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RESUME

Une étude biochimique de la pulpe dentaire a été entreprise pour étudier les propriétés antioxydantes et
leurs interactions avec le métabolisme énergétique et les équilibres redox de la pulpe dentaire de veau. Le
GSH réduit et oxydé (GSSG) a été mesuré et la spectroscopie avec ESR (Electron Spin Resonance) a été
utilisée pour la recherche des substances paramagnétiques et la résonance magnétique nucléaire (NMR)
pour la détermination des métabolites phosphorylés de petit poids moléculaire. Apreés la soustraction de la
quantité de GSH érythrocytaire, le GSH présent dans la pulpe est resté identique 4,41 n moles/mg prot.
(GSH) et 0.90 n moles/mg n moles/mg prot. (GSSG). La péroxydation lipidique de la pulpe dentaire a été
étudiée. Le spectre ESR montre 4 résonances, respectivement de valeurs de G de 2.24, 2.04, 2.00, 1.97.

L’analyse des résultats montre I’existence d’une petite quantité de radicaux libres intermédiaires (g-2.00)
dépendant du métabolisme tissulaire. Le spectre NMR a montreé la présence d’ATP (0.22 n moles/g) et de
phosphate inorganique (16.50 n moles/g).
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SUMMARY
BIOCHEMICAL STUDY OF THE DENTAL PULP OF THE CALF

A biochemical study of dental pulp of calves has been performed concerning:
a) peroxydability

b) A, E, C vitamins content

¢) glutation (GSH) content

d) presence of paramagnetic compounds

e) phosphorylation ratio

The dental pulp from incisives of 5 months old calves has been preserved. Immediately after decapitation
the pulp was immersed in liquid nitrogen. Chromatographic (HPLC) and spectroscopic (NMR-ESR)
techniques have been used.

GSH in dental pulp are present and dosable (4.56 +/-0.08 n moles/mg prot.) and GSSG (1.05 +/-0.01 n
moles/mg prot.).

Because of blood traces in the extracted pulps, the AA. have determined the hemoglobin (Hb) dosage and
GSH of erythrocytary derivation (Fig. 1).

After deduction of GSH of erythrocytary derivation, the GSH really present in the pulp was 4.41 n
moles/mg prot. and the GSSG was 0.90 n moles/mg prot.

Peroxydability of the dental pulp has been evaluated with Lowry method with dental pulp homogenate
and rat liver homogenate (see Table 1).
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Tous les lipides totaux ont été évalués selon la
methode de Chiang de la fagon suivante: la pulpe
dentaire était émiettée trés finement dans un mortier
et homogénéisée avec 1/4 ml de saccharose 0.25 m.
Les lipides ont été extraits avec 9 ml de chloro-
forme/methanol (2:1). La phase organique préparée
a sec, suspendue a nouveau avec 4 ml de reactif de
Chiang pendant 30 minutes. L’absorption a été enre-
gistrée sur une longueur d’onde de 600 nm. Les lipi-
des sont révélés égaux a 23.6 +/-0.02 mg/g pulpe
(chromogene rose visible au spectrophotométre).

RESULTATS
Recherche spectroscopique

En ce qui concerne la recherche spectroscopique, le
ESR (Electron Spin Resonance) a été employé pour
la mise en evidence des substances paramagnétiques,
et la NMR (Résonance Magnétique Nucléaire) pour
la détermination des métabolites phosphorylés de
petit poids moléculaire [5].

Comme le montre la Figure 1, le GSH est présent et
dosable dans le pulpe dentaire de veau (4.56 +/-0,08 n
moles/mg protéine), ainsi que le GSSG (1.05
+/-0.01 n moles/mg protéine).
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Fig. 1: Chromatogramme obtenu par chromatographie liquide
3 haute prestation (HPLC) avec H.P. 1090.

Fig. 1: Chromatogram obtained with high performance liquid
chromatography (HPLC) with H.P. 1090.

ETUDE BIOCHIMIQUE DE LA PULPE DENTAIRE DE VEAL

Etant donné qu’apres I’ extraction, la pulpe présen-
tait des traces visibles de sang et qu’elle est un tissu
vascularisé, nous avons supposé qu’une partie trés
importante du GSH était de provenance érythrocy-
taire. Pour verifier cette hypothése nous avons mis
au point une méthode de dosage de I’hémoglobine
(Hb) pour déterminer la quantité de sang présent.

Nous avons utilisé le kit diagnostic Sigma pour le
dosage de Hb totale de la partie flottante, obtenue
par une centrifugation a 100.000.xg pendant 40 minu-
tes d’un homogénat de pulpe 50% dans H,O distillée

Nous avons déterminé egalement I’HB ainsi que le
GSH et le GSSG dans le sang de veau de maniere a
obtenir le pourcentage de GSH attribué a la contami-
nation érythrocytaire.

Apres soustraction de la quantité de GSH érythrocy-
taire, le GSH présent dans la pulpe était un peu infé-
rieur ou égal a 4.4 n moles/mg protéine (GSH) et
0.90 n moles/mg protéine (GSSG).

