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Maître de Conférences 

Chef Division des Affaires Académiques, de la Recherche et de la Scolarité DAARS : 
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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF 

1- DÉPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (43) 

N° NOMS ET PRÉNOMS GRADE OBSERVATIONS 

1.  BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste 

2.  FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste 

3.  KANSCI Germain Professeur En poste 

4.  MBACHAM FON Wilfred Professeur En poste 

5.  MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département 

6.  NGUEFACK Julienne Professeur En poste 

7.  NJAYOU Frédéric Nico Professeur En poste 

8.  OBEN Julius ENYONG Professeur En poste 

9.  ACHU Merci BIH Maître de Conférences En poste 

10.  ATOGHO Barbara MMA Maître de Conférences En poste 

11.  AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maître de Conférences En poste 

12.  BELINGA née NDOYE FOE F. M. C. Maître de Conférences Chef DAF / FS 

13.  DJUIDJE NGOUNOUE Marceline Maître de Conférences En poste 

14.  DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Maître de Conférences En poste 

15.  EFFA ONOMO Pierre Maître de Conférences VD/FS/Univ Ebwa 

16.  EWANE Cécile Annie Maître de Conférences En poste 

17.  KOTUE TAPTUE Charles Maître de Conférences En poste 

18.  LUNGA Paul KEILAH Maître de Conférences En poste 

19.  MBONG ANGIE M. Mary Anne Maître de Conférences En poste 

20.  MOFOR née TEUGWA Clotilde Maître de Conférences Doyen FS / UDs 

21.  NANA Louise épouse WAKAM Maître de Conférences En poste 

22.  NGONDI Judith Laure Maître de Conférences En poste 

23.  TCHANA KOUATCHOUA Angèle Maître de Conférences En poste 

24.  AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste 

25.  BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste 

26.  BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie Chargé de Cours En poste 

27.  DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste 
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28.  DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste 

29.  FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste 

30.  FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba Chargé de Cours En poste 

31.  KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En poste 

32.  MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste 

33.  OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En poste 

34.  Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste 

35.  PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste 

36.  WILFRED ANGIE ABIA Chargé de Cours En poste 

37.  BAKWO BASSOGOG Christian Bernard Assistant En Poste 

38.  ELLA Fils Armand Assistant En Poste 

39.  EYENGA Eliane Flore Assistant En Poste 

40.  MADIESSE KEMGNE Eugenie Aimée Assistant En Poste 

41.  MANJIA NJIKAM Jacqueline Assistant En Poste 

42.  MBOUCHE FANMOE Marceline Joëlle Assistant En poste 

43.  WOGUIA Alice Louise Assistant En Poste 

           2- DÉPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (52) 

1.  AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS 

2.  BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département 

3.  DIMO Théophile Professeur En Poste 

4.  DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste 

5.  DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste 

6.  
ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur 

CD et Vice 

Doyen/FMSB/UYI 

7.  FOMENA Abraham Professeur En Poste 

8.  KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste 

9.  NJAMEN Dieudonné Professeur En poste 

10.  NJIOKOU Flobert Professeur En Poste 

11.  NOLA Moïse Professeur En poste 

12.  TAN Paul VERNYUY Professeur En poste 

13.  TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur 
Inspecteur de service / 

Coord.Progr./MINSANTE 

14.  ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste 

15.  ALENE Désirée Chantal Maître de Conférences Vice Doyen/ Uté Ebwa 

16.  BILANDA Danielle Claude Maître de Conférences En poste 

17.  DJIOGUE Séfirin Maître de Conférences En poste 

18.  
GOUNOUE KAMKUMO Raceline épse 

FOTSING 
Maître de Conférences En poste 

19.  
JATSA BOUKENG Hermine épse 

MEGAPTCHE 
Maître de Conférences En Poste 

20.  LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Maître de Conférences En poste 

21.  MAHOB Raymond Joseph Maître de Conférences En poste 

22.  MBENOUN MASSE Paul Serge Maître de Conférences En poste 

23.  MEGNEKOU Rosette Maître de Conférences En poste 

24.  MOUNGANG Luciane Marlyse Maître de Conférences En poste 

25.  NOAH EWOTI Olive Vivien Maître de Conférences En poste 

26.  MONY Ruth épse NTONE Maître de Conférences En Poste 

27.  NGUEGUIM TSOFACK Florence Maître de Conférences En poste 
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          3- DÉPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VÉGÉTALES (BPV) (34) 

1.  AMBANG Zachée Professeur Chef de Département 

2.  DJOCGOUE Pierre François Professeur En poste 

3.  MBOLO Marie Professeur En poste 

4.  MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste 

5.  YOUMBI Emmanuel Professeur En poste 

6.  ZAPFACK Louis Professeur En poste 

7.  ANGONI Hyacinthe Maître de Conférences En poste 

8.  BIYE Elvire Hortense Maître de Conférences En poste 

9.  MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Maître de Conférences En poste 

10.  MALA Armand William Maître de Conférences En poste 

11.  MBARGA BINDZI Marie Alain Maître de Conférences DAAC /UDla 

12.  NDONGO BEKOLO Maître de Conférences En poste 

13.  NGALLE Hermine BILLE Maître de Conférences En poste 

14.  NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maître de Conférences En poste 

15.  NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maître de Conférences CT / MINRESI 

16.  TONFACK Libert Brice Maître de Conférences En poste 

17.  TSOATA Esaïe Maître de Conférences En poste 

18.  ONANA JEAN MICHEL Maître de Conférences En poste 

28.  NGUEMBOCK Maître de Conférences En poste 

29.  TAMSA ARFAO Antoine Maître de Conférences En poste 

30.  TOMBI Jeannette Maître de Conférences En poste 

31.  ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste 

32.  BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Chargé de Cours En poste 

33.  ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste 

34.  FEUGANG YOUMSSI François Chargé de Cours En poste 

35.  FOKAM Alvine Christelle Epse KENGNE Chargé de Cours En poste 

36.  GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours En poste 

37.  KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste 

38.  KOGA MANG DOBARA Chargé de Cours En poste 

39.  LEME BANOCK Lucie Chargé de Cours En poste 

40.  MAPON NSANGOU Indou Chargé de Cours En poste 

41.  
METCHI DONFACK MIREILLE 

FLAURE EPSE GHOUMO 

 

Chargé de Cours En poste 

42.  MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste 

43.  NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste 

44.  NJUA Clarisse YAFI Chargée de Cours 
Chef  Div. Uté 

Bamenda 

45.  NWANE Philippe Bienvenu Chargé de Cours En poste 

46.  TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste 

47.  YEDE Chargé de Cours En poste 

48.  YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours En poste 

49.  AMBADA NDZENGUE GEORGIA 

ELNA 

Assistante 
En poste 

50.  KODJOM WANCHE Jacguy Joyce Assistante En poste 

51.  NDENGUE Jean De Matha Assistant En poste 

52.  ZEMO GAMO Franklin Assistant En poste 



         

 

iv 

19.  DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste 

20.  GONMADGE CHRISTELLE Chargée de Cours En poste 

21.  MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste 

22.  NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste 

23.  NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste 

24.  
NSOM ZAMBO EPSE PIAL ANNIE 

CLAUDE 
Chargé de Cours 

En 

détachement/UNESCO 

MALI 

25.  GODSWILL NTSOMBOH NTSEFONG Chargé de Cours En poste 

26.  KABELONG BANAHO Louis-Paul-

Roger 

Chargé de Cours 
En poste 

27.  KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste 

28.  LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En poste 

29.  LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En poste 

30.  TAEDOUNG Evariste Hermann Chargé de Cours En poste 

31.  TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En poste 

32.  MANGA NDJAGA JUDE Assistant En poste 

33.  DIDA LONTSI Sylvere Landry Assistant En poste 

34. METSEBING Blondo-Pascal Assistant En poste 
 

                                4- DÉPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (28) 

1.  GHOGOMU Paul MINGO Professeur 
Ministre Chargé de 

Mission PR 

2.  NANSEU NJIKI Charles Péguy Professeur En poste 

3.  NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI 

4.  NENWA Justin Professeur En poste 

5.  NGAMENI Emmanuel Professeur 
Doyen FS 

Univ.Ngaoundere 

6.  NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB 

7.  NJOYA Dayirou Professeur En poste 

8.  ACAYANKA Elie Maître de Conférences En poste 

9.  EMADAK Alphonse Maître de Conférences En poste 

10.  KAMGANG YOUBI Georges Maître de Conférences En poste 

11.  KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maître de Conférences En poste 

12.  KENNE DEDZO GUSTAVE Maître de Conférences En poste 

13.  MBEY Jean Aime Maître de Conférences En poste 

14.  NDI NSAMI Julius Maître de Conférences Chef de Département 

15.  NEBAH Née NDOSIRI Bridget NDOYE Maître de Conférences Sénatrice/SENAT 

16.  NJIOMOU C. épse DJANGANG Maître de Conférences En poste 

17.  NYAMEN Linda Dyorisse Maître de Conférences En poste 

18.  PABOUDAM GBAMBIE AWAWOU Maître de Conférences En poste 

19.  TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maître de Conférences En poste 

20.  BELIBI BELIBI Placide Désiré Maître de Conférences 
Chef Service/ ENS 

Bertoua 

21.  CHEUMANI YONA Arnaud M. Maître de Conférences En poste 

22.  KOUOTOU DAOUDA Maître de Conférences En poste 

23.  MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste 

24.  NCHIMI NONO KATIA Chargée de Cours En poste 

25.  NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En poste 
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26.  PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste 

27.  SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En Poste 

28.  BOYOM TATCHEMO Franck W. Assistant En Poste 
 

5- DÉPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (37) 

1.  Alex de Théodore ATCHADE Professeur  Vice-Doyen / DPSAA 

2.  DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI 

3.  
NGOUELA Silvère Augustin Professeur 

Chef de Département 

UDS 

4.  
PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur 

Directeur/ MINESUP/ 

Chef de Département 

5.  WANDJI Jean Professeur En poste 

6.  MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste 

7.  AMBASSA Pantaléon Maître de Conférences En poste 

8.  EYONG Kenneth OBEN Maître de Conférences En poste 

9.  FOTSO WABO Ghislain Maître de Conférences En poste 

10.  KAMTO Eutrophe Le Doux Maître de Conférences En poste 

11.  KENMOGNE Marguerite Maître de Conférences En poste 

12.  KEUMEDJIO Félix Maître de Conférences En poste 

13.  KOUAM Jacques Maître de Conférences En poste 

14.  MKOUNGA Pierre Maître de Conférences En poste 

15.  MVOT AKAK CARINE Maître de Conférences En poste 

16.  NGO MBING Joséphine Maître de Conférences 
Chef de Cellule 

MINRESI 

17.  NGONO BIKOBO Dominique Serge Maître de Conférences C.E.A/ MINESUP 

18.  NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maître de Conférences DAAC/Uté Bertoua 

19.  NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maître de Conférences En poste 

20.  TABOPDA KUATE Turibio Maître de Conférences En poste 

21.  TAGATSING FOTSING Maurice Maître de Conférences En poste 

22.  TCHOUANKEU Jean-Claude Maître de Conférences Doyen /FS/ UYI 

23.  YANKEP Emmanuel Maître de Conférences En poste 

24.  ZONDEGOUMBA Ernestine Maître de Conférences En poste 

25.  MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En poste 

26.  NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste 

27.  NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste 

28.  NONO NONO Éric Carly Chargé de Cours En poste 

29.  OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste 

30.  OUETE NANTCHOUANG Judith Laure Chargée de Cours En poste 

31.  SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste 

32.  TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste 

33.  TSAFFACK Maurice Chargé de Cours En poste 

34.  TSAMO TONTSA Armelle Chargé de Cours En poste 

35.  TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En poste 

36.  MUNVERA MFIFEN Aristide Assistant En poste 

37.  NDOGO ETEME Olivier Assistant En poste 
 

6- DÉPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (22) 

1.  
ATSA ETOUNDI Roger Professeur 

Chef de Division  

MINESUP 
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2.  
FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur 

Inspecteur Général/ 

MINESUP 

3.  NDOUNDAM Réné Maître de Conférences En poste 

4.  TSOPZE Norbert Maître de Conférences En poste 

5.  
ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours 

Chef de Cellule 

MINFOPRA 

6.  AMINOU HALIDOU Chargé de Cours Chef de Département 

7.  DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste 

8.  DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En poste 

9.  EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste 

10.  HAMZA Adamou Chargé de Cours En poste 

11.  JIOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En poste 

12.  KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste 

13.  MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste 

14.  MESSI NGUELE Thomas Chargé de Cours En poste 

15.  MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste 

16.  NZEKON NZEKO'O ARMEL JACQUES Chargé de Cours En poste 

17.  OLLE OLLE Daniel Claude Georges 

Delort 
Chargé de Cours 

Sous-Directeur ENSET 

Ebolowa 

18.  TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste 

19.  BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste 

20.  EKODECK Stéphane Gaël Raymond Assistant En poste 

21.  MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste 

22.  NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste 
 

7- DÉPARTEMENT DE MATHÉMATIQUES (MA) (33) 

1.  AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef de Département 

2.  KIANPI Maurice Maître de Conférences En poste 

3.  MBANG Joseph Maître de Conférences En poste 

4.  MBEHOU Mohamed Maître de Conférences En poste 

5.  MBELE BIDIMA Martin Ledoux Maître de Conférences En poste 

6.  

NOUNDJEU Pierre Maître de Conférences 

Chef Service des 

Programmes & 

Diplômes/FS/UYI 

7.  TAKAM SOH Patrice Maître de Conférences En poste 

8.  
TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maître de Conférences 

Directeur/AIMS 

Rwanda 

9.  TCHOUNDJA Edgar Landry Maître de Conférences En poste 

10.  AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours Chef Cellule MINEPAT 

11.  
BOGSO ANTOINE Marie 

 
Chargé de Cours En poste 

12.  CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste 

13.  DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste 

14.  DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste 

15.  KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste 

16.  LOUMNGAM KAMGA Victor Chargé de Cours En poste 

17.  MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste 

18.  MBATAKOU Salomon Joseph Chargé de Cours En poste 
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19.  
MENGUE MENGUE David Joël Chargé de Cours 

Chef Dpt /ENS 

Université d’Ebolowa 

20.  MBIAKOP Hilaire George Chargé de Cours En poste 

21.  NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste 

22.  NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste 

23.  OGADOA AMASSAYOGA Chargée de Cours En poste 

24.  POLA  DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En stage 

25.  TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En poste 

26.  TETSADJIO TCHILEPECK M. Eric. Chargé de Cours En poste 

27.  BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste 

28.  FOKAM Jean Marcel Assistant En poste 

29.  GUIDZAVAI KOUCHERE Albert Assistant En poste 

30.  MANN MANYOMBE Martin Luther Assistant En poste 

31.  MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste 

32.  NYOUMBI DLEUNA Christelle Assistant En poste 

33.  TENKEU JEUFACK Yannick Léa Assistant En poste 
 

8- DÉPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (24) 

1.  ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département 

2.  NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur VICE-DOYEN / DSSE 

3.  ASSAM ASSAM Jean Paul Maître de Conférences En poste 

4.  BOUGNOM Blaise Pascal Maître de Conférences En poste 

5.  BOYOMO ONANA Maître de Conférences En poste 

6.  

KOUITCHEU MABEKU Epse KOUAM 

Laure Brigitte  
Maître de Conférences En poste 

7.  RIWOM Sara Honorine Maître de Conférences En poste 

8.  NJIKI BIKOÏ Jacky Maître de Conférences En poste 

9.  SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maître de Conférences En poste 

10.  ESSONO Damien Marie Chargé de Cours En poste 

11.  LAMYE Glory MOH Chargé de Cours En poste 

12.  
MEYIN A EBONG Solange Chargé de Cours En poste 

13.  
MONI NDEDI Esther Del Florence Chargé de Cours En poste 

14.  
NKOUDOU ZE Nardis Chargé de Cours En poste 

15.  
TAMATCHO KWEYANG Blandine 

Pulchérie 

Chargé de Cours 
En poste 

16.  
TCHIKOUA Roger  Chargé de Cours 

Chef de Service de la 

Scolarité 

17.  
TOBOLBAÏ Richard Chargé de Cours En poste 

18.  
NKOUE TONG Abraham Assistant En poste 

19.  
SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistant En poste 

20.  
EZO’O MENGO Fabrice Télésfor Assistant En poste 

21.  
EHETH Jean Samuel Assistant En poste 

22.  
MAYI Marie Paule Audrey Assistant En poste 
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23.  
NGOUENAM Romial Joël Assistant En poste 

24.  
NJAPNDOUNKE Bilkissou Assistant En poste 

 

9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (43) 

1.  BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste 

2.  DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM Professeur En poste 

3.  EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur 
Vice-Recteur. Uté 

Ngaoundéré 

4.  ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste 

5.  HONA Jacques Professeur En poste 

6.  NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste 

7.  NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste 

8.  NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département 

9.  NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur En poste 

10.  NOUAYOU Robert Professeur En poste 

11.  SAIDOU Professeur 
Chef de 

centre/IRGM/MINRESI 

12.  TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FSUniv/Bda 

13.  TCHAWOUA Clément Professeur En poste 

14.  WOAFO Paul Professeur En poste 

15.  ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste 

16.  BIYA MOTTO Frédéric Maître de Conférences DG/HYDRO Mekin 

17.  BODO Bertrand Maître de Conférences En poste 

18.  ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Maître de Conférences En poste 

19.  EYEBE FOUDA Jean sire Maître de Conférences En poste 

20.  FEWO Serge Ibraïd Maître de Conférences En poste 

21.  MBINACK Clément Maître de Conférences En poste 

22.  MBONO SAMBA Yves Christian U. Maître de Conférences En poste 

23.  MELI’I  Joelle   Larissa Maître de Conférences En poste 

24.  MVOGO ALAIN Maître de Conférences En poste 

25.  NDOP Joseph Maître de Conférences En poste 

26.  SIEWE SIEWE Martin Maître de Conférences En poste 

27.  SIMO Elie Maître de Conférences En poste 

28.  VONDOU Derbetini Appolinaire Maître de Conférences En poste 

29.  WAKATA née BEYA Annie Sylvie Maître de Conférences Directeur/ENS/UYI 

30.  WOULACHE Rosalie Laure Maître de Conférence 
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RESUME 

Le déclin en œstrogènes est reconnu comme étant la cause principale des troubles 

physiologiques associés à la ménopause. Face aux limites de la médecine conventionnelle, les 

phytœstrogènes, composés à activités œstrogéniques contenus dans les plantes, font l’objet de 

recherches intensives. L. acida A. Rich (Anacardiaceae) est une plante médicinale de la 

pharmacopée camerounaise, utilisée pour traiter de nombreuses pathologies telles que les 

dysménorrhées, l’infertilité, le rhumatisme et les troubles musculosquelettiques. L’objectif de 

ce travail était d’évaluer les effets œstrogéniques et anti-ostéoporotiques de l’extrait éthanolique 

des écorces du tronc de L. acida. Les animaux utilisés étaient des rates albinos de souche Wistar 

(8 - 12 semaines ; 200 ± 10g), qui ont été traités par gavage œsophagien. L’œstrogénicité de 

l’extrait éthanolique de L. acida a été évaluée in vivo par le test utérotrophique de 3 jours et in 

vitro par la méthode "E-Screen" sur les cellules de l’adénocarcinome mammaire MCF-7. La 

détermination des paramètres physiques (la masse relative du fémur, du tibia et leur densité 

minérale) et biochimiques (la teneur en calcium, en phosphore inorganique et activité de la 

phosphatase alcaline sérique) du remodelage osseux, l’examen hématologique et l’analyse 

histopathologique des os (tibia, fémur, troisième vertèbre lombaire (VL-3) et mandibule) ont 

permis d’évaluer les effets préventifs de l’extrait éthanolique de L. acida sur un modèle 

d’ostéoporose induite par l’ovariectomie pendant 84 jours. Les effets de L. acida ont également 

été évalués sur la cicatrisation de la fracture du fémur induite chez la rate normale et 

ovariectomisée, par mesure de la masse relative du fémur, de l’activité de la phosphatase 

alcaline sérique et osseuse, et la teneur en calcium et en phosphore inorganique. L’analyse 

histologique et radiographique du fémur, le dosage de certains paramètres du stress oxydant 

tels que l’activité de la catalase (CAT), de la glutathion peroxydase (GPx) et la capacité 

antioxydante totale (FRAP) ont également été effectuées. La capacité de l’extrait à activer les 

récepteurs aux œstrogènes α et β a été évaluée in vitro sur la lignée cellulaire HEK293T. In vivo 

les rates ont été traités à l’extrait de L. acida en présence d’un antagoniste (faslodex). Un 

screening phytochimique et une étude de la toxicité orale aiguë ont été réalisés. Les résultats 

obtenus à l’issu des tests œstrogéniques ont montré que l’extrait éthanolique de L. acida possède 

des effets œstrogéniques in vivo par augmentation (p ˂ 0,05 ; 50 et 200 mg/kg) de la masse 

relative de l’utérus et de la taille des épithélia utérin (p ˂ 0,05 ; 200 mg/kg) et vaginal (p ˂ 

0,001). In vitro, L. acida a induit l’augmentation du nombre total des cellules MCF-7 à des 

concentrations de 10, 100 (p ˂ 0,05) et de 200 µg/mL (p ˂ 0,01). L. acida a induit les effets 

préventifs sur le modèle d’ostéoporose, en prévenant la baisse (p ˂ 0,05 ; 200 mg/kg) de la 
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masse relative du fémur, du tibia ainsi que de leurs densités minérales. L. acida a également 

prévenu l’augmentation de l’activité de la phosphatase alcaline sérique (p ˂ 0,01 ; 50 mg/kg) et 

la baisse du taux de calcium et du phosphore inorganique (p ˂ 0,05 ; 200 mg/kg). L’examen 

hématologique a montré une réduction significative (p ˂ 0,01) du taux de l’hémoglobine (50 

mg/kg), du pourcentage de lymphocyte et granulocyte (200 mg/kg), et du pourcentage de 

l’hématocrite (50, 200 mg/kg). L’analyse histologique des os (fémur, tibia, VL-3 et mandibule) 

a montré que L. acida a protégé de la désorganisation de leurs microarchitectures. Au bout de 

60 jours de traitement à l’extrait de L. acida, les résultats ont montré chez les animaux OVX-

fracturés, une augmentation (p ˂ 0,001) des activités de la GPx et de la FRAP à toutes les doses 

testées (50,100 et 200 mg/kg) ainsi que de la catalase à la dose de 100 mg/kg. L’extrait a induit 

une augmentation de l’épaisseur de l’os trabéculaire aux doses de 50 (p ˂ 0,05),100 et de 200 

mg/kg (p ˂ 0,001), protégé de la désorganisation de la microarchitecture du fémur et induit une 

cicatrisation de la fracture fémorale aux doses de 50, 100 et de 200mg/kg. Chez les animaux 

normaux-fracturés, L. acida a également prévenu la baisse (p ˂ 0,001) de l’activité de la GPx 

(100 et 200 mg/kg), de la FRAP (50,100 et 200 mg/kg) et de la catalase (100 mg/kg). Ces effets 

bénéfiques seraient dus aux phytoconstituants (polyphénols totaux (786,75 ± 82,33) et 

flavonoïdes (250,61 ± 48,17)) contenus dans l’extrait. L. acida a significativement baissé (p ˂ 

0,001) l’activité de la luciférase pour les deux sous types de récepteurs aux œstrogènes α et β à 

des concentrations allant de 0,00001 à 0,1µg /mL. Aucun effet anti-oestrogénique n’a été 

observé in vivo sur l’utérus, le vagin et la glande mammaire après traitement à l’extrait de L. 

acida à la dose de 50 mg/kg en présence d’un antagoniste (faslodex). L’évaluation de la toxicité 

orale aiguë a montré que l’extrait de L. acida serait faiblement toxique. Sa DL50 a été estimée 

supérieure à 2000 mg/kg PC. Les résultats obtenus montrent que cet extrait possède des effets 

œstrogénique et anti-ostéoporotique. Ces résultats apportent ainsi des bases scientifiques à 

l’utilisation de l’extrait éthanolique de L. acida pour l’amélioration de la santé des femmes au 

cours de la ménopause.  

