopathologiques engagés au cours de la résorption
cervicale externe permettra de déterminer les facteurs cliniques pouvant influencer sur son apparition
et ainsi améliorer son diagnostic. L'arsenal thérapeutique vis-a-vis de cette pathologie pourra
également étre amélioré par le développement de techniques et de matériaux répondant aux

exigences de traitements liées a cette pathologie.
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Implication de la pulpe dans les résorptions radiculaires externes.
Partie 2, Etude des mécanismes physiopathologiques de la
résorption cervicale externe

Résumé :

La résorption cervicale externe est caractérisée par une destruction des tissus minéralisés de la dent.
Ce processus invasif est généralement asymptomatique et lors de sa découverte tardive, la
conservation de la dent n’est souvent plus possible. Au cours du processus pathologique, une fine
couche de tissu minéralisé appelée PRRS (Pericanalar Resorption Resistant Sheet) est présente au
contact de la pulpe et associée au maintien de son intégrité, suggérant un réle de la pulpe au cours de
ce processus. L'objectif de ce travail est de déterminer le réle de la pulpe dans les résorptions cervicales
externes, grace a I'étude de dents humaines ex vivo. Des analyses radiographiques, histologiques et
immunohistochimiques ont été réalisées sur des dents humaines collectées : dents avec résorptions
cervicales externes (n=7), dents cariées (n=4), dents saines (n=4). L’ensemble des analyses ont permis
de mettre en évidence une composition de la PRRS similaire a de la dentine, sauf en termes de densité
et d’identifier la présence de signaux pulpaires pouvant étre a I'origine de son maintien. Un tissu de
réparation semblable a de |'os a été observé. En conclusion, ce travail de recherche a permis de mettre

en évidence la présence d’une implication pulpaire au cours des résorptions cervicales externes.
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