Pour les analyses biochimiques concernant la
peroxydabilité de la pulpe dentaire, la peroxydation
lipidique a été évaluée grice aux tests TBA, en mesu-
rant la malonaldéhyde (MA) rapportée au contenu
en protéines de 1’homogénat calculé selon la
méthode de Lowry (1) dans les homogénats de pulpe
dentaire et dans son homogénat de foie de rat (homo-
génat 10% en tampon phosphate O,IM, pH 7.4).

Nous avons comparé les résultats avec ceux obtenus
pour ’homogénat de la pulpe dentaire, I’ homogénat
de la pulpe dentaire avec addition d’ADP-Fe,
’homogénat de foie de rat avec addition d’ ADP-Fe
et ’homogénat de foie de rat avec additions de

portions variables d’homogénat de pulpe dentaire
(Tab. I).

TABLEAU I
Mesures de peroxydation lipidique.
n moles
MA/mg prot.| diff. % | 2p
Homogénat pulpaire 0.102+40.05

Homogénat pulpaire+ ADP-Fe | 0.154+0.05 | +51% | N.S.
Homogénat de foie 0.375+0.12
Homogénat de foie+ ADP-Fe | 2.189+0.008| +484% | 0.01
Homogénat de foie 0.267+0.10 | —29% | 0.01

Les echantillons ont eté incubés dans un bain avec
une oscillation thermostatique a 37 degré C pendant
90 minutes.
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DISCUSSION

Selon les données du tableau, la pulpe dentaire,
montre une tendance insuffisante a la peroxydation
lipidique spontanée et a celle stimulée avec ADP-Fe,
agent pro-oxydant bien connu (6); dans les memes
conditions I’homogénat de foie de rat indique une
production importante de MA, beaucoup plus
accentuée apres addition d’ ADP-Fe.

Ce comportement de la pulpe n’est pas di a la
pauvreté des substrats lipidiques a peroxyder selon la
démonstration de son contenu de lipides (23.6 mg/g
pulpe); parmi ceux-ci, selon les informations
obtenues dans d’autres especes d’animaux, les acides
gras poly-insaturés de phospholipides synthétisés par
I’organe de la pulpe et différents de ceux employés
dans les processus de calcification extra-cellulaire (2)
sont bien représentés.

La pulpe semble en outre posséder de nombreux
facteurs antioxydants puisque, ajoutée a I’homogénat
de foie, elle empéche la peroxydation de ce dernier
[6].

En général on peut remarquer que celle-ci pourrait
etre une caractéristique des tissus embryonnaires,
dans lesquels I’équilibre radicaux libres/antioxydants
est déplacé vers les antioxydants [7].

Afin de mieux comprendre ce phénomeéne et son
importance biologique, nous proposons d’étudier
ultérieurement la concentration en vitamines E et A
pour vérifier s’il est possible de leur attribuer la
responsabilité globale des caractéristiques
antioxydantes.

La présence de GSH et GSSG en quantités dosables
pose la question essentielle de savoir s’il s’agit d’une
caractétistique du tissu embryonnaire et si elle prend
part de quelque fagon dans la formation de
I’organogénése.

Le GSH dans un complexe cycle redox, qui vient a
entrainer les vitamines E et C, peut avoir une action
antioxydante marquée: pour vérifier cette hypothese
des recherches sont nécessaires afin d’ évaluer
quantitativement la vitamine C dans les conditions
oxydées et réduites.

La petite quantité de GSH érythrocytaire (0.147 n
moles mg prot.) indique indirectement que la pulpe
dentaire est un tissu pauvrement vascularisé. La
recherche spectroscopique avec EST prouve que la
pulpe dentaire posséde son métabolisme propre (g =
2.00) dans lequel pourraient se produire des réactions
de biotransformation de medicaments xénobiotiques
(g = 2.24; 2.04; 1.97; absorption caractéristique des
cytochromes parmi lesquels le P - 450).

ETUDE BIOCHIMIQUE DE LA PULPE DENTAIRE DE VEAU

Spectre - NMR

Le spectre NMR montre la présence d’ATP (0.22
moles/g) de phosphate inorganique (16.58 moles/g)
et un métabolite non identifié.

Les recherches spectroscopiques NMR montrent la
présence d’une petite quantité d’ ATP égale a celle
mesurée dans la pulpe dentaire humaine par la
méthode de bioluminescence (8). La petite quantité
retrouvée peut toutefois étre sousévaluée parce qu’il
a été démontré qu’il suffit de 6 a 7 secondes
d’hypoxie pour activer les phosphatases et
hydrolyser I’ATP; une situation similaire peut se
vérifier apres la manipulation de la pulpe dentaire
pour son extraction.

Le spectre NMR montre aussi une hausse encore
inexpliquée et une grande quantité de phosphate
inorganique (par rapport a d’autres tissus). Cette
donnée a une certaine importance biologique car elle
montre que la pulpe, tant qu’elle reste vitale, a une
tendance particuliére en ce qui concerne la
production de la dentine.
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