 

Mots Clés : L. acida ; Ménopause ; Œstrogénique ; Anti-ostéoporotique. 
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ABSTRACT 

Estrogen decline is recognized as the main cause of physiological complaints associated 

with menopause. Due to the limits of conventional medicine, phytoestrogens, plant-derived 

compounds with estrogenic activity, are the subject of intensive research. L. acida A. Rich 

(Anacardiaceae) is a medicinal plant in the Cameroon pharmacopoeia, used to treat many 

pathologies such as dysmenorrhea, infertility, rheumatism and musculo-squeletic troubles. The 

aim of this study was to evaluate the estrogenic and antiosteoporotic effects of the ethanol 

extract of L. acida A. The animals used were female albinos Wistar rats (8 - 12 weeks; 200 ± 

10 g), who were tread by esophagi gavage. The estrogenicity of the ethanol extract of L. acida 

was evaluated in vivo following the 3-days uterotrophic test and in vitro following the "E-

Screen" method on the mammary adenocarcinoma cells MCF-7. The determination of the 

physical parameters (relative mass of femur, tibia and their mineral density) and biochemical 

parameters (calcium and inorganic phosphorus content and serum alkaline phosphatase 

activity) of bone remodeling. The hematological test and the histopathological analysis of the 

bone (tibia, femur, third lumber vertebrae (VL-3) and mandible) have permitted to evaluate the 

protective effects of the ethanol extract of L. acida on the model of osteoporosis induced by 

ovariectomy for 84 days. The effects of the ethanol extract of L acida were equally evaluated 

on the femur healing fracture model induced on normal and ovariectomized rat, by measuring 

bone mass, serum and bone alkaline phosphatase activity, calcium and inorganic phosphorus 

levels. The histological and radiographic analysis of femur, the determination of some oxidative 

stress parameters such as catalase (CAT), glutathione peroxidase activities (GPx) and total 

antioxidant capacity (FRAP) were equally assessed. The ability of the extracts to activate 

estrogen receptor α and β were evaluated in vitro on the cells lines HEK 293T. In vivo rats were 

treated with L. acida extract in the present of antagonist (faslodex). A phytochemical screening 

and study of acute oral toxicity were realized. The results obtained from the estrogenic test 

showed that the ethanolic extract of L. acida has estrogenic activities in vivo by the increase (p 

˂ 0,05; 50 and 200 mg/kg BW) of relative uterine mass and the height of uterine (p ˂ 0,05; 200 

mg/kg) and vaginal epithelia (p ˂ 0,001). In vitro, the ethanolic extract of L. acida induced 

significant increase of MCF-7 cells number at the concentration of 10, 100 (p ˂ 0,05) and 200 

µg/mL (p ˂ 0,01). L. acida have induced the protective effects on a model of osteoporosis by 

preventing the decrease (p ˂ 0,05; 200 mg/kg) of the relative mass of femur, tibia as well as 

their mineral density. L. acida has equally prevent the augmentation of serum alkaline 

phosphatase activity (50 mg/kg) and reduction of calcium and inorganic phosphorus rate (p ˂ 
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0,01; 200 mg/kg). The hematological analysis showed the significant decrease (p ˂ 0,01) of 

hemoglobin rate (50 mg/kg), the percentage of lymphocyte and granulocyte (200 mg/kg) and 

hematocrit percentage (50, 200 mg/kg). The histological analysis of the bones (tibia, femur, 

VL3, Mandible) has showed that L. acida has prevented disorganization of their 

microarchitecture. At the end of 60-days of treatment, the L. acida extract prevented (p ˂  0,001) 

on the OVX-fractured animals the decrease of GPx, FRAP and catalase activities (p ˂ 0,001; 

100 mg/kg BW). The extract has induced augmentation of trabecular bone thickness at the doses 

of 50 (p ˂ 0,05),100 and of 200 mg/kg (p ˂ 0,001), protected against femur microarchitecture 

disorganization, and induced total femur healing at the doses of 50, 100 and 200mg/kg. On the 

normal-fractured animals, the extract has equally prevented decrease of GPx (100 and 200 

mg/kg), FRAP (50, 100 and 200 mg/kg) and catalase (100 mg/kg) activities. These beneficial 

effects were due to phytoconstituents (totals polyphenols (786,75 ± 82,33) and flavonoids 

(250,61 ± 48,17) contains in the extract. L. acida has significantly decreased (p ˂ 0,001) the 

luciferase activity for the two subtypes of estrogens receptors α and β at the concentrations 

ranging from 0,00001 to 0,1µg/mL. No anti-estrogenic effect was observed in vivo on uterine, 

vaginal and mammary gland after treatment with L. acida at the dose of 50 mg/kg in the present 

of antagonist (faslodex). The acute oral toxicity evaluation showed that the ethanol extract of 

L. acida would be slightly toxic. Its DL50 was estimated higher than 2000 mg/kg BW. These 

results obtained showed that this extract has estrogenic and antiosteoporotic effects. These 

results provide the scientific basis for the use of the ethanol extract of L. acida to improve 

women health during menopause. 

 

Key words: L. acida ; Estrogenic; Menopause; Antiosteoporotic. 

 

 



INTRODUCTION 



  

 

2 

La ménopause qui survient en moyenne à 50 ans chez la femme est par définition l’arrêt 

des menstruations en réponse à l’épuisement du stock folliculaire ovarien (OMS, 2015). Cet 

épuisement met ainsi fin à la production d’hormones ovariennes parmi lesquelles les 

œstrogènes, qui jouent un rôle important dans la régulation de la croissance, le développement 

et le fonctionnement du tractus génital femelle, du système nerveux central, ainsi que dans 

l’homéostasie des systèmes cardiovasculaire et osseux (Agatonovic-Kustrin et al., 2008). Les 

effets bénéfiques des œstrogènes disparaissent à la ménopause entrainant des troubles 

physiologiques à court, moyen et long terme. Les bouffées de chaleur (Freeman et al., 2014), 

le dessèchement vaginal, l’atrophie des seins, l’incontinence urinaire et les syndromes 

dépressifs (Pinkerton et al., 2009) constituent les désagréments survenant à court et à moyen 

termes. Les troubles du métabolisme lipidique et osseux, prédisposant aux maladies 

cardiovasculaires et aux fractures ostéoporotiques (Al-Anazi et al., 2011) surviennent à long 

terme et constituent les causes de morbidité et de mortalité chez la femme ménopausée (Pisani 

et al., 2016). Estimé à 467 millions en 1990, le nombre de femmes ménopausées dans le monde 

atteindra 1,2 milliard en 2030 (OMS,1996). Au Cameroun, la population des femmes 

ménopausées constitue environ 27% de la population féminine (BUCREP, 2011). 

L’ostéoporose est une maladie diffuse des os, caractérisée par une diminution de sa 

masse ou densité et une altération de la microarchitecture du tissu osseux conduisant à une 

augmentation de la fragilité osseuse et du risque de fracture (Migliorini et al., 2021). Elle est 

considérée comme l’une des maladies majeures du 21e siècle qui touchait plus de 200 millions 

de personnes dans le monde en 2012 (Fondation Internationale d’Ostéoporose, 2012). Au-delà 

de sa fréquence, la morbidité liée à cette maladie est associée à l’une de ses conséquences la 

plus importante qu’est la fracture ostéoporotique (Baccaro et al., 2015). Elle apparait 

généralement au niveau de la hanche, des vertèbres et du poignet et constitue la cause majeure 

des douleurs aiguës ou chroniques, des pertes de mobilité et de mortalité chez les personnes 

âgées (Sànchez-Riera et Wilson, 2017). D’après Tella et Gallagher, (2014), le nombre de 

personnes âgées de 50 ans et plus ayant un haut risque de fracture ostéoporotique était estimé à 

158 millions dans le monde en 2010 et ce nombre devrait doubler d’ici 2040. En 2013, on 

estimait à 10 millions le nombre mondial annuel de fractures ostéoporotiques, dont les deux-

tiers chez les femmes (Hernlund et al., 2013 ; Svedbom et al., 2013). Selon la Fondation 

Internationale d’Ostéoporose (2011), l’incidence des fractures ostéoporotiques et le coût de 

traitement sont en plein augmentation alors que les stratégies thérapeutiques demeurent encore 

marginales. Des conséquences médicales et économiques énormes sont associées aux fractures 

ostéoporotiques. Williamson et al. (2017) estimaient à 43669 USD le coût global des soins de 
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santé et des soins sociaux par patient au cours de la première année suivant une fracture de la 

hanche aux Etats-Unis.  

En Afrique, les travaux de Baklouti et al., (2022) ont montré que, sur 144 personnes 

souffrant d’ostéoporose en Tunisie et âgées de 68 ans en moyenne, 15,3% entre elles souffraient 

d’une fracture pathologique, et parmi ces patients,18 étaient des femmes (81,8%). Les travaux 

de Zebaze et Seeman (2003) ont montré que sur 192 femmes camerounaises victimes de fracture 

et âgées au moins 35 ans, 13,5% entre elles souffraient des fractures de la hanche, 4,7% des 

fractures de poignets et 81,8% d’autres types de fractures incluant les fractures du tibia et du 

fémur. Ngandeu et Amvene, (2008) ont montré que sur 218 femmes ménopausées de la ville de 

Yaoundé, 17,9% des femmes âgées de 50 ans souffraient d’ostéoporose et à plus de 70 ans cette 

prévalence augmente jusqu’à 55,8%. La recrudescence de l’ostéoporose dans le monde a 

conduit à une médicalisation croissante.  

Le traitement hormonal substitutif (THS), l’utilisation des modulateurs sélectifs des 

récepteurs aux œstrogènes (MSRO) et des bisphosphonates sont des stratégies thérapeutiques 

classiques recommandées (Sjögren et al., 2016 ; Anastasilakis et al., 2018). Le THS est efficace 

pour la prévention de l’ostéopénie et la réduction du risque de fractures vertébrales et 

périphériques (Liang et al., 2022). Cependant, son utilisation à long terme augmente les risques 

de développer un cancer du sein, des thromboses et des accidents cardiovasculaires (Levin et 

al., 2018). Les MSRO ont par la suite été mis sur pied et le plus connu sur le marché est le 

tamoxifène. Bien qu’étant efficace dans le traitement de l’ostéoporose (Thomson et al., 2017), 

il est responsable des maladies thromboemboliques (Migliorini et al., 2021). Les limites de ces 

traitements, ont poussé la communauté scientifique à mettre sur pieds d’autres médicaments 

plus efficaces à l’instar des antirésorptifs, qui sont des molécules empêchant la résorption 

osseuse. Parmi les antirésorptifs, les bisphosphonates sont les plus utilisés en raison de leurs 

implications dans la diminution du nombre d’ostéoclastes (cellules ostéorésorbantes) et la 

limitation des risques des fractures ostéoporotiques (fémur et vertèbres). Cependant, la 

prescription de certains bisphosphonates est à l’origine de l’ostéonécrose et de l’ostéosarcome 

(Luhmann et al., 2012). Au regard des limites des traitements conventionnels, la communauté 

scientifique s’est tournée vers les phytœstrogènes, qui sont des molécules présentant des 

similarités structurales avec les œstrogènes et capables d’induire des effets œstrogéniques ou 

antiœstrogéniques. Des études ont montré leur efficacité dans la prévention et le traitement de 

l’ostéoporose postménopausique, des maladies cardiovasculaires et de certaines troubles 

physiologiques liées à la ménopause (Mathey et al., 2007). Il y’a donc un intérêt croissant vis-
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à-vis des alternatives plus efficaces et moins nocives. La phytothérapie semble offrir un 

potentiel non négligeable dans le cadre de la prévention et de la prise en charge de l’ostéoporose 

ainsi que des fractures ostéoporotiques. Dans les pays en développement environ 80 % de la 

population a recours à la phytothérapie pour ses besoins de santé primaire (WHO, 2008). Cet 

engouement manifeste pour la phytothérapie est dû à l’accessibilité, la disponibilité et aux 

croyances traditionnelles, mais aussi aux effets secondaires minimes des régimes 

phytothérapeutiques.  

Lannea acida A. Rich (Anacardiaceae) est une plante répandue en Afrique (Arbonier, 

2009) et utilisée pour soigner de nombreuses maladies (Asase et al., 2005 ; Arbonier, 2009). 

Au Cameroun, la population de Moutourwa à l’Extrême-Nord macère les écorces du tronc de 

L. acida dans un vin local pour traiter l’aménorrhée, l’infertilité et les troubles

musculosquelettiques (rhumatisme, douleurs osseuses chez les femmes âgées). Sur la base de 

ses usages contre l’aménorrhée, l’infertilité et les troubles musculosquelettiques, cette plante 

aurait des propriétés œstrogéniques et ainsi, préviendrait l’ostéoporose postménopausique et 

ses complications. 

Fort de cette hypothèse, nous nous sommes proposés d’évaluer in vitro et in vivo, les 

effets œstrogéniques et antiostéoporotiques de l’extrait éthanolique des écorces du tronc de 

Lannea acida A. Rich. (Anacardiaceae)   

Il s’agissait précisément de déterminer : 

1- ses effets œstrogéniques in vitro sur la lignée cellulaire MCF-7 et in vivo sur des rates

ovariectomisées ;

2- ses effets protecteurs sur un modèle d’ostéoporose induite par l’ovariectomie;

3- ses effets sur la cicatrisation de la fracture du fémur induite chez les rates normales et

ovariectomisées ;

4- ses mécanismes d’actions cellulaires in vivo  en présence du faslodex et in vitro sur la

lignée cellulaire HEK 293T

5- le seuil de sécurité lié à l’usage de cet extrait en essai aiguë.



CHAPITRE I 

REVUE DE LA LITTERATURE 
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I.1- Les œstrogènes  

I.1.1- Définition et sources  

Les œstrogènes (Figure 1) sont des hormones sexuelles stéroïdes à 18 atomes de carbone 

qui sont synthétisées à partir du cholestérol principalement dans les ovaires, et dans une 

moindre mesure dans les tissus périphériques ou extra-gonadiques tels que : le tissu adipeux 

(Miller, 1991), le cortex adrénalien, le tissu nerveux, et le tissu osseux (Simpson et al., 2003). 

Le 17β-œstradiol (E2), principalement sécrété par les cellules de la thèque interne et de la 

granulosa des follicules ovariens, et le corps jaune (Matsumine et al., 1991), est l’œstrogène 

endogène le plus puissant à cause de sa grande affinité pour les récepteurs des œstrogènes (RE) 

(Gruber et al., 2002 ; Simpson et al., 2003). 

 

Figure 1 : Structures chimiques des œstrogènes (Handgraaf, 2013). 

I.1.2- Biosynthèse et régulation 

Après internalisation du cholestérol par les cellules endocrines de l’ovaire, celui-ci est 

transporté vers les mitochondries grâce à la protéine StART (Stocco et al., 2005). Il est 

transformé en prégnénolone sous l’action des enzymes (20α-hydroxylase, 22αhydroxylase, 

20,22- desmolase) utilisant le cytochrome P450 comme coenzyme. Cette synthèse se fait sous 

le contrôle hormonal de la LH ("Luteinizing Hormone ") au niveau des gonades et de l’ACTH 

("Adreno-Cortico-Tropin-Hormone ") au niveau des glandes surrénales. La prégnénolone 

pénètre ensuite dans les microsomes où elle est transformée en androgènes par deux voies 

alternatives (voies ∆4 et ∆5). Les androgènes par aromatisation dans la granulosa, seront 

transformés en œstrogènes (Xavier, 2012) (Figure 2). 

La régulation de la biosynthèse des œstrogènes suit un axe physiologique appelé axe 

hypothalamo-hypophyso-gonadique. Ainsi, l’hypothalamus sécrète par impulsion (toutes les 60 

à 90 min) la gonadolibérine ou GnRH ("Gonadotrophin Releasing Hormone ") qui est véhiculée 

par le système porte hypothalamo- hypophysaire et stimule la sécrétion de la FSH ("Folliculin 

Stimulating Hormone") et de la LH par l’adénohypophyse. La FSH agit sur les cellules 

folliculaires granulaires et favorise l’aromatisation des androgènes en œstrogènes. Les 
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œstrogènes produits, contrôlent en retour leur synthèse en modulant l’amplitude et la fréquence 

de libération de la GnRH au niveau de l’hypothalamus (Leung et Armstrong, 1980). 

Figure 2 : Biosynthèse des œstrogènes (adapté de Handgraaf, 2013), 3β-HSD : 3β-

hydroxystéroïde déshydrogénase, 17β-HSD : 17β-hydroxystéroïde déshydrogénase. 

I.1.3- Les récepteurs aux œstrogènes

Les œstrogènes agissent sur les organes cibles via des récepteurs qui sont 

intracellulaires (les récepteurs alpha (ERα) et béta (ERβ)) ou membranaires (récepteurs GPER : 

"G-protein Estrogen receptor") (Khosla et al., 2008). Les ERα et ERβ présentent une similarité 

structurale et sont constitués de 4 domaines fonctionnels (Krust et al., 1986) :  

➢ Le domaine de liaison au ligand (LBD) en C-terminal avec ~53% d’homologie entre les

deux récepteurs, il contient la fonction transactivatrice dépendante du ligand (AF-2) et le

domaine de dimérisation, et est impliqué dans la liaison des chaperonnes et coactivateurs.

➢ La région charnière ou domaine D est responsable de la spécificité du récepteur et de la

polarité de liaison à l’ADN. C’est lui qui permet le changement conformationnel et le

maintien de la structure tridimensionnelle du récepteur suite à la liaison du ligand.
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➢ Le domaine de liaison à l’ADN (DBD) principalement composé de deux modules appelés 

doigts de zinc à travers lesquels le récepteur interagit directement avec l’ADN. 

➢ Le domaine A/B en N-terminale ayant plusieurs sites de phosphorylation et de sumoylation 

impliqués dans l’activation et l’expression des gènes cibles en interaction avec des 

récepteurs dans différentes voies de signalisation. Il contient aussi la fonction 

transactivatrice indépendante du ligand (AF-1). Le domaine AF-1 est plus actif pour le ERα 

que pour le ERβ.  
 

 

Figure 3 : Organisation structurale et fonctionnelle des isotypes α et β du récepteur aux 

œstrogènes humain (Roman et al., 2009). Les pourcentages représentent les degrés 

d’homologie. AF : "Activation Function"; DBD: "DNA Binding Domain"; LBD: "Ligand 

Binding Domain". 

 Le récepteur GPER médie les effets rapides en réponse aux œstrogènes (Prossnitz et 

al., 2009) et est situé au niveau de la membrane plasmique (Filardo et al., 2000) et du réticulum 

endoplasmique (Revankar et al., 2005). 

I.1.4- Mécanismes d’activation des récepteurs aux œstrogènes  

Le mode d’activation des récepteurs aux œstrogènes (Figure 4) est défini selon deux 

principales voies : la voie génomique et la voie non génomique (Mendelsohn et al., 2010). 

I.1.4.1- La voie génomique  

➢ Le mécanisme classique : l’activation transcriptionnelle ERE dépendante 

  La liaison du ligand au domaine LBD entraine la dissociation des protéines chaperonnes. 

Le récepteur va alors se dimériser et diffuser dans le noyau pour se lier directement à des 

séquences d’ADN présentes dans la région promotrice de gènes cibles appelé ERE ("Estrogen 

Receptor Element "). 
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Figure 4 : Mécanisme d’activation des récepteurs aux œstrogènes (adapté de Heldring et al., 

2007). 

➢ Activité transcriptionnelle ERE-indépendante  

Pour certains gènes (exemples : IGF-1, récepteurs aux LDL), la séquence de la région 

promotrice n’est pas similaire à celle de l’ERE (Li et al., 2011). Dans ce cas, le récepteur 

interagit indirectement avec l’ADN par l’intermédiaire des facteurs de transcription c-fos et jun 

appartenant à la famille des facteurs de transcription AP1 ("Activator Protein 1") ou de Sp1 

("Specificity protein 1") (Paech et al., 1997). 

➢ Activité transcriptionnelle ligand-indépendante  

 En absence d’œstrogènes, l’activation des ERs peut se faire par des phosphorylations 

induites par des facteurs de croissance tels que l’EGF ("Epidermal Growth Factor"), l’IGF-1 

("Insulin-like Growth Factor-1") et le TGF-α ("Transforming Growth Factor α") (Nilsson et 

al., 2001). Le récepteur activé va après dimérisation, interagir avec l’ERE (Hart et Davie, 2002).  

I.1.4.2- La voie d’activation non- génomique 

La voie non génomique induit les effets très rapides des œstrogènes via un récepteur 

membranaire. La liaison de l’hormone à ce récepteur active de nombreuses kinases et 

phosphatases, conduisant à des modifications rapides de protéines cytoplasmiques ou bien à 

des régulations transcriptionnelles (Simoncini et al., 2002 ; Filardo et al., 2002 ; Levin, 2005). 
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I.1.5- Actions physiologiques des œstrogènes  

Les œstrogènes ont des actions pléiotropes aussi bien sur le développement que sur le 

fonctionnement des organes reproducteurs (cibles primaires) et extra-reproducteurs (os, tissus 

nerveux, tissu adipeux, système cardiovasculaire).  
 

I.1.5.1- Action sur l’appareil reproducteur femelle  

 

Les œstrogènes jouent un rôle primordial au niveau des ovaires, de l’utérus, du vagin et 

des glandes mammaires (Hewitt et Korach, 2003). Dans les ovaires, les œstrogènes stimulent 

la croissance des follicules ovariens. Au niveau de l’utérus, ils provoquent l’accroissement de 

la motilité utérine et l’hyperémie, l’imbibition d’eau et la prolifération cellulaire qui conduisent 

à l’accroissement de la masse utérine (Keshri et al., 2008). Sur le vagin ils stimulent 

l’épaississement, la stratification et la lubrification (Gruber et al., 2002).  

Au niveau du tissu mammaire, les œstrogènes stimulent la croissance et la 

différenciation de l’épithélium canalaire ductile, induisent l’activité mitotique des cellules 

ductiles cylindriques et stimulent la croissance du tissu conjonctif (Porter, 1974).  
 

I.1.5.2- Le système nerveux  

Les œstrogènes ont des effets neuroprotecteurs et jouent un rôle important dans la 

prévention des maladies neurodégénératives à l’instar des maladies d’Alzheimer et de 

Parkinson et dans certains cas de dépression (Grigoriadis et Kennedy, 2002) et d’anxiété 

(Spencer et al., 2008). Des travaux ont montré que les œstrogènes réduiraient la génération des 

peptides β-amyloïdes dont l’accumulation concourent à la formation des plaques β-amyloïdes 

qui sont en partie responsables de la maladie d’Alzheimer (Amantea et al., 2005). 
 

I.1.5.3- Le métabolisme glucidique  

Les œstrogènes possèdent un effet bénéfique sur le métabolisme glucidique et plus 

précisément vis-à-vis du risque de survenue du diabète de type 2. Des études effectuées chez 

les êtres humains et les animaux suggèrent que les œstrogènes protègent contre l’insulino-

résistance (Gale et Gillespie, 2001). Les résultats des travaux de Espeland et al. (1998) sur des 

femmes ménopausées non diabétiques ont suggéré que l’administration chronique d’un 

traitement hormonal exerce des effets favorables sur l’homéostasie glucidique et améliore la 

sensibilité à l’insuline.  
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I.1.5.4- Le métabolisme lipidique

La distribution ubiquitaire des récepteurs aux œstrogènes favorise leurs implications 

dans plusieurs voies métaboliques dont celle des lipides et la balance énergétique (Lemieux, 

2005). 

➢ Les lipoprotéines : Les œstrogènes augmentent la transcription de l’ApoA-1 mais ne

modulent pas son catabolisme ce qui induit la synthèse de l’ApoA-1 des HDL. Godsland (2001) 

a montré que chez la femme, les œstrogènes augmentent le cholestérol-HDL et diminuent le 

cholestérol-LDL. En effet, une augmentation des LDLr par les œstrogènes a été démontrée chez 

le rat (Di Croce et al., 1996), chez le lapin (Henriksson et al., 1989) et chez l’humain (Parini et 

al., 1997). Plusieurs études ont montré que, les œstrogènes ont la capacité de diminuer les 

récepteurs hépatiques des HDL (Fluiter et al., 1998) et à augmenter ceux des LDL (Kovanen et 

al., 1979) entrainant ainsi des taux bas de LDL alors que ceux de HDL sont élevés (Orshal et 

Khalil, 2004).  

➢ Les lipases hépatique et lipoprotéique : La lipase hépatique (HL) joue un rôle important

dans le métabolisme des VLDL et des HDL (Connelly et Hegele, 1998). Les HDL étant plus 

élevés chez la femme, il a été suggéré que la lipase hépatique pourrait être modulée par les 

œstrogènes (Gytte, 1992). Une diminution de l’activité de la HL a été observée chez des femmes 

ménopausées recevant des œstrogènes (Brinton, 1996). La lipoprotéique lipase (LPL) est 

considérée comme l’enzyme principale pour l’entrée des acides gras dérivés des triglycérides 

dans le tissu adipeux. Kim et Kalkhoff (1975) ont démontré que l’injection des œstrogènes 

diminue l’activité de la LPL. Hamosh et Hamosh (1975) ont observé une augmentation de 

l’activité de la LPL suite à l’ovariectomie.  

I.1.5.5- Le tissu adipeux

La différence dans la distribution du tissu adipeux entre l’homme et la femme est liée 

en partie à une différence de l’activité de la LPL. L’homme a une activité de la LPL plus élevée 

au niveau des tissus adipeux viscéraux par rapport aux tissus adipeux glutéo-fémoraux alors 

que l’inverse est observé chez la femme (Imbeault et al., 1999). En utilisant le modèle de la rate 

ovariectomisée, Roy et Wade (1977) ont démontré que les œstrogènes modulent la prise 

alimentaire et le bilan énergétique. Il est bien établi que lors du passage de la pré-ménopause à 

la postménopause, il y a une augmentation marquée de la quantité du tissu adipeux viscéral 

(Tchernof et al., 2000).   
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I.1.5.6- Le système cardiovasculaire 

➢ Le cœur : Les hormones sexuelles ont des effets cardioprotecteurs car ils réduisent la  

survenue des maladies cardiaques (Baker et al., 2003). De plus, les cellules du myocarde 

possèdent les récepteurs ERα et ERβ (Mendelsohn, 2000). Les femmes pré-ménopausées sont 

moins atteintes de maladies cardiaques comme l'hypertrophie ventriculaire gauche par rapport 

aux hommes du même âge. Des études cliniques et des travaux réalisés sur des modèles 

animaux suggèrent que les œstrogènes peuvent moduler l'hypertrophie cardiaque. Les 

œstrogènes influencent le niveau d'expression du gène sur les canaux calciques. Ils semblent 

avoir un effet cardioprotecteur dans des conditions ischémiques, probablement en raison de 

l'amélioration de la fonction vasculaire (Babiker et al., 2002). 
 

➢ Les vaisseaux sanguins : Les œstrogènes sont des agents vasoprotecteurs (Kim et al.,  

2014). Ils causent une vasodilatation en augmentant la formation et la libération de l’oxyde 

nitrique (Kypreos et al., 2015) et de la prostacycline par les cellules endothéliales (Gruber et 

al., 2002). Ils réduisent le tonus du muscle lisse vasculaire en facilitant le flux de calcium à 

travers un mécanisme dépendant du GMPc (White et al., 1995). Les œstrogènes inhibent 

l’apoptose des cellules endothéliales et promeuvent leur activité angiogénique in vitro (Morales 

et al., 1995). Un apport en œstrogènes réduit la calcification des artères coronaires chez les 

femmes postménopausées (Manson et al., 2007).  
 

I.1.5.7- Action sur le tissu osseux  

 L’action ultime des œstrogènes sur l’os est de diminuer la résorption osseuse tout en 

maintenant sa formation (Cauley, 2015). Ainsi, les œstrogènes jouent un rôle important sur le 

métabolisme et l’homéostasie osseux, produisant des effets bénéfiques sur la croissance et la 

maturation osseuses. Ils agissent sur les ostéoblastes et les ostéoclastes. Sur les ostéoblastes, les 

œstrogènes induisent des effets positifs directs sur la formation osseuse par activation de leur 

prolifération, de la sécrétion des protéines de la matrice extracellulaire osseuse et des facteurs 

de croissances tels que : ("Insuline Growth Factor 1" (IGF1) ; "Transforming growth factor β3" 

(TGFβ3) (Imai et al., 2010)), du collagène (Jean et al., 1999), de l’ostéoprotégérine (OPG) (De 

Vernejoul, 1996) et de la phosphatase alcaline (Ateba et al., 2013 ; Zingue et al., 2014)). Ces 

éléments sont à leurs tour responsable d’une augmentation de la multiplication et de la 

différenciation cellulaire (Pacifici et al., 1996). 

 Les œstrogènes réduisent l’expression des cytokines pro-inflammatoires ("Inter-Leukine 

1" (IL-1), "Tumor Necrosing Factor" (TNF) et "Inter-Leukine 6" (IL-6)) par les cellules 
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immunitaires (Pacifici et al.,1996 ; Pfeilschifter et al., 2002), lesquelles favorisent la résorption 

osseuse par stimulation de la différenciation des ostéoclastes (Jilka, 1998). Les œstrogènes 

réduisent le stress oxydatif au niveau de l’os, connu pour favoriser l’ostéoclastogénèse 

(Wauquier et al., 2009).  

 Les œstrogènes permettent aussi l’absorption du calcium, l’activation de la vitamine D et 

la synthèse de la calcitonine afin de prévenir l’ostéoporose (Shuid et al., 2011).  

 

I.2-Tissu osseux 

I.2.1- Rôle  
 

Le tissu osseux exerce plusieurs rôles :  

➢ Soutien mécanique : les os constituent une structure rigide servant de support aux tissus 

mous et de point d’attache aux tendons de la plupart des muscles ; 

➢ Protection : les os protègent de nombreux organes internes tels que le cerveau, les poumons 

et la moelle épinière contre les traumatismes ; 

➢ Stockage des minéraux : le tissu osseux constitue un réservoir des minéraux, dont les plus 

importants sont le calcium et le phosphore. Au besoin, ces minéraux sont libérés dans la 

circulation sanguine sous forme d’ions, puis distribués aux différentes parties de 

l’organisme ; 

➢ La fonction hématopoïétique : dans l’espace médullaire des os, sont produits les globules 

rouges, les globules blancs et les plaquettes au cours du processus de l’hématopoïèse 

(Noukrati, 2015).  

I.2.2- Organisation architecturale 

Le tissu osseux est un tissu conjonctif dont la substance fondamentale est minéralisée 

(calcifiée). Caractérisé par sa résistance et sa rigidité, il représente le constituant essentiel de 

l’appareil squelettique.  

Le tissu osseux non lamellaire ou primitif rencontré chez le fœtus et le jeune enfant est 

transformé en tissu osseux secondaire ou mature ou définitif chez l’adulte. Ce dernier peut avoir 

une architecture trabéculaire (os spongieux ou aérolaire) ou compact (os cortical ou haversien) 

(Figure 5).  Pearce et al., (2007) ont montré que chez le rat adulte, le tissu osseux secondaire 

ne possède pas de système haversien (os cortical) comme chez l’homme. Il existe plutôt un os 

fibro-lamellaire résultant de l’emprisonnement des vaisseaux sanguins dans la matrice. Les 

travaux de Rauch et Schoenau (2002) ont montré que le rat présente une croissance osseuse 

plus rapide et une capacité de régénération osseuse plus élevée que l’homme. Des nombreux 

autres travaux ont également montré que, la durée de la phase d’hypertrophie (étape importante 
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la croissance longitudinale des os) varie en fonction des espèces (Anderson et Shapiro, 2010 ; 

Wongde et al., 2012). Chez le rat par exemple, elle dure environ 48h et plusieurs années chez 

l’homme (Hunziker et Schenk (1989a).  

 

Figure 5 : Structure d'un os long : os long(a), os spongieux(b) et os cortical(c) (Marieb et 

Hoehn, 2010)  

➢ Os cortical  

L’os cortical ou compact est un os dense, formé d’une matrice minéralisée de type 

lamellaire qui représente 80% de la masse du squelette. Il délimite les pièces osseuses, et est 

recouvert par le périoste. Il est organisé en structures cylindriques appelées ostéons disposés 

autour du canal haversien par où passent des capillaires sanguins et des filets nerveux. Ces 

canaux haversiens sont reliés entre eux, avec la surface de l’os et avec la moelle osseuse par 

des canaux de Volkmann (canaux transversaux ou obliques). Chaque ostéon est aligné 

parallèlement à l’axe de la diaphyse avec un trajet légèrement hélicoïdal. Entre les ostéons se 

trouvent des lamelles osseuses provenant d’ostéons plus anciens résorbés, l'ensemble donnant 

une structure compacte, et hétérogène (Ashman et al., 1989). La résistance de l’os cortical 

dépend de paramètres extrinsèques (direction et vitesse d'application des contraintes exercées) 

ou intrinsèques (géométrie de la pièce osseuse et propriétés de la matrice minéralisée) 

(Meyrueis et al., 2004). 
 

➢ Os spongieux  
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L’os spongieux ou trabéculaire représente 20% de la masse du squelette adulte. Il est 

logé au centre de la diaphyse mais aussi dans les extrémités des os longs (épiphyses et la 

métaphyse), dans le diploé des os courts et plats. L’os trabéculaire constitue une partie 

complètement poreuse, moins dense et moins rigide que l’os cortical. C’est un réseau 

tridimensionnel de plaques osseuses ou trabécules, organisées autour de cavités renfermant les 

vaisseaux et la moelle osseuse. C’est le lieu principal de l’activité métabolique du tissu osseux 

(équilibre phosphocalcique) car se renouvèle plus rapidement que l’os cortical (Toppets et al., 

2004). 

I.2.3- Composition

Le tissu osseux est fait des cellules osseuses noyées dans une matrice osseuse (substance 

fondamentale et fibres). Cette matrice osseuse représente 95% du volume tissulaire et est 

constituée d’une fraction organique et d’une fraction minérale (Giudicelli et Souberbielle, 

1998 ; Aoki, 1994).  

➢ Matrice osseuse

La composante organique ou ostéoïde représente 25 à 30% de la masse osseuse. Elle est

composée d’environ 90% de collagène de type I et d’environ 10% de protéines non-

collagéniques (Jee and Yao, 2001). L’ensemble de ces protéines confèrent à l’os une structure 

flexible et ductile. Le collagène est synthétisé sous la forme de tropocollagène (Canalis et al., 

2003). La phase non collagénique de la matrice organique est composée de protéoglycanes qui 

jouent un rôle dans l'organisation bi- et tri-dimensionnelle de plusieurs molécules telles que : le 

collagène (Praillet et al., 1998), l’ostéopontine (Boskey et al., 1992) ; l’ostéocalcine (Cohen, 

2006) ; des sialoprotéines et la thrombospondine (Ben Marouane, 2005).  

La matrice minérale ou inorganique (apatite) représente 60-70% de la masse osseuse et est 

constituée principalement du calcium et du phosphore (Thomas et al., 2008). Elle joue un rôle 

important dans l’homéostasie. Les minéraux responsables de la rigidité de l’os (principalement 

le calcium et le phosphore, mais aussi le Na, K et Mg) se fixent sur la trame protéique de 

l’ostéoïde pour former des cristaux d’hydroxyapatite (apatite hydratée) Ca10 (PO4)6 (OH)2) et 

du carbonate de calcium (Kuhn et al., 2008 ; Jee and Yao, 2001).  

➢ Cellules osseuses

Il existe différents types de cellules osseuses (Figure 6) qui interviennent dans le 

développement, l’entretien des os et la régularisation de leurs taux en minéraux. On distingue 

les cellules ostéoformatrices (ostéoblastes, ostéocytes, cellules bordantes) et les cellules 

ostéorésorbantes (ostéoclastes). 
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Figure 6 : Les principales cellules osseuses (Modder et Khosla, 2008). 

➢ Les ostéoblastes 

 Ce sont des cellules jeunes, ovoïdes, d’origine mésenchymateuse et situées à la 

surface du tissu osseux en croissance (Modder et Khosla, 2008). Elles ont pour fonction 

principale la synthèse du collagène, de l’ostéocalcine et la phosphatase alcaline. Les 

ostéoblastes sont à l’origine de la production de nombreux facteurs impliqués dans la régulation 

du remodelage osseux à savoir : la "Chemokine Monocyte Chemoattractant protein-1" (MCP-

1) ; le "Receptor Activated of Nuclear factor Kappa B Ligand " (RANKL) et l’ostéoprotégérine 

(OPG) (Li et al., 2011). Par la production d’ostéocalcine, les ostéoblastes favorisent la 

minéralisation de l’ostéoïde en régulant les concentrations locales en ions calcium (Ca2+) et 

phosphore (PO4
2-) et permettant à cet effet leur précipitation sous forme d’hydroxyapatite 

(Ducy et al., 2000). Les ostéoblastes sont unis par des jonctions communicantes de type "gap" 

formées par les connexines (Parfitt et al., 1987). Une fois l’ostéoblaste complètement enfouie 

dans l’ostéoïde, il devient un ostéocyte (Thomas et al., 2008). A la fin de la phase de formation 

osseuse, les ostéoblastes peuvent être emmurés dans la trame osseuse environnante au sein de 

logettes appelées ostéoplastes (Bonewald., 2007). 
 

➢ Les ostéocytes 

Ce sont des cellules fusiformes possédant de longs prolongements cytoplasmiques qui 

entrent en contact avec les cellules bordantes, les ostéoblastes et les anciens ostéocytes via un 

réseau de canalicules, qui assure des échanges métabolique et d’information entre les cellules 

(Knothe et al., 2004). Grâce à la sclérostine qu’ils produisent, les ostéocytes peuvent exercer 

un rétrocontrôle négatif sur la formation osseuse en inhibant la voie de signalisation "Wingless 

Integration Site" (Wnt) en se liant à la "Lipoprotein Receptor-related Protein " (LRP) 5/6 

(Rachner et al., 2011). Ils assurent également la formation du "Transforming growth factor β " 
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(TGF-β) inhibiteur de l’ostéoclastogénèse (Heino et al., 2002) et du RANKL qui favorisent la 

résorption osseuse (Kular et al., 2012). 
 

➢ Les cellules bordantes 

Ce sont des cellules plates et allongées qui dérivent toutes comme des ostéocytes de la 

différenciation des ostéoblastes. Elles se trouvent à la surface de l’os à l’état quiescent et 

constituent une barrière entre l’os et la moelle osseuse (Thomas et al., 2008). Ces cellules sont 

en contact entre elles et communiquent avec les ostéocytes, les cellules stromales et les 

ostéoclastes (Thomas et al., 2008). Les cellules bordantes peuvent, lorsqu’elles sont sollicitées 

redevenir des ostéoblastes actifs. Elles sont impliquées dans la réponse directe aux contraintes 

mécaniques (Mullender et Huiskes., 1997) et aux stimulations hormonales, notamment par la 

parathormone (Dobnig et al., 2005).  

➢ Les ostéoclastes 

Les ostéoclastes sont d’énormes cellules plurinucléées (Lee et al., 2006) qui dérivent 

des cellules souches hématopoïétiques (Mairet et al., 2008 ; Soltanoff et al., 2009 ; Chambers, 

2010) sous l’action des cytokines ("Macrophage-Colony Stimulating Factor" (M-CSF), 

"Receptor Activated of Nuclear factor Kappa B Ligand " (RANKL) et l’OPG. Le nombre ainsi 

que leur activité sont déterminés par le rapport quantitatif entre le RANKL et l’OPG (Bonnet 

et al., 2007). Les ostéoclastes assurent la résorption du tissu osseux (Gasser et al., 2008).  

 

I.2.4- Le remodelage osseux  

 Le remodelage osseux est le processus physiologique par lequel l’os est renouvelé pour 

maintenir son intégrité et sa capacité à résister aux contraintes mécaniques. Il permet à 

l’organisme de réguler l’homéostasie phosphocalcique et constitue un mécanisme d’adaptation 

du squelette à l’environnement mécanique, permettant de réduire le risque de fracture et assure 

la réparation des micro-dommages osseux. Le mécanisme de remodelage osseux comprend cinq 

phases à savoir : l’activation, la résorption, l’inversion, la formation et enfin la phase de 

quiescence (Figure 7) (Chapurlat et Chappard, 2009 ; Khosla et al., 2010). 
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Figure 7 : Cycle du remodelage osseux (Khosla et al., 2010). 
 

➢ La phase d’activation 

Par leur activation, les cellules bordantes tout en se rétractant, dégradent la couche 

collagénique sous-jacente et attirent par chimiotactisme les ostéoclastes sur la zone osseuse 

ainsi exposée (Thomas et al., 2008). Elles joueraient donc un double rôle : recrutement des 

ostéoclastes et la préparation de la zone de résorption.  

 

➢ La résorption 

Elle dure entre 2 à 4 semaines et consiste à la dégradation de la matrice organique et la 

dissolution de la phase inorganique du tissu osseux, provoquant une augmentation de la 

concentration locale en calcium, susceptible de déclencher le détachement des ostéoclastes de 

la matrice (Everts et al., 2002). Au cours de cette phase, l’ostéoclaste accroché à la surface 

osseuse, acidifie (pH : 4,5 à 4,8) le milieu qui le sépare du tissu osseux en libérant des ions H+. 

Cette acidité permet de dissoudre la phase minérale (Thomas et al., 2008), alors que des 

enzymes lysosomiales (phosphatases acides, cathepsine K, métalloprotéases) dégradent la 

matrice organique. L’os ainsi résorbé laisse peu à peu la place à une lacune de résorption (lacune 

de Howship). Le pH acide de cette lacune favorise l’activité de ces enzymes. La durée de vie 

d’un ostéoclaste est de 10 jours en moyenne (Cowin, 2001). 
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➢ La phase d’inversion

Elle dure entre 9 à 13 jours. Au cours de celle-ci, les ostéoclastes se détachent et meurent

par apoptose. Ainsi des cellules macrophagiques viennent dans les lacunes de résorption et 

érodent les irrégularités du fond de la lacune (Schwartz et al., 2000 ; Mulari et al., 2004).  

➢ Phase de formation ou apposition

La phase d’apposition dure 3 à 4 mois et est caractérisée par le dépôt des cristaux

d’hydroxyapatite au fond de la lacune de résorption sous l’action des ostéoblastes (Mulari et 

al., 2004).  

➢ La phase de quiescence

A la fin de la synthèse de la nouvelle unité multicellulaire de base, les cellules osseuses

rentrent en phase de repos (phase quiescente) et ne subissent ni résorption, ni formation osseuse 

jusqu’au prochain cycle. Une fois la matrice synthétisée, certains ostéoblastes, vont soit subir 

l’apoptose, d’autres vont être piégés au sein de la matrice et se différencier en ostéocytes et 

d’autres vont s’aplatir et reconstituer la couche de cellules bordantes (Matsuo et Otaki, 2012). 

          Le remodelage osseux est équilibré et régulé par différents facteurs, en particulier des 

hormones et des cytokines. Les œstrogènes y jouent un rôle important en freinant la dégradation 

du tissu osseux tout en favorisant sa formation. Ainsi en situation de déficit en œstrogènes 

comme à la ménopause, de nombreuses perturbations concourant à la perte osseuse 

(fragilisation de l’os) peuvent survenir. Le tissu osseux est oestrogéno-dépendant et les 

oestrogènes jouent un rôle majeur dans la constitution et la minéralisation osseuse.  

I.3- Ménopause et problème d’ostéoporose

I.3.1- Définition et épidémiologie

La ménopause est l’arrêt permanent des menstruations résultant d’une perte de l’activité 

folliculaire ovarienne (OMS, 2015). Elle survient en moyenne chez la femme entre 50 ± 10 ans 

et est reconnue rétrospectivement après une aménorrhée supérieure ou égale à douze mois 

(Agatonovic-Kustrin et al., 2008). L’épuisement du capital folliculaire suivi de la carence 

œstrogénique, s’accompagnent d’un ensemble de troubles dont certains apparaissent à court et 

moyen termes (bouffées de chaleur, atrophie et dessèchement vaginal, incontinence urinaire, 

atrophie des seins et syndromes dépressifs (Pinkerton et al., 2009 ; Freeman et al., 2014) et 

d’autres à long terme (augmentation du risque de maladies cardiovasculaires et l’ostéoporose) 

(Al-Anazi et al., 2011). 
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I.3.2- Ménopause comme cause d’ostéoporose

La diminution de l’imprégnation œstrogénique à la ménopause est le principal facteur 

étiologique de l’ostéoporose chez la femme (Pisani et al., 2016). Entre 30 et 80 ans, les femmes 

perdraient en moyenne 45% de leur capital osseux initial (Lafforgue, 2013). 

Les travaux de Braidman et al. (2009) ont montré que œstrogènes peuvent moduler 

directement l’activité des cellules osseuses sur lesquelles des récepteurs spécifiques (ER) ont 

été identifiés. La carence en œstrogènes est corrélée à une augmentation de la résorption osseuse 

via la libération des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF) qui favorisent le 

recrutement, la prolifération et l’activité des ostéoclastes (Jilka, 1998), et donc la résorption 

osseuse. Les œstrogènes sont également susceptibles d’induire la formation, la différenciation, 

la prolifération et l’activation des ostéoblastes (Cauley, 2015). 

I.4- Définition et types d’ostéoporose

I.4.1- Définition

Le terme ostéoporose provient du grec osteon (os) et de poros (petit trou). C’est une 

affection diffuse du squelette, caractérisée par une diminution de la masse (densité) osseuse et 

une détérioration de la microarchitecture du tissu osseux avec augmentation de sa porosité, 

entraînant une augmentation de la fragilité et du risque de fractures (Ji and Yu, 2015 ; Migliorini 

et al., 2021). Il existe une relation étroite entre la densité minérale osseuse (DMO) et le risque 

de fracture. En fonction de cette densité et du "T- score" (Ecart entre la valeur du patient et la 

valeur moyenne des jeunes adultes de même sexe, exprimé en nombre d’écart types), une 

classification du niveau de perte osseuse (Tableau 1) a été proposée par l’OMS (Kanis, 1994). 

Ainsi, les sujets dont la densité osseuse est inférieure à -2,5 écart-types de la valeur du jeune 

adulte (T ≤ -2,5) sont déclarés ostéoporotiques (CFER, 2007). 

Tableau I : Définition ostéodensitométrie de l’ostéoporose, selon l’OMS (2007). 

T-score Niveau de perte osseuse 

-1< T ≤ 0 Normale 

-2,5 < T ≤ -1 Ostéopénie 

T ≤ -2,5 Ostéoporose 

T ≤ -2,5 avec une ou plusieurs fractures Ostéoporose sévère 
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I.4.2- Types d’ostéoporoses

On distingue deux principaux types d’ostéoporoses : l’ostéoporose primaire et 

l’ostéoporose secondaire. 

I.4.2.1- Ostéoporose primaire

Elle représente 90% des ostéoporoses et regroupent : l’ostéoporose postménopausique 

(type I), l’ostéoporose sénile (type II) et l’ostéoporose idiopathique des sujets jeunes. 

➢ L’ostéoporose de type I ou postménopausique

C’est la forme la plus fréquente qui touche 20 à 30% des femmes ménopausées vers 50-

70 ans (Ji and Yu 2015). Elle est causée par la carence œstrogénique au cours de la ménopause 

et entraine une perte osseuse trabéculaire (Ahn et al., 2014) qui est accentuée en période péri et 

postménopausique, avec une phase rapide durant les 5 à 10 premières années suivant la 

ménopause.  

➢ L’ostéoporose de Type II ou sénile

L’ostéoporose de type II ou ostéoporose corticale, qui survient dans les deux sexes à 

partir de 70 ans, se caractérise par un amincissement à la fois de l’os cortical et trabéculaire 

(Riggs, 1979). Elle est causée par la diminution avec l’âge de l’activité des ostéoblastes et 

l’absorption du calcium d’une part, et d’autre part par une augmentation secondaire du taux 

circulant de la parathormone (Chen et al., 2004).  

➢ L'ostéoporose idiopathique du sujet jeune

C’est une forme particulière d’ostéoporose sans cause connue qui affecte les sujets 

jeunes. Elle est diagnostiquée après que d’autres causes d’ostéoporoses juvéniles aient été 

exclues. Dans un cas sur deux, elle est secondaire à un hypogonadisme, une corticothérapie, 

une endocrinopathie sous-jacente, certaines maladies comme l’ostéogénèse imparfaite, un 

éthylisme et /ou la mastocytose. Les signes habituels sont : la sensation de douleur à la hanche, 

le genou, la cheville, les pieds et les fractures des membres inférieures (Ahn et al., 2014).  

I.4.2.2- Ostéoporose secondaire

Elle représente 10% des ostéoporoses. Les causes les plus fréquentes sont des 

pathologies d’origine génétique (ostéogenèse imparfaite, mutation du récepteur aux 

œstrogènes, mutation du gène de l’aromatase, homocystinurie) ; endocrinienne 

(hypogonadisme, hyperthyroïdie, hyperparathyroïdie, syndrome de Cushing, 

hyperprolactinémie) ; digestive et inflammatoire (malabsorption, entéro-colopathie 
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inflammatoire, cirrhose biliaire I, chirurgie bariatrique) et/ou certains traitements 

médicamenteux (glucocorticoïdes, héparines, chimiothérapie…) ( Briot, 2012 ; Soriano et al., 

2014). 

 

I.4.3- Ostéoporose : problème de santé publique 

L’ostéoporose est la plus courante des ostéomaladies dans le monde. Elle touche 

principalement les femmes âgées. La Fondation Internationale d’Ostéoporose (FIO) estimait en 

2012 à environ 200 millions le nombre de femmes souffrant d’ostéoporose dans le monde (FIO, 

2012).   

La gravité de l’ostéoporose réside dans le risque accru des fractures, principale cause de 

morbidité et de mortalité chez la femme post-ménopausique (Pisani et al. 2016). La prévalence 

de l’ostéoporose chez la femme ménopausée augmente avec l’âge : 14% entre 50 et 70 ans ; 

31% entre 70 et 80 ans et 51% chez les femmes de 80 ans et plus (Curran, 2010). Pour plusieurs 

raisons, on observe une augmentation de l’espérance de vie de la population mondiale. Ce qui 

conduit inexorablement à une augmentation considérable ou substantielle du nombre de 

femmes ménopausées (qui passent désormais plus d’un tiers de leur vie en situation de 

ménopause) et de l’incidence des fractures ostéoporotiques. D’après Abdellah en 2012, les 

fractures ostéoporotiques touchent 30 à 40% des femmes et 5 à 6% des hommes âgés de plus 

de 50 ans. A plus de 80 ans cette prévalence augmente jusqu’environ 70% chez les femmes 

(Svedbom et al., 2013). En 2000, le nombre total de femmes souffrant de fractures 

ostéoporotiques étaient estimé à plus de 56 millions dans le monde (Curran, 2010). En 2013, 

elle était estimée à 10 millions le nombre annuel de nouveaux cas de fractures ostéoporotiques 

dans le monde, dont les 2/3 chez la femme (Hernlund et al., 2013). Au Cameroun, bien que des 

études récentes ne soient pas disponibles, les données disponibles sur une étude réalisée en 2003 

par Zebaze et Seeman ont montré que sur 192 femmes camerounaises de la ville de Yaoundé 

âgées de 35 ans et plus, 13,5% entre elles souffrent des fractures de la hanche, 4,7% des 

fractures des poignets et 81,8% d’autres types de fractures donc les fractures du tibia et du 

fémur. Une autre étude réalisée en 2008 par Ngandeu et Amvene a montré que sur 218 femmes 

ménopausées de la ville de Yaoundé, 17,9% des femmes âgées de 50 ans souffraient de fracture 

osseuse et au-delà de 70 ans la prévalence augmentait jusqu’à 55,8%. Ces nombres étant 

corrélés au vieillissement de la population, sont évidemment plus importants de nos jours et 

devraient augmenter au cours des prochaines années ou décennies. 
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I.4.4- Impacts des fractures ostéoporotiques  

La ménopause, liée à une déficience en œstrogène est à l’origine de l’activation des 

Lymphocytes T et la libération de cytokines pro-inflammatoires (l’IL-7, TNFα et l’IL-1) 

(Weitzmann et al., 2005). Ces cytokines induisent la résorption osseuse, en provoquant le 

recrutement, la différenciation et l’activation des ostéoclastes.  L’augmentation de l’activité des 

ostéoclastes couplée à la réduction de l’activité des ostéoblastes entraine un déséquilibre de la 

balance formation/résorption osseuse en faveur de la résorption, marquée par une diminution 

de la masse ou de la densité, un amincissement et des perforations des travées osseuses (Blain 

et al., 2008).  Ces altérations du tissu osseux entrainent la baisse de la résistance mécanique 

osseuse et la survenue des fractures dites de fragilité chez les patients (Levasseur et al., 2004). 

L’augmentation du nombre de personnes âgées au fil du temps fait croitre le nombre 

d’épisodes de fractures. Cette augmentation du nombre de fractures est étroitement associée à 

des conséquences économiques, médicales et à une surmortalité quel que soit le site concerné. 

Les travaux de Strom et al. (2011) ont montré que les fractures ostéoporotiques étaient à 

l’origine d’environ 30% de décès dans le monde dont 34 000 décès en Europe. Parmi ces décès 

récencés en Europe, les fractures de la hanche et des vertèbres comptaient respectivement pour 

49% et 26 % (Chang et al., 2004). Au regard des effets néfastes des fractures ostéoporotiques, 

la prise en charge était une nécessité impérieuse bien qu’elle nécessitât des moyens colossaux. 

Clunie et al. (2009) ont montré que le coût annuel de prise en charge des fractures 

ostéoporotiques était estimé à 1,7 milliards de livres en 2009 au royaume Uni. Les travaux de 

Williamson et al. (2017) ont montré que, le coût global des soins de santé et des soins sociaux 

par patient au cours de la première année suivant une fracture de la hanche aux Etats-Unis était 

estimé à 43669 USD, soit 13331 USD pour les soins hospitaliers immédiats, dont 3000 $ sont 

payés par le patient. Toujours en 2017, on estimait à 2,7 millions le nombre de nouvelles 

fractures ostéoporotiques pour un coût annuel de 37,5 milliards d’euros (Williamson et al., 

2017). Ces fractures entrainaient des nombreuses pertes en vie humaine dans les cinq plus 

grands pays de l’Union Européenne (France, Allemagne, Italie, Espagne et UK) plus la Suède 

(Williams et al., 2020). D’après les estimations de l’ "International Osteoporosis Foundation " 

parue en 2019, d’ici 2025, l’incidence annuelle des fractures ostéoporotiques dans ces pays 

devrait dépasser 3 millions de cas, pour un coût de 25 milliards de dollars américain. 
 

I.4.5- Facteurs de risque d’ostéoporose  

 Il existe plusieurs facteurs de risque reconnu comme promettant l’ostéoporose parmi 

lesquels : 
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➢ Facteurs génétiques 

Le déterminisme de la masse osseuse est multigénique, impliquant par exemple des 

gènes codant pour le récepteur à la vitamine D, le collagène de type I et des cytokines (Chapurlat 

et al., 2007). Les travaux de Fox et al. (1998) ont montré qu’il existe des antécédents familiaux 

sur la survenue de l’ostéoporose. Des enfants nés des parents ayant une DMO basse peuvent à 

leur tour présenter une DMO basse (Seeman et al., 1989).  
 

➢ Facteurs hormonaux  

  L’hormone de croissance (GH) est un facteur important de l’augmentation de la masse 

osseuse pendant les années de croissance jusqu’à la puberté (Wang et al., 2006). 

L’augmentation des androgènes surrénaliens lors de l’adrénarche a aussi un effet bénéfique sur 

la masse osseuse dans les deux sexes (Wang et al., 2006). Les œstrogènes favorisent chez la 

fille une accumulation d’os endo-cortical, afin de prévoir les mobilisations rapides demandées 

par les grossesses et l’allaitement, ceci sans risque secondaire de diminution de la résistance 

osseuse (Abdellah, 2012). 
 

➢ Facteurs mécaniques  

L’acquisition du pic de la masse musculaire à la puberté chez le garçon et la fille survient 

6 à 7 mois avant le développement de la masse osseuse aux différents sites. Cette période 

précédant la croissance osseuse périostée, permet une résistance osseuse maximale et adaptée 

au développement musculaire et pourrait être une possible explication du taux élevé de fractures 

rencontré à la puberté (Abdellah, 2012). 

Des études menées chez les sportifs ont montré que, la course à pied, la gymnastique et 

l’haltérophilie induisent un gain osseux, alors que le cyclisme et la natation sont peut 

ostéogéniques (Chapurlat et al., 2007). 

 

➢ D’autres facteurs 

La perte risque d’ostéoporose s’accroît avec l’âge (Kanis, 2002), la prise de certains 

médicaments comme les corticoïdes (Chapurlat et al., 2007), l’alcoolisme (Kanis et al., 2005), 

le tabagisme (Wang et al., 2006). Certaines maladies dont l’hyperthyroïdie, la maladie de 

Cushing, l’hyperparathyroïdie primitive, l’hypogonadisme, et les rhumatismes inflammatoires 

chroniques sont souvent à l’origine des ostéoporoses secondaires (Chapurlat et al., 2007). Par 

ailleurs, la carence en vitamine D et en calcium peut entraîner une diminution de la calcémie et 

donc une hyperparathyroïdie réactionnelle, favorisant la résorption osseuse et donc la baisse de 

la DMO (Nordin, 2009). Il est également bien connu que, durant la période de croissance, une 



25 

carence en calcium est un facteur d’ostéopénie ultérieure et un régime alimentaire riche en 

calcium permet d’optimiser le pic de masse osseuse à l’âge adulte (Chapurlat et al., 2007). 

I.4.6- Méthodes de détection de l’ostéoporose

L’ostéoporose est une « maladie silencieuse », asymptomatique avant le stade de la 

fracture. Le défi lancé aux cliniciens est de poser précocement le diagnostic avant la survenue 

des fractures. Toute fracture survenant en dehors d’un traumatisme violent doit faire évoquer 

le diagnostic d’ostéoporose (sauf les fractures du crâne, rachis cervical, de la main et des orteils 

qui ne sont jamais ostéoporotiques).  

I.4.6.1- Examens paracliniques

Les techniques usuelles de la mesure de la densité minérale osseuse sont : 

➢ L’absorptiométrie biphotonique au rayon : c’est la technique précise et reproductible

recommandée pour la mesure de la DMO dans le cadre du diagnostic et du suivi de

l’ostéoporose.

➢ L’absorptiométrie monophotonique à rayons X : c’est une méthode peu onéreuse,

reproductible et réservée à l’étude des os superficiels (radius, calcanéum).

➢ La tomodensitométrie quantitative : elle permet de mesurer une DMO (par unité de

volume) et une étude séparée du tissu osseux trabéculaire et cortical. Ses performances en

termes de reproductibilité et d’irradiation sont inférieures à celles de l’absorptiométrie.

➢ L’exploration par les ultrasons : cette technique n’apprécie pas réellement la qualité

osseuse. Plusieurs travaux ont montré que les patients ostéoporotiques ont des valeurs

ultrasoniques plus basses (Roux et Thomas, 2009).

I.4.6.2- La radiographie standard

La radiographie standard de la fracture montre une raréfaction osseuse homogène sans 

signes d’ostéolyse. La radiographie montre une hypertransparence osseuse qui est une 

observation peu fiable car elle dépend des constantes radiologiques et de la corpulence. Une 

diminution apparente de la DMO ne se voit que lorsque la perte osseuse atteint 30% du contenu 

minéral osseux (Guylène et al., 2023). 

I.4.6.3- Les explorations biologiques

Devant une raréfaction osseuse, les examens de première intention à demander sont : un 

hémogramme, un bilan inflammatoire et un bilan phosphocalcique. Les autres examens sont 

demandés en fonction de l’orientation étiologique et les résultats du premier bilan. Toutefois, 

des marqueurs biologiques du remodelage osseux capables d’évaluer l'activité de formation 
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osseuse (ostéocalcine, phosphatases alcalines) ou l'activité de résorption osseuse (télopeptides 

du collagène) sont connus (Ehnert et al., 2015 ; Nollet et al., 2015).  

I.4.7- Complications de l’ostéoporose : les fractures  

La fracture osseuse est par définition une rupture de la continuité de l’os (Odokuma et al., 

2015). Tous les os sont susceptibles à des fractures ostéoporotiques. Parmi celles qui constituent 

un fardeau majeur pour la santé dans le monde, on distingue les fractures de l’extrémité 

supérieure du fémur, de la hanche et des vertèbres sont. L’incidence de ces fractures augmente 

de façon exponentielle avec l’âge. Les formes les plus fréquentes sont : 
 

➢ La fracture de l’extrémité supérieure du fémur 

La fracture de l’extrémité supérieure du fémur (FESF) représente la complication la plus 

grave et la plus fréquente chez les personnes âgées souffrant d’ostéoporose. Près de 90% des 

femmes et 70% des hommes présentent une FESF lorsqu’ils sont âgés d’au moins 70 ans 

(Curran, 2010). En dehors de la forte douleur, la FESF se manifeste par une impotence 

fonctionnelle totale du membre inférieur atteint et est responsable d’environ 20% de décès dans 

les mois qui suivent la fracture (Abdellah, 2012).  

 

➢ La fracture de la hanche  

L’incidence de la fracture de la hanche (FH) augmente de façon exponentielle avec l’âge 

(Cooper et al., 2011). Chez les femmes, elle passe de 2/100 000 à l’âge de 35 ans à 3 032/100 

000 à 85 ans (Abdellah, 2012). Aussi, il existe une grande variabilité géographique et ethnique 

dans l’épidémiologie des fractures de hanche. Les chiffres les plus élevés étant rapportés chez 

les femmes blanches des pays scandinaves suivis par l’Amérique du Nord et l’Océanie (Cheng 

et al., 2011). Aux Etas- Unis, des différences géographiques existent avec des fréquences plus 

élevées dans les régions du sud par rapport aux régions du Nord et de l’Ouest. Toujours aux 

Etats-Unis, l’incidence des FH chez les femmes blanches augmente avec la précarité, le faible 

niveau socioéconomique et la diminution de l’ensoleillement. Elle est plus faible dans les 

populations noires et asiatiques (Chapurlat, 2008). 

 

➢ La fracture vertébrale 

La fracture vertébrale (FV) est plus élevée chez les femmes asiatiques par rapport aux 

femmes blanches (Abdellah, 2012). Les chiffres les plus bas ont été rapportés chez les femmes 

noirs et chez les hispaniques (Abdellah, 2012). La FV engendre des troubles tels que : les 

rachialgies chroniques mécaniques, cyphose dorsale altérant l’esthétique corporelle avec 

relâchement de la sangle abdominale et rapprochement entre les côtes et la crête iliaque avec 
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altération de la fonction pulmonaire, de la qualité de vie et parfois une dépression réactionnelle 

(Abdellah, 2012). Il est admis que la présence d’une fracture vertébrale multiplie par 5 le risque 

d’une nouvelle fracture vertébrale et d’autres fractures quel qu’en soit le site à court terme. 

Cependant, les FV peuvent être asymptomatiques dans pratiquement deux tiers des cas et ne se 

manifestent que par la perte de taille et la cyphose dorsale secondaire (Abdellah, 2012) (Figure 

8). 

 

Figure 8 : Conséquences statiques des fractures vertébrales (Abdellah, 2012).  
 

I.4.8- Ostéoporose et stress oxydant  

        Un antioxydant est une substance qui retarde ou empêche l’oxydation d’un substrat 

oxydable (protéines, hydrates de carbones, acides gras) (Dekkers et al., 1996). Plusieurs travaux 

ont montré que, les femmes atteintes d’ostéoporose ont un taux plasmatique d’antioxydants 

réduit. Zhang et al. (2013) ont montré que les femmes ostéoporotiques présentent un taux accru 

de la 8-iso-prostaglandine F alpha (8iso-PGF), un biomarqueur du stress oxydatif qui est lié 

biochimiquement à une densité osseuse réduite. D’après Pegrum et al., (2012), la gravité de 

l’ostéoporose est positivement corrélée avec le taux du stress oxydatif. Par exemple, le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) favorise la résorption osseuse via la formation des ostéoclastes, 

la différentiation des cellules clonales de la lignée HD-11 issues des précurseurs ostéoclastiques 

et la motilité des ostéoclastes. La production des espèces réactives à l’oxygène dans les 

ostéoclastes est inhibée après traitement des cellules avec des enzymes antioxydantes telles que 

la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT) et les œstrogènes (Zhang et al., 2013). On 

distingue : les antioxydants endogènes et les antioxydants exogènes. 
 

➢ Antioxydants endogènes  

-   La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme qui, dans les mitochondries, catalyse la 

transformation des radicaux superoxydes (O2-) en peroxydes d’hydrogène et en dioxygène 
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(Faraci et Didion, 2004). Le peroxyde d’hydrogène ainsi formé contribue à la formation du 

radical hydroxyle potentiellement toxique pour la cellule. Ainsi, en cas de stress oxydant 

modéré, on observe une surexpression de SOD et si le stress oxydant persiste, la SOD est 

détruite et son expression diminue. Les travaux de Loeser et al. (2002) et de Afonso et al. (2007) 

ont montré que la SOD joue un rôle protecteur contre l’arthrose chez les personnes âgées.  

- La catalase est localisée dans le foie, les globules rouges et préférentiellement dans le

peroxysome. Elle possède une très forte affinité pour le peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

permettant de limiter sa diffusion dans la cellule (Scandalios, 2005). En cas de stress impliquant 

une surproduction du peroxyde d’hydrogène, elle catalyse directement la réduction du peroxyde 

d’hydrogène et protège ainsi les tissus des radicaux hydroxyles hautement réactifs (Scandalios, 

2005). 

- La glutathion peroxydase (GPx) joue un rôle important dans le catabolisme du peroxyde

d’hydrogène en eau et en dioxygène (Sajeeth et al., 2011). Une autre enzyme qui possède un 

rôle clé est la glutathion réductase, son rôle est de regénérer le glutathion en utilisant le NADPH 

(Nicotinamide Adénosine Dinucléotide Phosphate) comme cofacteur. La glutathion réductase 

permet également la régénération du glutathion réduit (GSH) (Aurousseau, 2002).  

- Le glutathion réduit (GSH) est l'antioxydant endogène le plus abondant dans les cellules

eucaryotes qui interagit avec les espèces réactives de l’oxygène (ERO), empêchant ainsi 

l'oxydation des substrats organiques. Il participe également à la réduction des hydroperoxydes 

et à l'élimination des xénobiotiques (Nicotera et Orrenius, 1986). Le GSH est un piègeur des 

radicaux superoxydes et protège les groupes thiol des protéines contre l’oxydation (Stein et 

al.,1989). Une diminution de GSH peut-être la conséquence de son utilisation par la 

glutathionne peroxydase et/ou la glutathionne transférase comme substrat (Stein et al., 1989).  

- L’acide urique est un produit final du métabolisme des bases puriques. Il est présent à des

concentrations beaucoup plus élevées que l’acide ascorbique et apporte les deux tiers de la 

capacité antioxydante du plasma (Johnson et al., 2009). L’acide urique représente à lui seul 

60% de l’activité antioxydante (Fairbrother and Warn., 2003). En cas de stress oxydant, la 

concentration de l’acide urique augmente, en particulier lors du phénomène d’ischémie-

reperfusion.  

➢ Antioxydants exogènes

- Les caroténoïdes sont des pigments liposolubles de couleur jaune, orangée ou rouge. Seul

un nombre limité d’entre eux est présente dans le sang et les tissus (Beecher et Khachik, 1992). 

Les principaux caroténoïdes sont le 9-cis et le trans-β-carotène (provitamine A), le lycopène et 
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la lutéine. Les caroténoïdes et les vitamines A interagissent avec l’oxygène singlet et empêchent 

l’oxydation des acides gras polyinsaturés (Beecher et Khachik, 1992). 

-  Vitamines C et E : la vitamine C est un antioxydant hydrosoluble situé dans toutes les 

membranes cellulaires. Elle empêche l’oxydation des LDL produits par divers systèmes 

générateurs d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) et participe dans la régénération de la 

vitamine E oxydée et du glutathion (Chen et al., 2005). La vitamine E est un antioxydant 

liposoluble qui permet d’éviter la propagation des chaînes radicalaires dans les lipides (Traber 

et al., 2007). Elle augmenterait l’activité des SOD et des catalases (Margaritis et al.,2003) 

-    Le sélénium, le Zinc et le thiol sont aussi des antioxydants exogènes (Therond et al., 2003). 

Le sélénium est le constituant de la GPx qui participe à la protection de l’organisme contre 

l’attaque radicalaire. Ces effets antioxydants seraient responsable des effets anticancéreux et 

antivieillissement (Ducros et Favier, 2004). Le Zinc quant à lui induit la formation des protéines 

antioxydantes comme les métalloprotéines. Il protège également les groupements thiols des 

protéines, lesquels groupements inhiber la formation d’espèces oxygénées (Mezzetti et al., 

1998), participant ainsi à la détoxication des nombreux tissus à l’exemple du tissu osseux (Seve, 

2002). Ainsi la carence en zinc peut provoquer des anomalies osseuses en relation avec une 

baisse des phosphatases alcalines (nécessaire à la calcification), du nombre des ostéoblastes et 

des chondrocytes ainsi qu’une réduction de la multiplication des fibroblastes osseux (Seve, 

2002). 

I.4.9- Prise en charge de l’ostéoporose postménopausique  

I.4.9.1- Moyens hygiéno-diététiques  
 

  Les facteurs de risque d’ostéoporose tels que l’âge, le sexe, ou les antécédents familiaux 

ne sont pas modifiables. D’autres facteurs de risque complémentaires aux traitements 

pharmacologiques peuvent être limités et inclus. Il s’agit de : 

➢ Le style de vie (lutte contre l’alcoolisme et le tabagisme, la pratique régulière d’une activité  

physique, le maintien du poids corporel et la prévention des chutes). Ces facteurs permettront 

de maintenir la densité minérale osseuse, et de prévenir l’ostéoporose postménopausique 

(Chapurlat et al., 2007). 

➢ Supplémentation calcique : un apport adéquat de calcium est essentiel pour l’acquisition  

optimale du pic de masse osseuse et la réduction du taux de perte osseuse associée au 

vieillissement (Nieves et al., 2008).  

➢ La vitamine D : elle contribue à l’absorption du calcium au niveau intestinal et agit 
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 également sur le squelette pour favoriser l’accrétion minérale. Un apport insuffisant en 

vitamine D est bien décrit comme étant un facteur important de l’ostéoporose. Les travaux de 

Nieves et al. (2008) conduite chez des femmes ménopausées caucasiennes ont révélé qu’un 

apport adéquat de vitamine D tout au long de la vie est associé à une réduction d'ostéoporose. 

Plusieurs autres analyses ont montré que l’apport de 700-800 UI/jour de vitamine D réduit le 

risque relatif de fracture de hanche de 26% et de 23% pour les autres fractures chez les 

personnes âgées. Une dose de 700-1000 UI/jour réduit également le risque de chutes de 19% 

chez la personne âgée (Bischoff et al.,2009). Les concentrations sériques optimales de la 

vitamine D3 pour un effet ostéoprotecteur avéré se trouvent entre 90 et 100 nmol/L (Bischoff 

et al., 2006).  

➢ Les protéines : les protéines sont également des constituants essentiels du tissu osseux.

Chez des patients âgés souffrant d'une fracture du col fémoral, il a été établi qu'une 

supplémentation protéique permet d’améliorer le pronostic vital. Toutefois, bien que l’on puisse 

considérer qu’une surcharge protéique soit délétère pour le squelette, la carence protéique est 

aussi un vecteur de perte osseuse, chez les seniors (Bonjour, 2005 ; Rizzoli, 2008).  

I.4.9.2- Traitements médicamenteux

➢ Le traitement hormonal substitutif (THS)

Il évite l’ostéopénie et réduit le risque de fractures (Luhmann et al., 2012 ; Liang et al., 

2022). Toutefois, en raison d’un rapport bénéfice/risque jugé défavorable, il n’est plus 

proposé en première intention dans le cadre de la prise en charge de l’ostéoporose. Le THS 

augmenterait le risque de cancer du sein et les accidents cardiovasculaires (Abdellah, 2012 ; 

Levin et al., 2018).  

➢ Les Modulateurs Sélectifs des Récepteurs aux œstrogènes (MSRO)

Parmi les modulateurs sélectifs de l’activation des récepteurs des œstrogènes, le 

tamoxifène est le produit anti-ostéoporotique le plus commercialisé (Barrett et al., 2006,). Il est 

particulièrement utilisé pour le traitement de l’ostéoporose peu sévère en raison de son action 

modérée sur le remodelage osseux et sur l’incidence des fractures vertébrales (Thomson et al., 

2017). Le tamoxifène a un effet agoniste sur l’os et le métabolisme lipidique, et antagoniste sur 

les cellules mammaires et endométriales. Il est prescrit aux femmes de 60 ans, chez qui les 

signes climatériques sont le plus souvent disparu et ne constituent plus un obstacle pour une 

observance au long cours (Abdellah, 2012). Tout comme pour les œstrogènes, la prise du 

tamoxifène est associée à une augmentation du risque de maladies thromboemboliques (Barrett 

et al., 2006 ; Migliorini et al., 2021). 
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➢ Les bisphosphonates

Ce sont des antirésorptifs, inhibiteurs du remodelage osseux qui possèdent une grande 

spécificité pour les cristaux d’hydroxyapatite de la matrice osseuse. Ils entraînent une 

diminution du nombre d’ostéoclastes, de la résorption osseuse et limitent donc l’occurrence 

de certaines fractures ostéoporotiques (fémur et vertèbres). Les bisphosphonates sont 

caractérisés par leur très faible absorption orale (< 3%) et cette faible absorption est en plus 

limitée par le calcium et les aliments. L’administration par voie veineuse assure une meilleure 

biodisponibilité (Luhmann et al., 2012). Malheureusement, la prescription des 

bisphosphonates est associée à l’apparition de l'ostéonécrose de la mâchoire (Khosla et al., 

2007) et à une œsophagite (Luhmann et al., 2012).  

➢ Le dénosumab : l’immunothérapie :

   Le dénosumab est la première biothérapie anti-catabolique pour le traitement de 

l’ostéoporose post-ménopausique (Abdellah, 2012). Le dénosumab est un anticorps monoclonal 

(IgG2) liant le RANK-L, et empêchant sa liaison à son récepteur spécifique RANK nécessaire 

à la formation des ostéoclastes. Cette inhibition réduit la résorption osseuse et le risque de 

fracture avec la même efficacité que les bisphosphonates (Luhmann et al., 2012). Le dénosumab 

est administré en une seule injection sous cutanée de 60 mg tous les 6 mois. La tolérance du 

dénosumab est excellente. Un meilleur ciblage de l’os par ces molécules semble cependant 

nécessaire à cause des effets secondaires observés : eczéma, cellulite, et risque de nécrose de la 

mâchoire (Pichardo et al., 2012). 

I.4.10- Phytothérapie et ostéoporose

L’utilisation des plantes médicinales pour le traitement de l’ostéoporose post- 

ménopausique est très répandue. Les travaux de Yang et al. (2002) ont montré que le ginseng 

régule le métabolisme des cellules osseuses. Plusieurs travaux ont montré que le thé et ses 

composants bioactifs augmentent la densité minérale osseuse et active les cellules 

ostéoblastiques tout en inhibant l’activité des ostéoclastes (Chen et al., 2005, Das et al., 2005). 

Franklin et al. (2007) et Bu et al. (2007) ont montré que, la consommation fréquente des prunes 

séchées module la masse osseuse et favorise l’ostéoformation chez les femmes ménopausées 

(Arjmandi et al., 2002). Les résultats des travaux de Soung et al. (2006) et Devareddy et al. 

(2006) ont montré que les phytoestrogènes augmentent la DMO et restaurent la masse osseuse 

chez les souris ovariectomisées. Chez les femmes ostéoporotiques, les phytoestrogènes 

augmentent le taux d’IGF-I, de l’alcaline phosphatase, de l'ostéocalcine et stimulent l'activité 

des ostéoblastes (Arjmandi et al., 2003). Mackinnon et al. (2011) ont montré que, la 
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consommation de tomates et de son polyphénol (le lycopène) génère chez la femme, une 

diminution du N-télopeptide et de collagène de type 1 (marqueur de résorption osseuse) et 

augmente la masse osseuse, ainsi que le taux de calcium et une résistance osseuse chez les rates 

ovariectomisées (Cheong and Chang, 2009). D’autres travaux ont montré que, le resvératrol et 

la myrtille (stilbène) provenant du raisin, augmentent la résistance de l’os à la fracture, la 

densité minérale osseuse, préserve la microarchitecture de l’os trabéculaire chez la rate 

ovariectomisée (Habold et al., 2011 ; Li et al., 2011) et augmentent la prolifération et la 

différenciation des ostéoblastes (Chen et al., 2010).  

Les travaux de Ateba et al. (2013) et Zingué et al. (2014) ont montré que les extraits au 

méthanol de Eriosema laurentii De Wild (Leguminosae) et de Millettia macrophylla Benth 

(Fabaceae) préviennent respectivement la perte de la masse osseuse et protège la 

microarchitecture des os chez la rate ovariectomisée de souche Wistar. Nguéguim et al. (2017) 

ont montré que, l’extrait aqueux de Peperomia pellucida (L.) HBK accélère la cicatrisation 

osseuse chez la rate Wistar non ovariectomisée.  

 

I.5- La plante : Lannea acida  

I.5.1- Classification et synonymes 

Lannea acida A. Rich est une plante de la famille des Anacardiaceae. Le nom du genre 

Lannea provient du mot latin " lana "qui veut dire " laine " en référence aux jeunes plantes 

poilues (Schmidt et al., 2002). Les synonymes de Lannea acida sont : Lannea buettneri Engl. ; 

Lannea djalonica A. Chev. ; Lannea glaucescens Engl. ; Lannea lagdoensis (Engl et K. Krause) 

Mildbr. ; Lannea oleosa A. Chev. ; Odina acida (A. Chev.) Walp., et Sorindeia lagdoensis Engl 

et K. Krause (Pell et al., 2011). La classification de Lannea acida d’après le système APG III, 

(2009) est la suivante : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Règne : …………………..Végétal 

Embranchement : ………Angiospermes  

Division :…………………Magnoliophyla  

Classe :……………………Magnoliopsida  

Ordre :…………………...Sapindales 

Famille :………………….Anacardiaceae 

Genre :……………………Lannea 

Espèce :…………………..Lannea acida 
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I.5.2- Répartition géographique et description

Le genre Lannea comporte environ 40 espèces qui sont en général des arbres ou des 

arbustes, occupant différents habitats de l’Afrique sub-saharienne (Pell et al., 2011). L. acida 

est retrouvée en Gambie, au Benin, Ghana, en Côte d’Ivoire, au Burkina Faso, Niger, Mali, 

Nigeria, Guinée équatoriale, République Centrafrique et au Cameroun (Burkill et al.,1995). La 

figure ci-dessous indique la photo de L. acida (Figure 9). 

Figure 9 : Photos de Lannea acida ; A : arbre entier B : tronc d’arbre ; C : fruits ; Photos prises 

par M. RIEPOUO MOUCHILI Oumarou à Moutourwa (Extrême Nord, Cameroun) : le 11/ 

07/2017  

         Elle est appelée "Mipaodi" en Guiziga ou "Timbiya" en Moundang (Cameroun), ou 

encore "faruhi" en fulani-fulfulde (Nigeria) ; "faàrú"en Hausa (Gill, 1992) et "kikié" en Bamoun 

(Tetsassi et al., 2019). L. acida mesure 8 à 12 m de haut, son écorce est crevassée, écailleuse et 

noirâtre, à tranches rouges rayée de jaune et fibreuse. Ses feuilles sont alternes, imparipennées, 

glabres atteignant 30 cm de long, à rachis plus ou moins rouge (surtout à l’état jeune). Les fruits 

sont des drupes jaunes ou rouges à maturité, légèrement acides, résineux avec un goût agréable 

et consommés cru ou utilisés pour fabriquer le jus (Arbonier, 2009). 

A 

A 

B 

C 

A 
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I.5.3- Utilisation traditionnelle

          Les écorces du tronc de Lannea acida sont utilisées pour traiter la dysménorrhée, 

l’aménorrhée et l’infertilité (Arbonier, 2009). Les feuilles, les écorces et les racines de L. acida 

sont utilisées pour traiter les blessures, l’inflammation, la goutte, les ulcères et le rhumatisme 

(Burkill et al., 1995 ; Ellenberg et al., 1998 ; Arbonier, 2009 ; Yaoitcha et al., 2015). Lors de 

l’enquête ethnobotanique à Moutourwa (Extrême Nord, Cameroun), les populations ont indiqué 

qu’elles macèrent les écorces du tronc dans une boisson locale pour soigner la diarrhée, le mal 

du bas ventre et les douleurs osseuses chez les femmes ménopausées. L. acida est utilisée dans 

la pharmacopée Africaine pour soigner des blessures, l’inflammation et les douleurs, les 

hémorroïdes, les problèmes gastro-intestinaux, la fièvre, le paludisme et les problèmes 

gynécologiques (Nadembega et al., 2011 ; Oluranti et al., 2012 ; Buochuama et al., 2018).  

        Les écorces de L. acida sont mélangées avec la gousse de Parkia biglobosa (Jacq.) R. Br. 

ex G. Don pour soigner les enflures, alors que ses feuilles sont mélangées avec les feuilles de 

Alafia barteri Oliv., les racines de Flueggea virosa (Roxb. ex Willd.) Royle et les grenades de 

Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich pour soigner le cancer (Soladoye et al., 2010). Au Ghana, 

les feuilles de L. acida sont mélangées avec celles de Azadirachta indica A. Juss et Mangifera 

indica pour soigner le paludisme (Asase et al., 2005). Les travaux de Djoueche et al. (2011) ont 

montré que les écorces de L. acida sont mélangées à celles de Guiera senegalensis J.F. Gmel 

pour éliminer les parasites intestinaux.  

I.5.4- Travaux pharmacologiques antérieurs

          De nombreux travaux ont été réalisé in vitro et in vivo avec différentes parties et extraits 

de L. acida. In vitro, la fraction enrichie en polyphénols des écorces du tronc a montré des 

propriétés antihelminthiques et antifongiques (Konaté et al.,2018). Kone et al. (2004) ont 

montré que l’extrait éthanolique des racines possède des activités antibactériennes notamment 

contre les souches de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, et Bacillus subtilis. Les travaux de Akinsinde 

et Olukoya (1995) ont révélé que, les extraits éthanolique et aqueux de L. acida possèdent des 

activités viricides contre les vibrions cholériques. Les travaux réalisés par Ouattara et al. 

(2011a ; 2011b) ont montré que L. acida possède des activités antioxydantes, 

immunostimulantes et antibactériennes notamment contre la souche Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv, agent responsable de la tuberculose. Molander et al. (2014) ont montré 

que, les extraits aqueux et éthanolique de L. acida possèdent des activités protéolytiques. 
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In vivo, les études de Etuk et al. (2009) ont révélé que l’extrait aqueux des écorces du 

tronc de L. acida est utilisée pour soigner la diarrhée, la dysenterie et le mal d’estomac 

(Yaoitcha et al., 2015). Owusu et Ofori, (2017) ont montré que l’extrait aqueux des écorces du 

tronc de L. acida aux doses de 30 et 300 mg/kg possède des activités anti-inflammatoires et 

analgésiques. Des travaux in vivo ont montré que L. acida possède des propriétés 

anticonvulsivantes (Imoro et al., 2013) ; hypoglycémiante et antioxydante (Sarwar et al., 2011). 

Les travaux de Ahmed et al. (2010) ont montré que l’extrait au méthanol des écorces du tronc 

de L. acida aux doses de 50, 100, 200 et 400 mg/kg PC possède des propriétés profertilisantes 

(augmentation du nombre, de la mobilité des spermatozoïdes ainsi que du taux de testostérone 

sérique) chez les rats de souche Wistar. Tetsassi et al. (2019) ont montré que L. acida possède 

des effets curatifs contre la toxicité reproductive masculine induite par l’imidaclopride chez le 

mâle. 

I.5.5- Investigations phytochimiques

         Les travaux de Leung et al. (1968) ont montré que les feuilles de L. acida sont riches en 

calcium, hydrates de carbone, lipides, protéines et du phosphore inorganique De nombreuses 

autres études ont montré que les feuilles, écorces et racines de L. acida contiennent des 

alcaloïdes, des glycosides, des saponines, les phénols, les tannins et les terpènoïdes (Manzo et 

al., 2017 ; Onoshe et al., 2018). Dans leurs études, Sultana et Ilyas (1986) ont identifié dans 

l’extrait à l’acétone des feuilles un flavanone nommé 6,7-(2”,2”-dimethyl chromeno) -8-γγ, γ-

dimethyl allyl flavanone 1. Muhaisen, (2013) a isolé des écorces du tronc quatre composés 

polyphénoliques nommés : 6,7-(2”,2”-dimethyl chromeno) -8-g, g-dimethyl allyl flavanone1 ; 

3’,4’dihydroxy-7,8(2”,2”- dimethyl chromeno) -6-g, g dimethyl allyl flavonol ; 7-

methyltectorigenin et l’Irisolidone.  



CHAPITRE II  

MATERIEL ET METHODES 
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II.1- MATERIEL 

II.1.1- Matériel végétal 

Les écorces du tronc de Lannea acida ont été récoltées à Moutourwoua (Extrême Nord, 

Cameroun) le 11 juillet 2017. La plante localisée aux coordonnées géographiques de N10° 

12,681’, et E0 14° 11,623’ à l’aide d’un GPS de marque "ESTREX" a été authentifiée à 

l’Herbier National du Cameroun (HNC-IRA, Cameroun) par Mr NANA en comparaison avec 

un spécimen déposé au numéro de référence N°40942/ HNC. 

II.1.2- Animaux expérimentaux  
 
 

Les animaux utilisés dans cette étude étaient des rates albinos de souche Wistar, âgées 

entre 10 et 12 semaines et pesant en moyen 200 g. Elles ont été élevées dans l’animalerie du 

Laboratoire de Physiologie Animale, Faculté des Sciences, Université de Yaoundé I 

(Cameroun). Elles ont été soumises à un cycle d’éclairage naturel (12 h jour/12h nuit) et à une 

température ambiante. Les rates avaient un accès libre à l’eau et à un régime alimentaire 

composé de : farine de maïs (36,7%), farine d’os (14,5%), farine de blé (36,6 %), farine de 

poisson (4,8 %), tourteaux de palmiste (7,3%), chlorure de sodium (0,3%), complexe 

vitaminique (vitamine D3, vitamine A, vitamine E) (Olivitazol, 0,01%). Toutes les 

expérimentations in vivo ont été réalisées suivant les lignes directrices 86/609/CEE de l’Union 

Européenne (UE) adoptées par le Comité National d’Ethique du Cameroun (CNEC) du 

Ministère de la Recherche Scientifique et Technologique de l’Innovation du Cameroun (Reg. 

Numéro : FWA-IRD0001954). 

II.1.3- Lignées cellulaires 

  Les lignées cellulaires suivantes ont été utilisées dans ce travail : 

➢ Lignée cellulaire MCF-7 

   La lignée cellulaire MCF-7 provenant de l’adénocarcinome des cellules mammaires 

exprimant des récepteurs aux œstrogènes a été obtenue de la banque des cellules de l’Université 

Fédérale de Rio de Janeiro au Brésil. 

➢ La lignée cellulaire HEK293T  

     La lignée cellulaire embryonnaire du rein humain 293T (HEK293T) contenant l’antigène 

SV40 a été obtenu de ATCC (Centre Globale de Bioressources, Australie).  

II.1.4- Substances pharmacologiques  

Le 17β-œstradiol Valérate (E2V) (Progynova® 2 mg), fabriqué par Delpharm (Lille, 

France), a été achété en pharmacie. Le Fulvestrant (ICI 182,780) et l’œstradiol benzoate (Estr-

1,3,5(10) -trien-3,16α,17β-triol) ont été fournis par Sigma-Aldrich (Hambourg, Allemagne). 
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Les deux sous-types de récepteurs aux œstrogènes humains alpha (ERα) et beta (ERβ), de même 

que l’œstradiol fluorescent ES2 ont été fournis par Invitrogen® (Sydney, Australie). 

II.2- METHODES  

II.2.1- Protocole d’extraction de la plante 
 

Les écorces du tronc de L. acida ont été découpées, séchées à l’ombre et broyées. En 

suite, 2000 g de poudre ont été macérés pendant 72 h dans 6 L d’éthanol à 95%. La solution 

obtenue a été filtrée à l’aide du papier Whatman numéro 4. La poudre résiduelle a été à nouveau 

macérée dans 6 L d’éthanol pendant 48 h. La procédure a été répétée trois fois sur la même 

poudre. Les filtrats obtenus ont été concentrés à l’évaporateur rotatif sous pression réduite (337 

mbar à 40°C). Un total de 272 g d’extrait a été obtenu, soit un rendement de 13,6 % et conservé 

à 4°C (Figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Protocole d’extraction à l’éthanol des écorces du tronc de Lannea acida  
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d’œstrogènes endogènes (OCDE,2007), les animaux ont été répartis en 6 groupes de cinq (5) 

animaux chacun et traités par voie orale entre (15h et 16h) pendant trois jours (3 jours) comme 

suit : le groupe 1 (OVX), servait de témoin négatif et a reçu de l’eau distillée, le groupe 2, 

servait de témoin positif et a reçu l’œstradiol valérate (Progynova®) à la dose de 1 mg/kg PC, 

les quatre derniers groupes, ont été traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses 

respectives de 50, 100, 200 et de 300 mg/kg PC, respectivement. Ces doses ont été obtenues à 

partir des travaux de Ahmed et al., (2010). Vingt-quatre heures (24h) après la dernière 

administration des substances, un jeûne nocturne non hydrique (de 12h) a été imposé aux 

animaux. Le frottis vaginal a été réalisé et tous les animaux ont été sacrifiés sous anesthésie 

[kétamine (10 mg/kg PC, ip) /valium (15 mg/kg PC, ip)]. La glande mammaire (GM), le vagin 

et l’utérus ont été aussitôt prélevés. L’utérus a été pesé et une portion des cornes utérines de 

tous les animaux a été prélevée, pesée et broyée dans du tampon phosphate (0,1 M, pH 7,5) à 

l’aide du porter téflon sur un bac de glace en vue de préparer les homogénats (Figure 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Protocole expérimental d’évaluation des propriétés œstrogéniques de l’extrait 

éthanolique de L. acida. 

OVX = animaux ovariectomisés, H2O = eau distillée ; E2V = œstradiol valérate à la dose de 1mg/kg ; 

LA = extrait éthanolique de Lannea acida administré aux doses de 50, 100, 200 et de 300 mg/kg PC. 
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protéine totale et de glycogène dans l’utérus. Tous les organes prélevés (utérus, vagin et glande 

mammaire) ont été fixés dans du formol à 10% pour les analyses histologiques 

II.2.3- Evaluation des effets préventifs de l’extrait éthanolique de L. acida sur un

modèle d’ostéoporose induite par l’ovariectomie chez la rate 

Pour cette expérience, 25 rates âgées de 10 à 12 semaines ont été utilisées. Après 7 jours 

d’acclimatation, 20 rates ont été ovariectomisées le premier jour de l’expérimentation, en 

utilisant l'approche dorsale (Lane et al., 2003) et 5 autres ont subi une chirurgie dorsale 

(blanche). Quatorze (14) jours après, temps nécessaire pour le déclin hormonal endogène 

(OCDE, 2007), les animaux ont été répartis en 5 groupes de cinq animaux chacun et soumis à 

un traitement oral (16h et 17h) quotidien pendant 12 semaines de la manière suivante : le groupe 

Sham servant de témoin normal et le groupe OVX servant de témoin négatif ont reçu de l’eau 

distillée (2 mL/kg PC). Le groupe 3 (E2V), servait de témoin positif et a reçu l’œstradiol valérate 

à la dose de 1 mg/kg PC. Les deux derniers groupes ont reçu l’extrait éthanolique de L. acida 

respectivement aux doses de 50 et de 200 mg/kg PC (doses ayant montré des meilleurs effets 

œstrogéniques). Le suivi de l’évolution pondérale des rates s’est fait hebdomadairement. Vingt-

quatre heures après le dernier traitement, un jeûne nocturne non hydrique (de 12 h) a été imposé 

aux animaux, qui ont par la suite été sacrifiés sous anesthésie [kétamine (10 mg/kg PC, ip) et 

valium (15 mg/kg PC, ip)]. Le sang artéro-veineux a été recueilli dans deux types de tubes : une 

partie a été introduite dans les tubes secs et centrifugée à 3000 trs /min pendant 15 minutes et 

les séra collectés ont été conservés à -20°C dans les tubes secs en vue des analyses biochimiques 

(taux de calcium, du phosphore inorganique, et l’estimation de l’activité de la phosphatase 

alcaline. L’autre partie du sang a été recueillie dans les tubes contenant un anticoagulant 

(EDTA) en vue de l’analyse hématologique. Les fémurs (droit et gauche), les tibia (droit et 

gauche), la vertèbre lombaire numéro trois (VL-3), l’os mandibulaire (Os-M), l’utérus et le 

vagin ont été prélevés. Les masses des utéri, du tibia droit et du fémur droit à l’état frais ont été 

déterminées et leurs masses relatives calculées. Les utéri, vagins, l’Os-M, VL-3, le tibia gauche 

et fémur gauche ont été fixés dans le formol 10%, pour analyses histologiques. Le fémur droit, 

la VL-3 et l’Os-M [prélevé au niveau du septum inter-radiculaire de la deuxième molaire tel 

que décrit par Lucinda et al. (2010)], après une semaine de fixation dans du formol à 10%, ont 

été décalcifiés dans l’acide nitrique à 10% pendant 24 h et fixés de nouveau dans du formol 

10% tel que recommandé par Cannet, (2006), pour des analyses histologiques ultérieures. Les 

volumes du tibia droit et du fémur droit ont été mesurés à l’aide d’un Pléthysmomètre (model 

7150 Ugo Basile, Italie) et leurs densités minérales calculées à partir de la formule : densité = 
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(masse de l’os frais (kg) ×1000 (kg/mm3) /volume de l’os (mm3) (Yoon-Bok et al., 2004). Après 

évaluation de ces paramètres, les os ont été séchés à l’étuve à ventilation à 110 °C pendant 48 

h et pesés de nouveau pour obtenir la masse sèche des os. Ces os ont été incinérés à l’étuve à 

200 °C puis broyés. La poudre obtenue a été dissoute dans de l’eau déionisée (0,5 g pour 2 mL) 

et conservée à -20°C en vue d’estimer les taux de calcium et du phosphore inorganique dans 

les os (Figure 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Protocole expérimental d’évaluation des effets préventifs de l’extrait éthanolique 

de L. acida sur un modèle d’ostéoporose post-ovariectomie chez la rate Wistar.   

Os-M = os mandibulaire ; VL-3 = vertèbre lombaire numéro 3 ; OVX= animaux ovariectomisés ; H2O 

= eau distillée ; SHAM= chirurgie blanche ; E2V = œstradiol valérate ; LA = extrait éthanolique de 

Lannea acida aux doses de 50 et de 200 mg/kg PC. 
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réparties en 4 groupes de cinq animaux chacun. Le deuxième groupe comptait 25 rates qui ont 

été ovariectomisées en utilisant l’approche dorsale (Lane et al., 2003) et distribuées en 5 

groupes de cinq animaux chacun. Après 30 jours, temps nécessaire pour induire l’ostéoporose 

sur le fémur de la rate après ovariectomie bilatérale (Yousefzadeh et al., 2020), la fracture a été 

induite à l’extrémité supérieure du fémur de la patte postérieure droite de tous les animaux 

exceptés ceux du groupe Sham (ayant reçu de l’eau distillée) tel que décrit par Ngueguim et al. 

(2017) : [Après anesthésie à l’aide de la kétamine (10 mg/kg PC, ip) et du valium (15 mg/kg 

PC, ip), une incision longitudinale (1 cm) a été réalisée à l’aide d’un bistouri respectivement 

sur la peau et les muscles de la cuisse. Les muscles ont été ensuite dégagés et la surface osseuse 

bien exposée. À l’aide d’une perceuse électrique portant une mèche (2 mm de diamètre), un 

trou a été réalisé à l’extrémité supérieure du fémur. Après cette opération les muscles et la peau 

ont été fermés à l’aide des files résorbables compartiment par compartiment]. Les animaux ont 

été en suite traités à la gentamicine per os (70 mg/ kg PC) et observés pendant quatre jours à 

cause de la douleur provoquée au cours de la fracturation. Au jour 35, les animaux ont été 

soumis à un traitement quotidien (par gavage, entre 16 h et 17 h) pendant huit semaines 

consécutives (Mélanie et al., 2014). Les animaux du premier groupe (animaux Sham-fracturés) 

ont été traités comme suit : Les lots I, II et III ont reçu l’extrait éthanolique de L. acida aux 

doses respectives de 50, 100 et de 200 mg/kg PC. Le dernier groupe ayant servi de témoin non 

fracturé (NF-SHAM) a reçu de l’eau distillée. Les animaux du deuxième groupe ont été traités 

comme suit : animaux ovariectomisés et fracturés (FOVX) servant de témoin négatif ont reçu 

de l’eau distillée (lot I), les animaux ovariectomisés et fracturés du lot II ont reçu l’œstradiol 

valérate (FE2V) à la dose de 1 mg/kg (témoin positif) et les trois derniers lots tests (III, IV et 

V) étaient des animaux ovariectomisés et fracturés ayant reçu l’extrait éthanolique de L. acida 

aux doses respectives de 50, 100 et de 200 mg/kg PC. Le suivi de l’évolution pondérale des 

rates s’est fait de manière hebdomadaire. Vingt-quatre heures après la dernière administration 

des substances, les animaux ont été soumis à un jeûne non hydrique (12 h), et ont été sacrifiés 

sous anesthésie [kétamine (10 mg/kg PC, ip) et valium (15 mg/kg PC, ip)]. Le sang artéro-

veineux a été recueilli dans deux types de tubes : Une partie a été récupérée dans les tubes 

contenant l’anticoagulant EDTA en vue de l’analyse hématologique. L’autre partie a été 

recueillie dans les tubes secs. Après centrifugation à 3000 trs /min pendant 15 minutes les 

surnageants (séra) ont été prélevés et conservés à - 20°C pour des analyses biochimiques [(taux 

de calcium, de phosphore inorganique, de l’estimation de l’activité de la phosphatase alcaline) 

et de quelques paramètres du stress oxydant [pouvoir antioxydant total (FRAP), les activités de 

la catalase et de la Glutathion peroxydase]. Les fémurs (droit et gauche), l’utérus et le vagin ont 
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été prélevés. Les masses relatives des utéri et du fémur gauche (à l’état frais) ont été 

déterminées. L’utérus, le vagin et le fémur droit ont été fixés dans du formol 10%, pour analyses 

histologiques (Figure 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Protocole d’évaluation des effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la 

cicatrisation de la fracture fémur chez la rate Wistar 

FOVX = animaux ovariectomisés et Fracturés, H2O = eau distillée, FE2V = animaux OVX fracturés et 

traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg ; NFSham = animaux non ovariectomisés et non 

fracturés recevant de l’eau distillée ; FLA = animaux OVX fracturés et traités à l’extrait éthanolique de 

Lannea acida aux doses de 50 ,100 et 200 mg/kg PC ; FSLA = animaux normaux, fracturés et recevant 

l’extrait éthanolique de L. acida aux respectives de 50,100 et de 200 mg/Kg PC. FRAP= capacité 

antioxydante totale ; CAT= catalase ; GPx= glutathion peroxydase ; ALP= alcaline phosphatase. 
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de chaque animal a été séché à l’étuve (à 110°C), puis pesé et broyée et la poudre obtenue a été 
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dissoute dans de l’eau déionisée (0,5 g pour 2 mL). La solution finale a été centrifugée (à 3000 

trs /min pendant 15 minutes) et les surnageants ont été prélevés et conservés dans les microtubes 

Eppendorf à -20°C en vue des dosages des taux de calcium, du phosphore inorganique, de 

l’activité de la phosphatase alcaline osseuse et de certains paramètres du stress oxydatif tels que 

la catalase, la glutathion péroxydase et la capacité antioxydante totale (FRAP) 

II.2.5-Evaluation in vivo et in vitro des effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur les

récepteurs aux œstrogènes 

Dans le souci de mettre en évidence les possibles modes d’actions cellulaires, l’extrait 

éthanolique de L. acida a été testé in vitro sur des lignées cellulaires MCF-7 et HEK293T en 

culture. 

II.2.5.1- Cultures cellulaires

➢ Culture des cellules MCF-7

Les cellules MCF-7 ont été cultivées dans un milieu de culture RPMI-1640 supplémenté 

avec du sérum bovin Fœtal (FBS) à 10%, de la pénicillium 100 U/mL, de la streptomycine à 

100 µg/mL et du tampon HEPES à 10 mM. La culture cellulaire a été réalisée à une température 

maintenue à 37°C dans le CO2 à 5% d’humidité atmosphérique et à un pH 7,4. Tous les deux 

jours, environ 90% de surnageant étaient remplacés. La viabilité cellulaire (minimum 95%) a 

été vérifiée au début de l’expérience par la méthode de "Trypan Blue" (Zingué et al., 2017).  

➢ Cultures des cellules HEK293T et transfection des récepteurs aux œstrogènes

La culture des cellules embryonnaires du rein humaine 293T (HEK293T) a été réalisée

dans un milieu stérile sous une hotte à flux laminaire, sous une atmosphère de 5% de CO2 à 

37°C avec 80% d’humidité dans un incubateur à CO2 de marque "Thermo Scientific" 

(Melbourne, Australie). Les cellules ont été cultivées de façon routinière dans des boites de 

pétri en plastique de 75 cm2 contenant en moyenne 15 mL de milieu de culture RPMI-1640.  

        Les cellules HEK293T ont été transfectées de manière stable avec le plasmide du 

récepteur α ou celui du récepteur β (cellules HEK293T-ERα ou HEK293T-ERβ) et un 

plasmide d’expression portant l’élément de réponse aux œstrogènes couplé à un plasmide 

rapporteur de la luciférase ((ERE)2-tk-Luc) gracieusement fourni par le Dr. Simon Chu 

(Institut de recherche médical Hudson, Melbourne, Australie) et un plasmide rapporteur de la 

β-galactosidase utilisant la lipofectamine (Invitrogen, Carlsbad, C A, U.S.A.). 
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II.2.5.2- Test de Viabilité cellulaire in vitro 

 Le test de résazurine est basé sur le fait que toute cellule vivante possède une activité 

mitochondriale alors qu’il n’en est pas de même pour les cellules mortes. Le test de viabilité 

cellulaire en présence de l’extrait de L. acida a été effectué sur les cellules de l’adénocarcinome 

mammaire MCF-7 et sur les cellules embryonnaires du rein humain HEK293T par la méthode 

de "Alamar Blue". Techniquement, les différentes cellules ont été ensemencées (environ 10000 

cellules) dans une microplaque de 96 puits dans un volume de 100 µL de véhicule. Elles ont 

été incubées pendant 24 heures pour permettre leur adhésion au support. Ces cellules ont été 

traitées comme suit : Le groupe I (témoin) a reçu le DMSO (solvant dans lequel l’extrait a été 

préparé) à une concentration de 0,01%. Les autres groupes (II, III, IV, V et VI) servant de 

groupes tests ont été traités à l’extrait éthanolique de L. acida à des concentrations respectives 

de 0,1, 1, 10,100 et de 200 µg/mL. Le traitement a duré 24 h. La CC50 (concentration nécessaire 

pour réduire le nombre de cellules de 50%) a été déterminée par analyse de la régression non 

linéaire du logarithme de concentration en fonction de la réponse normalisée (pourcentage de 

viabilité cellulaire) à l’aide du logiciel graph Pad Prism 5.0. Chaque expérience a été effectuée 

en triplicata et répétée trois fois. 

II.2.5.3- Evaluation in vitro de l’activité œstrogénicité/antiœstrogénique de l’extrait 

     éthanolique de L. acida  

L’évaluation de l’activité œstrogénique/antiœstrogénique de l’extrait éthanolique de L. 

acida a été réalisée sur les cellules MCF-7 par la méthode "E-Screen ". Le test "E-Screen " est 

un test qui consiste à mesurer l’effet d’une substance sur la prolifération des cellules 

cancéreuses du sein (ERα+) œstrogénosensibles (Soto et al., 1995). Dans le milieu de culture 

RPMI-1640 supplémenté avec le sérum fœtal bovin à 10%, environ 50000 cellules ont été 

introduites dans chaque puit, d’une plaque de 24 puits. Ensuite, la trypsine a été ajoutée dans 

les puits pour permettre l’adhésion des cellules à la paroi. Après 24 h d’incubation à 37°C, à 

5% de CO2 et pH 7,4, les cellules ont été lavées avec une solution de tampon phosphate saline 

et le sérum de remplacement (0,5 × 2) contenant du rouge phénol a été ajouté dans chaque 

milieu de culture. Dans le volume final de chaque puit, la concentration du DMSO était de 

0,01%.  

Pour évaluer l’activité œstrogénique, le stock de l’extrait éthanolique de L. acida [(100 

mg/mL) préparée dans le DMSO] à été ajouté dans les différents milieu de culture à des 

concentrations croissantes de 0,1, 10 ,100 à 200 µg/mL finale. Les cellules traitées avec le 
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DMSO (0,01%) ont servi de temoin normal et d’autres traitées à la quercétine (10 nM) ou avec 

le 17β-œstradiol (10 nM) ont servi de témoins positifs. 

Pour évaluer l’activité antiœstrogénique, le 17β- œstradiol à la concentration de 10 nM 

a été associé à l’extrait éthanolique de L. acida à des concentrations croissantes (0,1, 10 ,100 et 

200 µg/mL) ont été ajouté dans chaque puit, avant incubation des cellules. L’expérience a été 

stoppée après 144 h d’incubation par retrait du milieu de culture, fixation des cellules avec 

l’acide trichlorique acétique (10%) et incubation à 4°C pendant 1 h. Par la suite, les cellules ont 

été lavées (4 fois) avec de l’eau du robinet puis séchées et en fin colorées avec le 

sulforhodamine-B (SRB) 0,057% (m/v) dissoute dans l’acide acétique pendant 30 min. Le 

colorant ainsi lié a été solubilisé avec une base (Tris)10 mM à un pH 10,5 et les absorbances 

ont été lues dans un lecteur ELISA Biotek EL800 (Winooski, USA) à 510 nm. Les résultats de 

l’activité œstrogénique ont été exprimés sous forme de moyenne ± erreur standard sur la 

moyenne des effets prolifératifs (EP) calculés selon la formule suivante : EP = nombre totale 

des cellules dans les groupes tests / Nombre des cellules des groupes contrôle (Schiliro et al., 

2011). L’activité anti-œstrogénique des groupes essais a été déterminée comme étant les effets 

prolifératifs relative (EPR%). La prolifération cellulaire dans les puits tests induite par L. acida 

a été comparée à celle induite par le 17𝛽-œstradiol. EPR% = [EP des échantillons /EP du17𝛽-

œstradiol] x100 tel que décrit par Resende et al. (2013). 
 

II.2.5.4- Evaluation in vitro des effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur les deux sous-

    types de récepteurs aux œstrogènes α et β  

L’habilité de l’extrait éthanolique de L. acida à activer les récepteurs aux œstrogènes 

(ERα et ERβ) a été évaluée sur la lignée cellulaire embryonnaire du rein humaine (HEK 293T) 

contenant l’antigène SV40 et transfectée de manière stable avec le plasmide du récepteur α ou 

celui du récepteur β. Ces cellules ont été traitées pendant 24 heures à l’extrait éthanolique de L. 

acida à des concentrations de 10-5, 10-4, 10-3, 10-2 et 10-1 μg/mL. Les cellules traitées 

uniquement avec l’E2B ont servi de témoin positif 

Dans le but d’évaluer l’activité antiœstrogénique ou antagoniste de l’extrait, les 

différentes substances de traitement ont été respectivement combinés à l’E2B à la dose de 10 

nM (HEK293T-ERα) ou 10 nM (HEK293T -ERβ) pendant 24 h. Le control positif du test 

antiœstrogénique était constitué des cellules cotraitées à l’E2B et au fulvestrant (anti-œstrogène 

pur) à la dose de 300 µg/mL. Ce test a été réalisé à l’aide d’un kit commercial (Promega®, 

Australie) en suivant les instructions du fabricant. L’activité de la luciférase a été mesurée et 

normalisée contre l’activité de la β-galactosidase, déterminée en utilisant la 2-nitrophenyl β-D-
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galactopyranoside (ONPG). Chaque expérimentation a été réalisée en triplicata et répétée trois 

fois. 
 

II.2.5.5- Evaluation in vivo des effets de l’extrait éthanolique de L. acida en présence d’un 

 antagoniste (le fulvestrant) 

Vingt-cinq (25) rates âgées d’environ 9 semaines ont été ovariectomisées en utilisant 

l’approche dorsale (Lane et al., 2003) et cinq (5) autres ont subi une chirurgie blanche. Quatorze 

jours après ovariectomie (temps nécessaire pour observer le déclin d’œstrogènes endogènes) 

(OCDE,2007), les animaux ont été distribués en 6 groupes de cinq (n= 5) animaux chacun et 

traités entre 16 h et 17 h pendant trois jours. Les groupes I et II servant respectivement de 

témoin normal (SHAM) et de témoin négatif (OVX) ont reçu de l’eau distillée (Figure 14).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Protocole d’évaluation in vivo des effets de l’extrait éthanolique de L. acida en 

présence d’un antagoniste (le fulvestrant) 

H2O = eau distillée, Sham = animaux ayant subi une chirurgie blanche et ayant reçu de l’eau distillée, 

OVX = animaux ovariectomisés, recevant de l’eau distillée , E2V = animaux OVX ayant reçu le 17 β-

œstradiol à la dose de 0,75 mg/kg PC ; Ful = animaux OVX, ayant reçu le fulvestrant (ICI 182, 780) à 

la concentration de 300 µg/mL ; E2B + Ful = animaux OVX, cotraités avec l’œstradiol valérate à la dose 

de 0,75 mg/kg et le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 300 µg/mL ; LA 50 = animaux OVX, 

ayant reçu l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 50 mg/kg PC ; LA50 + Ful = animaux OVX , 

cotraités avec l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 50 mg/kg PC  et le fulvestrant (ICI 182, 780) 

à la concentration de 300 µg/mL. 
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Le groupe III servant de témoin positif a reçu l’œstradiol valérate (Progynova®) à la 

dose de 0,75 mg/kg PC, le groupe IV a reçu l’E2V (0,75 mg/kg PC) et le fulvestrant (ICI 182, 

720) à la dose de 300 µg/mL. Le groupe V a reçu l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de

50 mg/kg PC (la plus petite dose ayant montré des effets œstrogéniques probants) et le dernier 

groupe (groupe VI) a reçu l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50 mg/kg PC et le 

fulvestrant à la dose de 300 µg/mL. A l’exception du fulvestrant qui a été administré par voie 

sous cutanée, les autres substances ont été administrées par voie orale. Vingt-quatre heures 

après la dernière administration des substances, un jeûne nocturne non hydrique de 12 h a été 

imposé aux animaux, qui ont par la suite été sacrifiés par dislocation cervicale. La glande 

mammaire (GM), le vagin et l’utérus ont été prélevés. Les utéri ont été pesés et leur masse 

relative a été calculée. Tous les organes prélevés (utérus, vagin et glande mammaire) ont été 

fixés dans du formol à 10% pour les analyses histologiques ultérieures 

II.2.6- Caractérisation phytochimique de l’extrait éthanolique de L. acida

III.2.6.1- Détermination de la composition minérale de l’extrait éthanolique de L. acida

La détermination des constituants minéraux (calcium, magnésium, potassium, sodium 

et phosphores) dans l’extrait éthanolique de L. acida a été réalisée dans le Centre d’Analyse de 

la Faculté des Sciences de l’Université de Johannesburg (Afrique du Sud). L’extrait éthanolique 

de L. acida a été pesé et 0,5 g d’extrait a été introduit dans chaque tube de digestion contenant 

au préalable 10 mL d’acide nitrique (HNO3). Ces tubes ont été ensuite placés dans le système 

de digestion MARS 6 microwave (CEM Matthew, USA) pendant 30 minutes et leur contenu 

complété à 50 mL par ajout d’eau déionisée (40 mL). Après cette étape, 1 mL de chaque tube 

préparé a été prélevé et introduit chacun dans un tube de 15 mL et le volume complété à 10 mL 

par ajout de l’acide nitrique (HNO3) à 1%. En fin, le contenu minéral des échantillons a été 

déterminé à l’aide du spectrophotomètre (SPECTRO Analytical Instruments, Germany) (Figure 

15). 

Figure 15 : Protocole de détermination de la composition minérale de l’extrait éthanolique de 

L. acida.
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II.2.6.2- Détermination de la concentration en polyphénols totaux et en flavonoïdes dans 

 l’extrait éthanolique de L. acida et de l’activité antiradicalaire in vitro   

La détermination de la concentration en polyphénols totaux et en flavonoïdes dans l’extrait 

éthanolique de L. acida a été effectuée suivant les méthodes décrites respectivement par 

Singleton et Rossi, (1999) et Zhishen et al. (1999). Le potentiel antioxydant in vitro de l’extrait 

a été déterminé par la méthode « Ferric Reducing Antioxydant Power » (FRAP) décrite par 

Benzie et Strain, (1996) et l’activité antiradicalaire 1,1-diphényl-2-picrilhydrazyl (DPPH) de 

l’extrait de L. acida suivant le protocole décrit par Katalinié et al. (2003). Les différents dosages 

ont été effectués en triplicata et les standards utilisés étaient la quercétine (pour les polyphénols 

totaux et flavonoides) et l’acide gallique (pour l’activité antiradicalaire DPPH). 
 

 

II.2.7- Evaluation de la toxicité orale aiguë de l’extrait éthanolique de Lannea acida 

         La toxicité aiguë par voie orale de l’extrait éthanolique de L. acida a été évaluée chez la 

rate suivant la méthode du protocole de l’OCDE, ligne directrice n° 423 pour les essais des 

substances chimiques (méthode par classe de toxicité aigüe) adoptés le 17 décembre 2001 

(OCDE, 2001a). Six (6) rates saines, âgées d’environ 10 semaines et de masse corporelle 

moyenne 130 ± 10 g ont été réparties en deux groupes de trois rates chacun. Elles ont été 

soumises à un jeûne non hydrique pendant la nuit précédant l’administration des substances 

(Figure 16).  
 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

Figure 16 : Evaluation de la toxicité aiguë par voie orale de l’extrait éthanolique de L. 

acida selon la ligne directrice n° 423 de l’OCDE, (2001).  
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Après la période de jeûne, les animaux ont été pesés et le groupe témoin a été traité avec 

de l’eau distillée tandis que le groupe test recevait l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 

2000 mg/kg PC (Figure 16). Après l’administration des différentes substances, les animaux ont 

été de nouveau privés de nourriture pendant 3 à 4 heures et ont été observés individuellement 

au moins une fois pendant les premières 30 minutes, puis, 2, 4 et 24 heures, avec une attention 

particulière pendant les 4 premières heures. Ils ont été ensuite observés quotidiennement 

pendant 14 jours après l’administration des substances. La prise du poids corporel s’est faite 

tous les 3 jours. Les signes cliniques de toxicité portaient sur la respiration, les observations des 

modifications au niveau du comportement, de la peau, des poils, des yeux et de l’activité 

somato-motrice. L’attention a été aussi portée sur les observations éventuelles de convulsion, 

salivation, diarrhée et la mortalité. Au 15e jour, les animaux ont été pesés et sacrifiés sous 

anesthésie [Kétamine 10 mg/kg PC, ip /valium 15 mg/kg PC, ip] et soumis à la nécropsie. Les 

organes (foie, poumons, cœur, estomac, rate, reins et surrénales) ont été prélevés, puis pesés 

immédiatement et leurs masses relatives ont été calculées. L’histologie du foie, du rein et du 

poumon a été également effectuée  

II.2.8- Frottis vaginal

Pour réaliser le frottis, 0,5 mL de NaCl 0,9% a été injecté à l’aide d’une micropipette 

dans le vagin. Ensuite, 10 µL de ce contenu vaginal ont été prélevés à l’aide d’une micropipette 

puis étalés sur une lame à bord rodé et colorés suivant la méthode de Papanicolaou : [les cellules 

contenues dans le prélèvement ont subi une fixation humide dans trois bains d’éthanol de degrés 

décroissants (80°,70°et 50°), à raison de 30 secondes par bain. Après rinçage à l’eau distillée 

pendant 30 secondes, les lames ont ensuite séjourné dans l’hématoxyline de Harris pendant 5 

minutes. Un rinçage à l’eau de robinet (5 minutes) et à l’eau distillée (30 secondes) a été effectué 

et les lames ont été introduites dans la solution d’Orange G (OG 6) pendant 90 secondes. Après 

avoir subi deux bains d’éthanol 95% (2 ×30 secondes), ces lames ont été maintenues dans la 

solution d’éosine alcoolique 65 (mélange polychrome EA-65) pendant 90 secondes puis, dans 

des bains successifs d’éthanol 95% (3 × 30 secondes), d’éthanol absolu (1 × 30 secondes), 

d’éthanol/xylène (1 × 30 secondes) et de xylène (1 × 30 secondes]. Ces lames ont enfin été 

égouttées avant l’observation au microscope (Fortier et Hould, 2003) 

II.2.9- Ovariectomie

Elle consiste en l’ablation des ovaires. La méthode utilisée dans ce travail est celle 

décrite par Lane et al. (2003). Les rates ont été préalablement anesthésiées avec du valium (10 

mg/kg PC) et de la kétamine (15 mg/kg PC) administrés par voie intrapéritonéale. Les animaux 

ont ensuite été placés en décubitus ventral dans un bac à dissection et une petite boutonnière 
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d’environ un centimètre (1 cm) a été faite sur le dos. A partir de cette ouverture, une légère 

incision du péritoine a été réalisée de chaque côté de l’abdomen à l’aide d’un ciseau. Les amas 

de graisse entourant les ovaires ont ainsi été mis en évidence. Les ovaires directement 

observables ont été séparés des cornes utérines après une ligature effectuée entre la corne 

utérine et l’ovaire. L’ouverture dorsale et la boutonnière ont ensuite été refermées avec des 

points de suture au files resorbables. 

II.2.10- Prélèvement du sang

Des échantillons de sang artéro-veineux ont été collectés dans deux types des tubes. Une 

partie de sang a été introduite dans les tubes étiquetés contenant l’anticoagulant (EDTA) en vue 

de la numération formule sanguine et une autre partie de sang a été introduite dans des tubes à 

essai sec au préalable étiquetés. Le sang contenu dans les tubes à essai a été centrifugé à 3000 

tr/min pendant 15 minutes à 5°C pour obtention du sérum. Les séra collectés ont été introduits 

dans les microtubes Eppendorf et ont été conservés à -20°C.  

II.2.11- Prélèvement des organes

Chaque rate a été placée en décubitus dorsal dans un bac à dissection après avoir été 

sacrifiée. Après excision de la peau, la glande mammaire a été prélevée par cisaillement de la 

graisse entourant un mamelon. L’ouverture de la cavité abdominale a permis de mettre en 

évidence tous les organes de la rate. L’utérus a été isolé du vagin en sectionnant au niveau de 

l’anneau utérin (limite entre les deux organes). Le vagin quant à lui a été isolé en coupant juste 

au-dessus de l’orifice génital. Le cœur, le foie, les reins, les glandes surrénales, les poumons, la 

rate, les fémurs (gauche et droit), les tibias (gauche et droit) et la vertèbre lombaire-3 (VL-3) 

ont également été prélevés. Après prélèvement, le vagin et la glande mammaire ont été 

immédiatement fixés dans du formol à 10%. Par la suite, une corne utérine, une portion de foie, 

du rein, de la rate, des poumons ont été introduits dans du formol à 10%. Le fémur droit, quant 

à lui a séjourné 7 jours dans du formol à 10% après quoi, il a été décalcifié à l’aide de l’acide 

nitrique à 10% pendant 24 h, avant d’être à nouveau introduit dans du formol à 10% comme 

décrit par Ateba et al. (2013) et Zingue et al. (2014). 

La masse relative des organes (MR) tels que l’utérus, le fémur (frais et sec) et le tibia 

(frais et sec), le foie, le rein, la rate, et le poumon a été exprimée en mg/kg de masse corporelle 

(MC), et calculée suivant la formule :  

Mo (mg) 

MR (mg/kg PC) = avec Mo = masse de l’organe (mg). 

MC (kg) 
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II.2.12- Techniques histologiques 
 

L’histologie permet la préparation des tissus/organes en vue de leur observation au 

microscope. Les techniques utilisées sont celles décrites par Cannet (2004, 2006). 
 

II.2.12.1- Fixation  
 

La fixation est la première étape et la base de la préparation des tissus en vue de leur 

observation au microscope. Le but de la fixation est de préserver les cellules et les constituants 

tissulaires dans un état aussi proche que possible de celui du vivant et de permettre au tissu de 

passer par les étapes de la technique histologique sans changement ni déformation. Le fixateur 

utilisé dans cette étude était du formol à 10 %.  

La macroscopie s’est déroulée comme suit : les différents organes fixés ont été 

sectionnés suivant un plan bien définit (transversal ou longitudinal) et disposés dans des 

cassettes en matières plastiques et étiquetées. 

II.2.12.2- Déshydratation ou circulation 

Elle s’est faite en trois étapes :  

-  Déshydratation : La paraffine n’étant pas miscible avec l’eau, les tissus fixés ont été 

débarrassés de toute trace d’eau avant de pouvoir être inclus. Pour ce procédé, 8 bacs d’alcool 

ont été utilisés successivement à raison de 2 heures dans chaque bac dans l’ordre ci-après : 1 

bac d’éthanol à 80% (1 × 2 h), 4 bacs d’éthanol à 95% (4 ×2 h) et 3 bacs d’éthanol à 100% (3 

× 2 h). 

-  Eclaircissement : Elle consiste à remplacer la solution de déshydratation par un solvant 

miscible dans le milieu d’inclusion. C’est une étape de transition réalisée par des hydrocarbures 

benzéniques à l’instar du xylène ou du toluène. Ainsi, après déshydratation, deux bains dans du 

xylène (2 × 2 h) ont suffi pour réaliser cette opération.  

 - Imprégnation : Pour obtenir des coupes fines, il est nécessaire d’incorporer dans les tissus 

une substance neutre qui durcit les fragments. La substance utilisée était la paraffine. 

L’imprégnation consiste au remplacement de l’eau des cellules et des tissus par une substance 

qui durcit les prélèvements. Les cassettes contenant les fragments d’organes ont séjourné 4 

heures (2 ×2 h) dans de la paraffine chaude et liquide (60°C). 
 
 

II.2.12.3- Inclusion et coupes 

L’inclusion fournit un support externe aux tissus, ce qui permet la réalisation des coupes 

au microtome. Les tissus ont été placés dans des moules en inox remplis de paraffine en fusion 

(60°C) qui est mise à solidifier sur une surface froide (-4°C) après orientation appropriée du 

tissu dans le bloc. Les blocs obtenus ont été coupés à l’aide d’un microtome à volant de marque 
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LEICA RM 2125 RT (Leica microsystème Nussloch 6 mbH, D-69226 Nussloch). Des rubans 

de coupes de 5 m d’épaisseur obtenus ont été étalés dans un bain-marie contenant de l’eau 

gélatinée. Au moyen de lames porte-objet propres et étiquetées, les coupes ont été recueillies et 

séchées à l’étuve à 45°C pendant 24 heures. 

 

II.2.12.4- Coloration 

La coloration permet de visualiser les constituants cellulaires et tissulaires en leur faisant 

capter et fixer des colorants de façon plus ou moins sélective. La technique de coloration utilisée 

dans ce travail est la coloration usuelle et classique à l’hématoxyline-éosine dans laquelle 

l’hématoxyline colore les constituants acides du noyau en bleu-violacé et l’éosine les 

constituants basiques du cytoplasme en rose-rouge. La coloration a été faite en deux étapes à 

savoir :  

- Le déparaffinage et la réhydratation : Il s’agit d’une étape au cours de laquelle les coupes 

sont débarrassées de la paraffine dans des bains de xylène et réhydratées dans des bains d’alcool 

à concentrations décroissantes jusqu'à l’eau distillée ; chaque bain ayant une durée de 5 minutes 

(Xylène (3×5 min) ; éthanol à 100% (3 × 5 min) ; éthanol à 95% (1×5 min) ; éthanol à 80% (1 

× 5 min) et eau distillée (1 × 5 min). 

- La coloration proprement dite : Après déparaffinage, les lames contenant des coupes 

d’organes sont passées successivement dans les bains d’hématoxyline de Harris (2 x5 min), 

d’eau de robinet (2 x 5 min), d’éthanol à 70% (1 x 5 min), d’éthanol à 95% (1 x 5 min), d’éosine 

alcoolique à 0,5% (1 x 5 min) et en fin d’eau de robinet (1 x 5 min). 

 

II.2.12.5- Montage  

Le montage permet de protéger les coupes par une fine lamelle de verre et de les 

conserver. Le milieu de montage était la résine synthétique (le baume de Canada) non miscible 

à l’eau. Les coupes ont été déshydratées avant d’être montées. Cette opération a été faite en 

deux étapes : la déshydratation dans trois bains d’alcool absolu (3 × 5 min) et l’éclaircissement 

dans trois bains de xylène (3 × 5 min). Une fois les coupes déshydratées et montées, les images 

ont été obtenues par analyse microscopique. 

 

II.2.13- Analyse microscopique et interprétation des résultats 
 

L’analyse microscopique des coupes histologiques a été effectuée au moyen d’un 

équipement complet constitué d’un microscope Axios Kop 40 relié à un ordinateur où les 

images sont transférées et analysées avec les logiciels MRGrab 1.0 et Axio Vision 3.1, tous 

fournis par ZEISS (Hallberman, Allemagne).   
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L’histomorphologie de l’utérus et du vagin a permis de déterminer la taille des épithélia 

utérins et vaginaux. Celle de la glande mammaire a été réalisée par observation de la 

différenciation des couches cellulaires constituant l’alvéole, le diamètre des acini, ainsi que la 

présence ou l’absence de sécrétions éosinophiles dans la lumière alvéolaire. L’analyse de la 

microarchitecture du fémur (droit et gauche), du tibia droit, de la mandibule et de la vertèbre 

lombaire numéro-3 (VL- 3) a été réalisée par observation du réseau trabéculaire et de la moelle 

osseuse, des lacunes de résorption et la mesure de l’épaisseur de l’os trabéculaire. L’analyse de 

l’histomorphologie du foie, du rein, du rein et du poumon a consisté à l’observation de leurs 

structures constitutives.  

II.2.15- Protocoles des dosages

II.2.15.1- Dosage du glycogène dans l’utérus

➢ Principe

Après avoir extrait, précipiter et hydrolyser le glycogène utérin, le glucose formé a été 

dosé par la méthode de Folin Wu (1920). Cette méthode est basée sur les propriétés réductrices 

du glucose en milieu alcalin et à chaud. En effet, la solution de glucose a été mise en contact 

avec le réactif cuivreux permettant au glucose de réduire l’oxyde cuivrique (Cu2O) et de former 

l’oxyde cuivreux (CuO2) qui réagir à son tour avec le phosphomolybdique donnant une 

coloration bleue (d’oxyde cuivreux) qui présente un maximum d’absorption à 530 nm, 

l’intensité de coloration est proportionnelle à la quantité de glucose présente dans le milieu.  

➢ Mode opératoire

Les tubes comportant les homogénats d’utérus ont été portés au bain-marie bouillant 

pendant 30 minutes et sous agitation. Ils ont été ensuite refroidis sous l’eau. Deux gouttes de 

sulfate de zinc (ZnSO4) à 10 % et 4 mL d’éthanol à 95% y ont été ajoutés. Les tubes ont été 

agités et chauffés dans un bain-Marie jusqu’à ébullition permettant la précipitation du 

glycogène utérin. La suspension obtenue a été refroidie et centrifugée à 4500 tours/min pendant 

10 minutes et le surnageant a été éliminé. Deux millilitres d’acide sulfurique (H2SO4) à 2,5 N 

ont été ajoutés aux précipitas et les tubes ont été chauffés pendant 30 minutes permettant ainsi 

d’hydrolyser le glycogène. Un millilitre de cette solution a été prélevé et introduit dans des 7 

tubes (numérotés de 1 à 7) et complétés à 2 mL avec de l’eau distillée. Après ajout de 2 mL de 

solution de tartrate cuivrique à chaque tube et homogénéisation, la solution a été placée au bain-

marie à 37 °C pendant 8 minutes et ensuite refroidis. Deux (2) mL de réactif 

phosphomolybdique ont été ajouté dans chaque tube, permettant ainsi d’obtenir une coloration 

bleue. Le volume de chaque tube était ensuite complété à 20 mL avec de l’eau distillée. Ces 

tubes ont été ensuite agités et 10 minutes après, leurs différentes densités optiques ont été lues 



55 

au spectrophotomètre à 530 nm. Les concentrations de glucose ont été déduites d’une gamme 

d’étalon préparé à partir d’une solution standard de glucose à 0,5 g/L. Les résultats ont été 

exprimés en quantité de glycogène (mg) pour chaque animal. La quantité de glycogène a été 

déduite de la formule suivante : Quantité de glycogène (mg) = [(DO du tube/DO standard) × 

Concentration du standard ]×100.  

II.2.14.2 - Dosage des protéines totales

Les protéines totales de l’utérus ont été dosées suivant la méthode de Biuret (Gornall et 

al., 1949).  

➢ Principe

En milieu basique, le tartrate de sodium et de potassium forme avec les ions cuivriques 

un complexe soluble. L’addition d’une protéine déplace le cuivre complexé avec le tartrate pour 

former un complexe cuivro-protéique de couleur violette qui présente un maximum 

d’absorption à 540 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité de protéines 

présentes dans le milieu.  

➢ Mode opératoire

Dans les tubes à essais, 10 mL d’homogénat utérin ont été introduits tandis que le tube 

blanc, contenait de l’eau distillée (10 mL). Après ajout des différents réactifs dans chaque tube 

(590 mL d’eau distillée et 400 mL de la solution de Biuret), l’ensemble a été incubé pendant 5 

min à température ambiante. L’absorbance a été mesurée à 540 nm contre le blanc. La 

concentration en protéine totale des échantillons a été déterminée à partir de la courbe 

d’étalonnage (Figure 17), établie suivant la procédure présentée dans le tableau II. 

Tableau II : Détermination de la courbe d’étalonnage utilisé pour le dosage des protéines 

totales. 

La concentration des protéines dans les tubes tests a été déterminée en se servant de la 

courbe d’étalonnage (Figure 17). 

(mg) 
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage des protéines totales. 

II.2.14.3- Mesure de l’activité de la phosphatase alcaline

La mesure de l’activité de la phosphatase alcaline a été faite par la méthode 

colorimétrique à l’aide d’un Kit provenant de Giesse Diagnostics. 

➢ Principe

En milieu alcalin, la phosphatase alcaline catalyse l’hydrolyse du p-

nitrophénylphosphate (4-NPP) en p-nitrophénol (4-NP). La vitesse d’apparition du p-

nitrophénol déterminée par la variation de l’absorbance à 405 nm est proportionnelle à l’activité 

de la phosphatase alcaline dans le spécimen.  

La préparation des réactifs a été faite à une température de 15-25°C et la solution de 

travail a été préparée comme suit : les réactifs (A) et (B) ont été mélangés dans les proportions 

1V(A) pour 4 V(B) et la solution de travail (A+B) obtenue a été fermée et gardée à l’abri de la 

lumière à une température de 2-8°C.  

➢ Mode opératoire

Le tableau III présente le protocole de détermination de l’activité de la phosphatase 

alcaline sérique et osseuse. 

Tableau III : Détermination de l’activité de la phosphatase alcaline 

Solution de travail (A+B) 1000 µL 

Echantillon 25 µL 

Incubation dans un bain marie à 37°C (1min) et lecture de l’absorbance initiale à 405 nm 

contre l’eau distillée, puis toutes les minutes pendant 3 min.  

L’activité catalytique de la phosphatase alcaline a été exprimée en unité par litre (U/L) 

suivant la formule : ALP (U/L) = (    Abs/min x 2757) avec 

 (    Abs /min) = la moyenne de la variation des absorbances par minute ; 

2757= le coefficient de multiplication fourni par le Kit. 
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II.2.14.4- Dosage du calcium

Le dosage du calcium a été réalisé par la méthode colorimétrique à l’aide d’un Kit 

provenant de Biotec Diagnostics Uk Ltd. Unit 20, Cloud Hill, Temple Cloud, Bristol, UK, 

BS395BX.  

➢ Principe

En milieu alcalin, les ions calcium forment avec le complexe d’o-crésolphtaléine, un 

composé coloré en rouge-violet, dont l’absorbance mesurée à 570 nm est proportionnelle à la 

concentration en calcium dans les échantillons.  

➢ Mode opératoire

Le tableau IV présente le protocole de dosage du taux de calcium dans le sérum et dans

l’homogénat du fémur.

Tableau IV : Mode opératoire du dosage du calcium dans le sérum et le fémur 

Pipetés Blanc Etalon Essai 

Réactif 1 mL 1 mL 1 mL 

Eau distillée 10 µL - - 

Etalon - 10 µL - 

Echantillon - - 10 µL 

Mélange et incubation pendant 5 min à température ambiante. La lecture des 

absorbances a été réalisée à 570 nm contre le blanc réactif.  

      La concentration du calcium exprimée en mg/dL a été déterminée par la formule suivante : 

Absorbance (échantillon) 

Concentration (mg/dL) = × Concentration de l’étalon 

Absorbance (étalon) 

II.2.14.5- Dosage du phosphore inorganique sérique et osseux

Le dosage de phosphore a été fait par la méthode colorimétrique à l’aide d’un kit 

provenant de Biotec Diagnostics Uk Ltd.  

➢ Principe

En milieu acide et en présence d’un réducteur, le phosphore inorganique et le molybdate 

d’ammonium forment le complexe phospho-molybdique de couleur bleue, dont l’intensité de 

coloration est proportionnelle à la concentration en phosphore dans le spécimen. 

➢ Mode opératoire

Le protocole de dosage du phosphore inorganique est résumé dans le tableau V. 

Phosphore inorganique + H2SO4 + Molybdate d’Ammonium phospho-molybdate 
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Tableau V : Dosage du phosphore inorganique  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

La concentration du phosphore exprimée en mg/L a été déterminée d’après la formule 

suivante :   

                             Absorbance (échantillon)  

Concentration (mg/L) =                                            × 5   ou 5 = coefficient de multiplication                                        

                                  Absorbance (étalon)                         fournit par le kit 
 
 

II.2.14.6- Détermination du potentiel antioxydant in vivo de Lannea acida 

Le potentiel antioxydant de l’extrait éthanolique L. acida a été déterminée chez le rat 

suivant la méthode de la FRAP adaptée de Benzie et Strain (1996).  
 

➢ Principe  

Cette méthode mesure la capacité d’un antioxydant à réduire le fer à un pH bas (3,6). 

Une coloration bleue intense est formée lorsque le complexe 2,4,6-tris (2-pyridyl) -S-triazine 

(TPTZ) ferrique [Fe(TPTZ)2]
3+est réduit en tripyridyltriazine ferreux [Fe(TPTZ)2]

2+ et 

l’absorbance mesurée à 593 nm. 

                [Fe (TPTZ)2]
3+  

(antioxydant)    [ Fe (TPTZ)2]
2+ 

➢ Mode opératoire  

      Le tableau VI présente la procédure de détermination de la courbe d’étalonnage. 

Tableau VI : Protocole d’établissement de la courbe d’étalonnage de la FRAP 
 

Le tableau VII présente le protocole adopté pour déterminer le potentiel antioxydant in 

vivo de l’extrait de L. acida  

Réactifs Blanc Etalon Essai 

Réactif 2 (NaCl 1,2%) 500 µL 500 µL 500 µL 

Réactif 3 (Molybdate d’Ammonium 

(1,2%)°+ H2SO4 (2%)) 

500 µL 500 µL 500 µL 

Réactif 1 (étalon) - 50 µL - 

Echantillon - - 50 µL 

Eau distillée 50 µL - - 

Mélange, puis incubation pendant 15 min à température ambiante et lecture des absorbances 

du standard et des échantillons à 675 nm contre celle du blanc réactif. 

 

Tubes 
Etalons 

0 1 2 3 4 

Fe2S04 [µM] 0 5 20 25 30 

Fe2S04 (µL) 0 50 150 300 600 

H20 (µL) 2000 1950 1850 1700 1400 

- Homogénéisation et incubation à température ambiante pendant (12 min).  

- Lecture de l’absorbance à 593 nm contre le blanc. 
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Tableau VII : Détermination du potentiel antioxydant in vivo de L. acida  

Réactifs Blanc Essai 

Sérum (µL) - 75 

Eau distillée (µL) 75 - 

Réactif de FRAP (µL) 2000 2000 

- Homogénéisation et incubation à température ambiante pendant (12 min) 

- Lecture des absorbances à 593 nm contre le blanc. 
 

  La concentration de [Fe2SO4] des échantillons a été déterminée en utilisant l’équation 

de régression obtenue à partir de la courbe d’étalonnage (Figure 18). 

  

 

Figure 18 : Courbe d’étalonnage de détermination de la capacité antioxydante totale in vivo 

de L. acida. 

II.2.14.7- Mesure de l’activité de la catalase  

L’activité de la catalase a été mesurée suivant la méthode de Sinha (1972).  

➢  Principe  

Le peroxyde d’hydrogène est rompu en présence de la catalase. En présence de l’acide 

acétique à chaud et du peroxyde d’hydrogène, le dichromate de potassium est réduit en acétate 

chromique, en un intermédiaire réactionnel instable (l’acide per chromique). L’intensité de la 

coloration de l’acide chromique mesurée à 530 nm est proportionnelle à la quantité de peroxyde 

d’hydrogène non décomposé par la catalase et traduit par conséquent l’inverse de l’activité de 

la catalase.  
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➢ Mode opératoire

Tableau VIII : Détermination de la courbe d’étalonnage de dosage de la catalase 

Tubes 

Etalons 

1 2 3 4 5 6 

H2O2 (200 µmol/mL) 0 4 8 16 32 64 

Tampon phosphate sodium 0,01M, 

pH=7 (μL) 

750 700 650 600 550 500 

Dichromate de potassium (5%) et acide 

acétique glacial 96% (1 :3, v/v) (mL) 

1 1 1 1 1 1 

Concentration finale de H2O2 non 

décomposé (mM)   

0 5,71 11,43 17,14 22,85 28,59 

Figure 19 : Courbe d’étalonnage du H2O2 non décomposé par la catalase. 

Le tableau IX présente le protocole du dosage de l’activité de la catalase. 

Tableau IX : Détermination de l’activité de la catalase 

Réactifs Blanc Essai 

Blanc  0 100 

Tampon phosphate (µL) 1000 900 

- Homogénéisation et ajout du H2O2 pour déclencher la réaction

H2O2 (µL) 400 400 

- Arrêt de la réaction après 60 secondes par ajout du dichromate- acide acétique

Dichromate- acide acétique (µL) 2000 2000 

- Homogénéisation, chauffage dans de l’eau bouillante (100°C) pendant (10 min)

- Lecture de l’absorbance à 530 nm

L’activité de la catalase a été exprimée en mM de H2O2 décomposé/min/mg de 

protéines. Le calcul a été fait de la manière suivante : 

y = 0,0018x

R² = 0,9917
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                               [H2O2] initial- [H2O2] non décomposé (mM) /min 

Activité catalase =                                                                                      

                                     Quantité de protéines (mg) 

Quantité de protéines (mg) = concentration pondérale des protéines totales (mg/mL) × 

volume échantillon (mL). 
 

II.2.14.8- Détermination de l’activité de la glutathion peroxydase 

➢ Principe  

En présence du peroxyde d’hydrogène (H2O2) comme substrat et du pyrogallol, la 

peroxydase catalyse la formation de l’eau et du purpurogallin suivant l’équation : 

                                                

           H2O2 + Pyrogallol                                 2H2O + Purpurogallin  

➢ Mode opératoire  

 Le tableau X résume le protocole de détermination de l’activité de la glutathion 

péroxydase.  

Tableau X : Détermination de l’activité de la glutathion péroxydase. 

 

Réactifs  Blanc Essais 

 Eau distillée (µL) 2100 2100 

Tampon phosphate (100 mM, pH, 6) (µL) 420 320 

Solution du peroxyde d’hydrogène (0,05%) (µL) 160 160 

Solution de pyrogallol (0,5%) (µL) 320 320 

Sérum  - 100 

- Homogénéisation  

- Lecture des densités optiques à 420 nm après 20 sec et après 140 sec contre le blanc  
 

L’activité de la glutathion péroxydase a été exprimée en unité/mL d’enzyme ; elle est 

calculée selon la formule suivante : 

 Unité/mL = [Do Essai - Do Blanc] × (3) (df) / (12) (0,1) avec  

- 3 = volume (mL) des échantillons ; 

- df = facteur de dilution ; 

- 12 = coefficient d’extinction moléculaire de 1mg/ml de pyrogallol à 420 nm ; 

- 0,1= volume (mL) de l’enzyme utilisée. 
 

II.2.14.9- phytochimie de l’extrait éthanolique de L. acida  

 La détermination de la concentration en polyphénols totaux de L. acida a été effectuée 

suivant la méthode adaptée de Singleton et al. (1999). 

 

 

Peroxydase 
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➢ Principe  

Les polyphénols en milieu alcalin réduisent les acides phosphotungstiques et 

phosphomolybdique du réactif de Folin-Ciocalteu en un mélange d’oxydes bleus de tungstène 

et de molybdène qui absorbent la lumière à 765 nm.   

Le tableau XI présente la procédure de réalisation de la courbe d’étalonnage et de 

détermination de la teneur en polyphénols de l’extrait de L. acida. 

Tableau XI : Détermination de la courbe d’étalonnage de la teneur en polyphénols totaux dans 

l’extrait de L. acida. 

Réactifs (mL)    Etalons                                                                 Blanc   Essais  

1 2 3 4 5 6   

Extrait (1mg/mL) - - - - - - - 0,1 

Quercétine (1mg/mL) - 0,024 0,075 0,105 0,21 0,3 - - 

Eau distillée 0,3 0,276 0,225 0,195 0,09 - 0,1 - 

Réactif de Folin-Ciocalteu 1/10e 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

Na2 CO3 à 7,5 % 1 1 1 1 1 1 1 1 

- Homogénéisation.   

- Incubation à l’abri de la lumière pendant (2 h).   

- Lecture de l’absorbance à 765 nm contre le blanc 
 

La concentration en polyphénols totaux de Lannea acida a été déterminée par à partir 

de la courbe d’étalonnage (Figure 20). 

 

Figure 20 : Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux 

La teneur en polyphénols a été exprimée en mg équivalent quercétine/g d’extrait sec en 

utilisant la formule suivante :  

T = C × V/M avec :  

T = teneur en composés polyphénoliques (mg eq quercétine/g d’extrait sec) ;   

C = concentration d’extrait p équivalent à la quercétine, obtenu à partir de la courbe 

d’étalonnage (mg/mL) ;  

V = volume d’extrait (mL) et M = poids sec d’extrait (g). 
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II.2.14.10- Dosage des flavonoïdes totaux

La détermination de la concentration en flavonoïdes totaux dans l’extrait éthanolique de 

L. acida a été effectuée suivant la méthode adaptée de Zhishen et al. (1999).

➢ Principe

Le chlorure d’aluminium forme avec les groupements C-4 et C-3 ou C-5 hydroxy des 

flavones et flavonoïdes, des complexes acides stables. Il forme également des complexes acides 

labiles, avec les groupes orthodihydroxy dans l’anneau A- ou B- des flavonoïdes. L’absorbance 

a été mesurée à 510 nm contre le blanc.  

➢ Mode opératoire

Le tableau XII présente la procédure de réalisation de la courbe d’étalonnage de la teneur 

en flavonoïdes de l’extrait. 

Tableau XII : Détermination de la courbe d’étalonnage de la teneur en flavonoïdes de l’extrait. 

Réactif (mL) 

Etalons           Blanc      Essais 

1 2 3 4 5 - - 

Extrait 100 µg/mL - - - - - - 0,1 

Quercétine µg/mL 0,075 0,105 0,21 0,3 - - 

Eau distillée 0,3 0,225 0,195 0,09 - 0,4 0,3 

NaNO2 à 5%  0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 

Incubation à température ambiante pendant (5min) 

AlCl3 à 10% 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 

Incubation à température ambiante durant (1min) 

NaOH 1mM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Eau distillée 1 1 1 1 1 1 1 

Homogénéisation et lecture des absorbances à 510 nm contre le blanc 

Ces dosages ont été faits en triplicata et la concentration en flavonoïdes a été déterminée 

par extrapolation sur une courbe d’étalonnage (Figure 21). 

Figure 21 : Courbe d’étalonnage du dosage des flavonoïdes totaux. 

      La teneur en flavonoïdes a été exprimée en mg équivalent quercétine/g d’extrait sec en 

utilisant la formule précédente (voir page 62). 
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II.2.14.11- Détermination du potentiel antioxydant in vitro de L. acida    

La détermination du potentiel antioxydant (in vitro) de l’extrait éthanolique de L. 

acida a été effectuée suivant la méthode "Ferric Reducing Antioxydant Power" (FRAP) adaptée 

de Benzie et Strain, (1996).  

➢ Principe  

Cette méthode mesure la capacité des échantillons à réduire le fer à un pH acide (3,6). 

Une intense coloration bleue est formée lorsque le complexe 2,4,6-tris (2-pyridyl) -S-triazine 

(TPTZ) ferrique est réduit en tripyridyltriazine ferreux. L’absorbance a été mesurée à 593 contre 

le blanc.       

                [Fe (TPTZ)2]
3+  

(antioxydant)    [ Fe (TPTZ)2]
2+ 

➢ Mode opératoire  

Le tableau XIII présente la procédure de réalisation de la courbe d’étalonnage et de 

détermination du potentiel antioxydant de l’extrait. 

Tableau XIII : Détermination de la courbe d’étalonnage du potentiel antioxydant in vitro. 

 

Réactifs (µL) 

   Etalons Blanc  Essais  

1 2 3 4 5 6   

Extrait (1mg/mL) - - - - - - - 75 

Acide gallique 

(µg/mL) 

- 7,5 12,5 25 50 100 - - 

Eau distillée 100 87,5 75 50 25 - 75 - 

Réactif de FRAP 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

- Incubation pendant (12 min) 

- Lecture des absorbances à 593 nm contre le blanc 
   

Ces dosages ont été faits en triplicata et le potentiel antioxydant a été déterminé en 

utilisant l’équation de régression de la courbe d’étalonnage (Figure 22). 

 

Figure 22 : Courbe d’étalonnage de détermination du potentiel antioxydant in vitro. 
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Le potentiel antioxydant a été exprimé en µg équivalent acide gallique/mL d’extrait sec 

en utilisant l’équation de régression obtenue à partir de la courbe d’étalonnage (Figure 22). 

II.2.14.12- Activité antiradicalaire 1,1-diphényl-2-picrilhydrazyl (DPPH) 

     L’activité antiradicalaire DPPH de l’extrait de L. acida a été évaluée suivant le protocole 

de Katalinié et al. (2003).  

➢ Principe  

Il repose sur la réduction du radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrilhydrazyl) de couleur 

violette en un composé de couleur jaune par transfert de l’atome d’hydrogène pour former le 

DPPH-H stable (1,1-diphényl-2-picrilhydrazine). L’intensité de la coloration, mesurée au 

spectrophotomètre à 517 nm est inversement proportionnelle à l’activité antiradicalaire des 

composés contenus dans l’extrait à analyser. 

➢ Mode opératoire  

 Dans différents tubes à essai, ont été introduits 500 μL d’extrait à des concentrations de 

25, 50 et 100 μg/mL et 500 μL d’une solution préparée de DPPH 400 μM. L’acide gallique a 

été utilisé comme standard aux concentrations 0,1,1, 10, 100 et 1000 μg/mL. La solution témoin 

(standard) était constituée de 500 μL d’eau distillée et 500 μL de la solution DPPH. Après 30 

min d’incubation à température ambiante et à l’obscurité, les absorbances ont été lues à 517 nm 

contre le blanc. L’activité antiradicalaire a été exprimée en pourcentage de radical DPPH réduit 

et calculée suivant la formule :  

 
 

 

 

 

II.2.15- Analyse statistique 
 

L’analyse des résultats a été faite à l’aide du test d’analyse de variance (One-Way 

ANOVA) suivit du post-test de Dunett. Toutes les données présentées dans ce travail ont été 

exprimées sous forme de moyenne ± erreur standard sur la moyenne (ESM). Les valeurs de 

probabilité p < 0,05 indiquent le seuil de significativité. 

 

 

 

 

 

 

Activité antiradicalaire (%) = [1- (DO échantillon /DO contrôle)] ×100 

 



CHAPITRE III : RESULTATS 
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III.1- Effets œstrogéniques in vivo de l’extrait éthanolique de Lannea acida chez la rate

Wistar 

III.1.1- Effets sur l’utérus

III.1.1.1- Effets sur les paramètres morphologiques

La figure 23A représente les coupes histologiques de l’utérus des animaux traités 

pendant trois jours. L’observation microscopique des coupes montre des cellules de 

l’épithélium utérin hypertrophiées de forme cylindrique chez les rates traitées à l’E2V et de 

forme cubique chez ceux du groupe OVX recevant de l’eau distillée (témoin négatif) (Figure 

23A). La microphotographie de l’épithélium utérin des rates recevant L. acida à la dose de 200 

mg/kg PC montre tout comme chez les rates traitées à l’E2V (1mg/kg), un épithélium stratifié 

possédant deux couches, une couche germinative et une couche granuleuse, avec des cellules 

cubiques de grande taille (Figure 23A). La mesure de la taille de l’épithélium utérin, montre 

une augmentation significative (p < 0,001) de la taille de l’épithélium utérin chez les animaux 

traités à l’E2V (1mg/kg PC) comparé au groupe OVX (Figure 23B). Elle est de 173,70 ± 0,58 

µm chez les animaux traités à l’E2V (1mg/kg PC) contre 63,85 ± 0,21 µm chez ceux du groupe 

OVX. L’extrait éthanolique de L. acida tout comme l’E2V a induit une augmentation 

significative de la taille de l’épithélium utérin à la dose de 200 mg/kg (p < 0,05). Aucune 

variation significative n’a été observée aux doses de 50, 100 et de 300 mg/kg PC par 

comparaison au groupe OVX.  

Concernant la masse relative de l’utérus (Figure 23C), les résultats ont montré qu’au 

terme de trois jours de traitement, l’E2V à la dose de 1mg/kg a induit une augmentation 

significative (p < 0,001) de la masse relative de l’utérus comparé au groupe OVX. Elle est de 

85,23 ± 43,73 mg/kg chez les animaux traités à l’E2V contre 46,01 ± 33,55 mg/kg chez les 

témoins négatifs. L. acida tout comme l’E2V a induit l’augmentation significative de la masse 

relative de l’utérus aux doses de 50 (p < 0,05) et 200 mg/kg (p < 0,001) comparé au groupe 

OVX (Figure 23C).  
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Figure 23 : Effets de 3 jours de traitement à l’extrait éthanolique de L. acida sur l’histologie de 

l’utérus (A) (400, coloration à l’hématoxyline- éosine), la taille de l’épithélium utérin (B) et sur 

la masse relative de l’utérus (C) 

OVX = animaux ovariectomisés et recevant de l’eau distillée ; E2V = animaux ovariectomisés et traités 

à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg PC ; LA = animaux OVX recevant l’extrait éthanolique de 

Lannea acida aux doses de 50, 100, 200 et de 300 mg/kg PC. Lu = lumière utérine ; En = endomètre ; 

My = myomètre. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± ESM (n=5) ; *p < 0,05 ; **p < 

0,01 et ***p < 0,001 (différence significative par rapport au groupe OVX). 

III.1.1.2- Effets sur la teneur en eau, le taux de protéines totales et de glycogène

Les résultats consignés dans le tableau XIV montrent les effets de l’extrait éthanolique de

L. acida sur la teneur en eau, le taux de protéines et de glycogène dans l’utérus. L’E2V a induit

une augmentation significative du taux de protéines totales (p < 0,01) et de glycogène (p < 0,01) 
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ainsi que de la teneur en eau dans l’utérus (p < 0,001) par comparaison au groupe OVX. L. 

acida a induit une augmentation significative de la teneur en eau dans l’utérus aux doses de 50 

mg/kg (p < 0,05), 100 mg/kg (p < 0,01), 200 mg/kg (p < 0,01) et de 300 mg/kg PC (p < 0,05) 

comparé au témoin négatif (OVX). Une augmentation significative du taux de protéines totales 

a été observée chez les rates traitées à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 100 mg/kg 

(p < 0,01) et de 300 mg/kg PC (p < 0,05). Les résultats ont également montré, une augmentation 

significative (p < 0,05) du taux de glycogène chez les rates traitées à l’extrait éthanolique de L. 

acida aux doses 50, 100 et de 200 mg/kg PC comparativement au groupe OVX. 

Tableau XIV : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la teneur en eau, le taux de 

protéines et glycogène dans l’utérus 

Groupes 

Doses 

Teneur en eau 

dans l’utérus 

(MF/MS) 

Taux de protéine 

totale dans l’utérus 

(mg/mL) ° 

Taux de glycogène 

dans l’utérus 

(mg/mL) 

OVX   0,1300 ± 0,0140    0,1087± 0,0002    5,4300 ± 0,1000 

E2V  0,4100 ± 0,0580*** 0,1114 ± 0,0003** 9,2100 ± 0,2100** 

LA 

50 mg/kg   0,2000 ± 0,0080*     0,1091± 0,0003 6,7100 ± 0,4200* 

100 mg/kg 0,3100 ± 0,0250** 0,1105 ± 0,0001** 7,3000 ± 0,2500* 

200 mg/kg 0,2900 ± 0,0360** 0,1095 ± 0,0002* 6,9000 ± 0,5300* 

300 mg/kg  0,2300 ± 0,0320* 0,1090 ± 0,0002 6,1100 ± 0,3000 

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne ± ESM, (n = 5). OVX = animaux 

ovariectomisés et ayant reçu de l’eau distillée ; E2V = animaux ovariectomisés, traités à l’œstradiol 

valérate à la dose de 1 mg/kg PC ; LA = animaux OVX traités à l’extrait à l’éthanol de Lannea acida 

aux doses de 50, 100, 200 et de 300 mg/kg PC. MF= masse de l’utérus frais, MS= masse de l’utérus sec.  

*p < 0,05 ; **p < 0,01 et ***p < 0,001 (différence significative par rapport au groupe OVX). 

III.1.2- Effets sur le vagin

III.1.2.1- Effets sur la cytologie vaginale

La figure 24 indique les effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la cytologie vaginale.

Les résultats montrent chez les animaux du groupe OVX recevant de l’eau distillée, un cycle 

bloqué en diœstrus. Le diœstrus est matérialisé par la présence des cellules parabasales en 

abondance, des nombreux polynucléaires et de quelques cellules intermédiaires. L’E2V (1 

mg/kg PC) ainsi que L. acida aux doses de 50 et de 100 mg/kg a induit l’œstrus chez les animaux 

OVX. L’œstrus est matérialisé sur le frottis vaginal par la présence des cellules superficielles 

et de polynucléaires. L. acida aux doses de 200 et 300 mg/kg a induit le prœstrus, caractérisé 

par la présence des cellules intermédiaires en abondance (Figure 24).  
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Figure 24 : Effets de 3 jours de traitement à l’extrait éthanolique de L. acida sur la cytologie 

vaginale. Microphotographies (400, coloration à Papanicolaou).  

OVX = animaux ovariectomisés, recevant de l’eau distillée ; E2V = animaux ovariectomisés traités à 

l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg PC ; LA = animaux ovariectomisés traités à l’extrait 

éthanolique de Lannea acida aux doses de 50, 100, 200 et de 300 mg/kg PC ; CS = cellules superficielles 

; CI = cellules intermédiaires ; Po = polynucléaires ; CP = cellules parabasales. 

       Seul l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 300 mg/kg a induit un indice de 

maturation hormonale (déterminé par comptage des cellules) comparable à celui des animaux 

traités à l’E2V à la dose de 1 mg/kg PC (Tableau XV). 

Tableau XV : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur les types cellulaires, l’indice de 

maturation hormonale et le cycle hormonale 
 

 

Groupes 
Dénombrement des différents types cellulaires   Indice de 

maturation 

hormonale 

Stade du 

cycle œstral 
 Parabasales Intermédiaires Superficielles Polynucléaire 

OVX  ~300116 ~11 0 Très élevé 99/1/0 Diœstrus 

E2V  0 ~30 ~2025 Très Faible 0/2/98      Œstrus 

 
 

LA 

50 ~4210 ~420 ~2 Élevé 90/9/1 Œstrus 

100 ~122 ~416 ~25 En trace 21/74/5 Œstrus 

200 ~100 ~607 ~10 Faible 14/85/1 Prœstrus 

300 ~353 ~505 ~770 En trace 22/31/47 Prœstrus 
 

Les valeurs représentent le nombre des différentes cellules. OVX = animaux ovariectomisés ayant reçu 

de l’eau distillée ; E2V = animaux ovariectomisés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg PC 

; LA = animaux ovariectomisés recevant l’extrait éthanolique de Lannea acida aux doses de 50, 100, 

200 et de 300 mg/kg de PC et ~ = environ. 

 

OVX E2V LA 50 

   
LA 100 LA 200 LA 300 

   

CP 
CS 

CS 

CS 

CI 
CP 

Po 

CI 

CP CS 

CI 

20 µm 



  

 

71 

III.1.2.2- Effets sur la taille de l’épithélium vaginal 

Les résultats de la Figure 25B montrent une augmentation significative (p < 0,01) de la taille 

de l’épithélium vaginal chez les animaux traités à l’E2V à la dose de 1mg/kg PC. L’épithélium 

vaginal à une taille de 746,41 ± 2,24 µm chez les animaux traités à l’E2V contre 88,18 ± 3,03 

µm chez le témoin négatif. L’épithélium vaginal des rates traitées à l’E2V présente trois 

couches ; une couche germinative, une couche granuleuse et une couche cornée, comparé a 

celui du groupe témoin qui présente une seule couche, la couche germinative (Figure 25A).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Effets de 3 jours de traitement à l’extrait éthanolique de L. acida sur l’histologie du 

vagin (A) et la taille de l’épithélium vaginal (B) (400, coloration à l’hématoxyline-éosine). 

 OVX = animaux ovariectomisés recevant de l’eau distillée ; E2V = animaux ovariectomisés traités à 

l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg PC ; LA = animaux OVX traités à l’extrait à l’éthanol de 

Lannea acida aux doses de 50, 100, 200 et de 300 mg/kg ; Co = couche cornée ; Lu = lumière vaginale 

; Gr = couche granuleuse ; Gg = couche germinative ; Ch = chorion. Les résultats sont exprimés sous 

forme de moyenne ± ESM (n = 5) ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001 (différence significative par 

rapport au groupe OVX). 
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L. acida tout comme l’E2V a induit une augmentation significative de la taille de

l’épithélium vaginal respectivement aux doses de 50 (p < 0,05), 100 (p < 0,01) et de 200 mg/kg 

PC (p < 0,05) par comparaison au groupe OVX. L’épithélium vaginal des rates traitées à L. 

acida présente deux couches, une couche germinative et une couche granuleuse (Figure 25A). 

III.1.3- Effets sur la glande mammaire

La figure 26 représente les microphotographies de la glande mammaire des rates

ovariectomisées et traitées pendant 3 jours. Le traitement à l’E2V à la dose de 1 mg/kg montre 

une augmentation du diamètre et de la lumière des alvéoles. Une différenciation des couches 

cellulaires constituant l’alvéole et la présence des sécrétions éosinophiles dans la lumière 

alvéolaire sont également observées. L’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 100, 200 et 

300 mg/kg PC a mimé les effets de l’E2V induisant des changements semblables sur la glande 

mammaire. Seules les doses de 200 et de 300 mg/kg PC ont induit la production des sécrétions 

éosinophiles par comparaison au groupe OVX (Figure 26).  

Figure 26 : Effets de 3 jours de traitement à l’extrait éthanolique de L. acida sur la glande 

mammaire. Microphotographies (400, coloration à l’hématoxyline-éosine).  

OVX= animaux ovariectomisés traités à de l’eau distillée ; E2V = animaux ovariectomisés traités à 

l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg PC ; LA = animaux OVX traités à l’extrait éthanolique de 

Lannea acida aux doses de 50, 100, 200 et de 300 mg/kg PC respectivement ; Ac = Acinus ; Ep = 

épithélium acinaire ; Ta = tissus adipeux, Tc = tissus conjonctifs ; Se = sécrétion éosinophile. 
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III.2- Effets préventifs de l’extrait éthanolique de L. acida sur un modèle

d’ostéoporose induite par l’ovariectomie chez la rate Wistar 

II.2.1- Effets sur l’utérus

La Figure 27A montre les microphotographies de l’utérus après 12 semaines de 

traitement. Les résultats montrent que l’ovariectomie a induit une réduction significative (𝑝 < 

0,001) de la taille de l’épithélium utérin (2,02 ± 0,06) (Figure 27B) et de la masse relative de 

l’utérus frais (248,02 ± 19,56) (Figure 27C) comparativement au groupe SHAM. L’observation 

de l’épithélium utérin révèle la présence des cellules épithéliales utérines hypertrophiées, qui 

ont une forme cylindrique dans le groupe SHAM comparé au groupe OVX où elles possedent 

une forme cubique de petite taille (Figure 27A). Les résultats montrent que, l’E2V à la dose 1 

mg/kg PC a significativement (p < 0,01) prévenu la baisse la taille de l’épithélium utérin 

(397,39%) et la masse relative de l’utérus frais (694,65%) comparé au groupe OVX. Les 

cellules épithéliales utérines sont également hypertrophiées et sont passées de la forme cubique 

à la forme cylindrique suite au traitement à l’E2V durant 12 semaines. L’extrait éthanolique de 

L. acida à la dose de 50 mg/kg PC tout comme l’E2V a significativement (𝑝 < 0,05 ; 30,82%)

prévenu la baisse de la taille de l’épithélium utérin suite à la déplétion œstrogénique post-

ovariectomie. Aucune variation significative de la masse relative de l’utérus n’a été observée à 

toutes les doses testées (50 et 200 mg/kg PC) au terme de 12 semaines de traitement comparé 

au groupe OVX (Figure 27C). 
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Figure 27 : Effets à l’extrait éthanolique de L. acida sur l’histologie de l’utérus (A) (400, 

coloration à l’hématoxyline-éosine), la taille de l’épithélium utérin (B) et la masse relative de 

l’utérus (C) après 12 semaines de traitement. 

 * p < 0,05, ***p < 0,01 (différence significative par rapport au groupe OVX). Les résultats sont exprimés 

sous forme de moyenne ± ESM (n = 5).    

SHAM = animaux ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée, OVX = animaux 

ovariectomisés ayant reçu de l’eau distillée, E2V = animaux ovariectomisés traités à l’œstradiol valérate 

à la dose de 1 mg/kg ; LA = animaux OVX traités à l’extrait à l’éthanol de Lannea acida aux doses de 

50, 100, 200 et de 300 mg/kg PC respectivement ; Lu = lumière utérine ; En = endomètre ; My = 

myomètre.  
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III.2. 2- Effets sur le vagin  

La Figure 28 montre les effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur le vagin après 12 

semaines de traitement. L’analyse des coupes histologiques du vagin montre une réduction 

significative (p < 0,001) de la taille de l’épithélium vaginal (Figure 28A) chez les rates 

ovariectomisées comparé au groupe SHAM. La taille de l’épithélium vaginal est de 419,40 ± 

1,82 µm chez les animaux du groupe SHAM contre 80,74 ± 0,29 chez les témoins négatifs. 

L’histologie du vagin montre chez les rates du groupe SHAM un épithélium pluristratifié avec 

trois couches : une couche germinative, une couche granuleuse et une couche cornée comparé 

à un épithélium monostratifié (germinative) dans le groupe OVX (Figure 28B). L’E2V a 

significativement (p < 0,001, 994,73 ± 0,85) prevenu la baisse de la taille de l’épithélium 

vaginal par comparaison au groupe OVX. Les animaux du groupe E2V tout comme ceux du 

groupe SHAM possedent un épithélium pluristratifié constitué d’une couche germinative, d’une 

couche granuleuse et d’une couche cornée. Lannea acida à toutes les doses testées (50 et 200 

mg/kg PC) n’a induit aucune variation significative de la taille de l’épithélium vaginal après 12 

semaines de traitement (Figure 28B).  
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Figure 28 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’histologie du vagin (400, coloration 

à l’hématoxyline-éosine) et taille de l’épithélium vaginal (B) après 12 semaines de traitement.  

***p < 0,001 (différence significative par rapport au groupe OVX). Les résultats sont exprimés sous 

forme de moyenne ± ESM (n= 5) 

SHAM = animaux ayant subis une chirurgie blanche et traités à de l’eau distillée ; OVX= animaux 

ovariectomisés et traités à de l’eau distillée, E2V= animaux ovariectomisés traités à l’œstradiol valérate 

à la dose de 1 mg/kg ; LA= animaux ovariectomisés traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses 

de 50 et de 200 mg/kg PC ; Co = couche cornée ; Lu = lumière vaginale ; Cg = couche granuleuse ; 

Gg = Couche germinative ; Ch = chorion.  

III.2.3- Effets sur la masse relative et la densité minérale du fémur et du tibia

Les résultats consignés sur la Figure 29 montrent une réduction significative de la masse 

relative du fémur frais (𝑝 < 0,05) (Figure 29A) et du tibia frais (𝑝 < 0,001) induite par 

l’ovariectomie comparativement au groupe SHAM (Figure 29B). 
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Figure 29 : Effets de l’extrait éthanolique de Lannea acida après 12 semaines de traitement sur 

la masse relative du fémur [frais (A) et sec (C)], du tibia [frais (B) et sec (D)] et sur la densité 

minérale du fémur (E) et du Tibia (F). 

SHAM = animaux ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée ; OVX= animaux 

ovariectomisés ayant reçu de l’eau distillée, E2V = animaux ovariectomisés et traités à l’œstradiol 

valérate à la dose de 1 mg/kg, L. acida = animaux ovariectomisés et traités à l’extrait éthanolique de 

Lannea acida aux doses de 50 et de 200 mg/kg PC. *p < 0,05, **p < 0,01 (différence significative par 

rapport au groupe OVX) ; #p < 0.05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 (différence significative par rapport au 

groupe SHAM). Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± ESM (n = 5). 
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L’ovariectomie a également induit une réduction significative (𝑝 < 0,05) de la masse 

relative du fémur sec (Figure 36C) et du tibia sec (Figure 36D). Une réduction significative de 

la densité minérale du fémur (33,78% ; 𝑝 < 0.01) (Figure 38E) et du tibia (38,83%, 𝑝 < 0,001) 

(Figure 36F) a été observée chez les rates ovariectomisées comparé au groupe SHAM. L’E2V 

à la dose de 1 mg/kg PC a prévenu la diminution (𝑝 < 0,05) de la masse relative du fémur et du 

tibia (frais et secs) ainsi que de leurs densités minérales (fémur et tibia). L’extrait éthanolique 

de L. acida à la dose 200 mg/kg PC tout comme l’E2V a prévenu la réduction (𝑝 < 0,05) de la 

masse relative du tibia (frais et sec), du fémur (frais et sec) ainsi que de la densité minérale du 

fémur et du tibia comparativement au groupe OVX. 

III.2.4- Effets sur quelques biomarqueurs du métabolisme osseux 

Le tableau XVI récapitule les effets de l’extrait éthanolique de L. acida après 12 

semaines de traitement sur les biomarqueurs du métabolisme osseux. L’ovariectomie a 

significativement augmenté (42,29% ; 𝑝 < 0,001) l’activité de la phosphatase alcaline sérique 

(ALPser) comparé au groupe SHAM. Comparé au groupe OVX, l’E2V a prévenu 

l’augmentation (21, 29%, 𝑝 < 0,05) de l’activité de l’ALPser. L’extrait éthanolique de L. acida 

à la dose de 50 mg/kg comme l’E2V a empêché l’augmentation (31,49%, 𝑝 < 0,001) de l’activité 

de l’ALPser. Aucune variation significative n’a été observée à la dose de 200 mg/kg PC.  

L’ovariectomie n’a induit aucune variation significative du taux du calcium dans le tibia 

et le fémur. L’OVX a induit une réduction significative (60,22% ; 𝑝 < 0,001) du taux du 

phosphore inorganique dans le tibia ainsi qu’une réduction bien que non significative (28,57% ; 

𝑝 > 0,05) dans le fémur comparativement au groupe SHAM. L’E2V a prévenu la baisse 

(73,03%, 𝑝 < 0,05) du taux du phosphore inorganique dans le fémur par comparaison au groupe 

OVX. L’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 200 mg/kg PC a prévenu la réduction (𝑝 < 

0,05) des taux du calcium [dans le fémur] et du phosphore inorganique [dans le fémur (50,86%, 

𝑝 < 0,05) et dans le tibia] (61,27% ; 𝑝 < 0,05) par comparaison au groupe OVX (Tableau XVI). 
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Tableau XVI : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur quelques biomarqueurs du métabolisme osseux après 12 semaines de traitement sur 

des rates ovariectomisées 

Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± ESM (n = 5) ; *p < 0,05 et ** p < 0,01, *** p < 0,001 (différences significatives par rapport au groupe

OVX) ; #p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 (différences significatives par rapport au groupe SHAM).

SHAM = animaux ayant subis une chirurgie blanche ayant reçu de l’eau distillée, OVX = animaux ovariectomisés ayant reçu de l’eau distillée ; E2V= animaux 

ovariectomisés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg ; L. acida = animaux ovariectomisés traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50 

et 200 mg/kg PC.   

Paramètres rates ovariectomisées 

SHAM OVX E2V Lannea acida (mg/kg PC) 

50 200 

Phosphatase Alcaline (UI/L) 5,030 ± 0,456     8,720 ± 0,618### 6,860 ± 0,377 * 5,6300 ± 0,096*** 7,560 ± 0,330 

Calcium (mmol /L) 

Tibia 0,045 ± 0,007 0,028 ± 0,003 0,050 ± 0,011 0,038 ± 0,004 0,028 ± 0,005 

Fémur 0,030 ± 0,004 0,028 ± 0,002 0,025 ± 0,006 0,032 ± 0,002 0,043 ±0,005* 

Phosphore Inorganique (mmol/L) 

Tibia 7,240 ± 0,622        2,880 ± 0,122 ### 3,990 ± 0,347 3,230 ± 0,756 4,640 ± 0,344* 

Femur 3,990 ± 0,540 2,850 ± 0,384 4,930 ± 0,697* 2,720 ± 0,182 4,300 ± 0,482* 
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II.2.5- Effets sur les paramètres hématologiques 

         Le tableau XVII récapitule les effets de l’extrait éthanolique des écorces du tronc de L. 

acida sur les paramètres hématologiques. Au terme de 12 semaines de traitement, les résultats 

montrent des augmentations significatives des pourcentages de lymphocytes et de l’hématocrite 

(𝑝 < 0,01), des taux de globules rouges (𝑝 < 0,01) et de l’hémoglobine (𝑝 < 0.05) chez les rates 

ovariectomisées comparativement au groupe SHAM. L’E2V a induit une augmentation 

significative (𝑝 < 0,01) du pourcentage de l’hématocrite comparé au groupe OVX. L’extrait 

éthanolique de L. acida à la dose de 50 mg/kg PC, a induit des réductions significatives (𝑝 < 

0,01) du taux d’hémoglobine et du pourcentage de l’hématocrite. L. acida à la dose de 200 

mg/kg a également induit des réductions significatives des pourcentages des lymphocytes (𝑝 < 

0,01), de l’hématocrite (𝑝 < 0,05) et une augmentation significative du pourcentage des 

granulocytes (𝑝 < 0,05) comparés au groupe OVX (tableau XVII).  
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Tableau XVII : Effets de l’extrait éthanolique de Lannea acida sur quelques paramètres hématologiques après 12 semaines de traitement sur des 

rates ovariectomisées 

Les données ont été exprimées sous forme de moyenne ± ESM (n = 5), *p < 0,05 et ** p < 0,01 (différence significative par rapport au groupe OVX) et # p < 0,05, 

## p < 0,01 (différence significative par rapport au groupe SHAM). 

SHAM = animaux ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée ; OVX= animaux ovariectomisés ayant reçu de l’eau distillée ; E2V = animaux 

ovariectomisés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg, L. acida = animaux OVX traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50 et de 200 

mg/kg PC. GB = globules blancs, GR = globules rouge, VCM= volume corpusculaire moyen, HCM = hémoglobine corpusculaire moyenne, CHCM = 

concentration en hémoglobine corpusculaire moyenne, PS = plaquettes sanguines ;  

Items rates ovariectomisées 

SHAM OVX E2V Lannea acida (mg/kg PC) 

50 200 

GB (103/µL)    4,02 ± 0,42 4,00 ± 0,21   5,62 ± 0,80 2,48 ± 0,14           5,58 ± 0,54 

Lymphocytes (%)  74,42 ± 1,77   83,06 ± 0,46## 82,60 ± 1,59 85,46 ± 1,148 73,80 ± 2,46**

Monocytes (%)  13,52 ± 2,14    10,10 ± 0,33 10,86 ± 0,98 9,05 ± 0,74         11,82 ± 0,99 

Granulocytes (%) 10,15 ±1,58 7,76 ± 0,83 10,32 ± 1,42 5,50 ± 0,55 13,70 ± 1,69* 

GR (106/µL)   3,65 ± 0,83    7,41 ± 0,18##   4,97 ± 0,85 4,99 ± 0,99 6,24 ± 0,28 

Hématocrite (%) 25,56 ± 2,99  41,72 ± 1,09##   31,93 ± 3,02** 31,60 ±1,92** 33,48 ± 1,30* 

Hémoglobine (g/dL) 10,48 ± 0,57 14,60 ± 0,54#       13,32 ± 0,09    9,56 ±1,70** 11,40 ± 0,44 

VCM (fL) 67,80 ± 5,94 56,80 ± 0,58       70,20 ± 7,27 54,20 ± 0,66   68,20 ± 11,84 

HCM (pg) 36,38 ± 8,40 19,62 ± 0,38 32,80 ± 7,35 20,20 ± 1,03   39,92 ± 16,96 

CHCM (g/dL) 50,45 ±7,21 34,90 ± 0,58 44,00 ± 4,94 37,20 ± 1,60   48,68 ± 11,32 

PS (103/µL) 343,00 ± 42,97 338,80 ± 26,36 485,00 ± 53,95 241,20 ± 45,33  483,00 ± 17,68 



  

 

82 

III.2.6- Effets sur la microarchitecture des os 

Les résultats consignés dans la Figure 30 illustrent les effets de différents traitements 

sur les microarchitectures du fémur, du tibia, de la vertèbre lombaire numéro -3 (VL-3) et de 

l’os mandibulaire des rates après 12 semaines de traitement. 

L’analyse histomorphologique de la structure des os, a révélé que l’ovariectomie a induit 

la détérioration de la microarchitecture du tibia, du fémur, de l’os mandibulaire et de la 

troisième vertèbre lombaire (VL-3) comparé au groupe SHAM. Cette détérioration est 

caractérisée par la présence des lacunes de résorption, une diminution de la quantité de moelle 

osseuse ainsi qu’une détérioration du réseau trabéculaire. Au terme de 84 jours 

d’expérimentation l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50 et de 200 mg/ kg PC comme 

l’E2V (1mg/kg) a protégé de la détérioration de la structure du tibia, du fémur, de l’os 

mandibulaire et de la VL-3. L’histomorphologie des os (tibia, du fémur, de l’os mandibulaire 

et de la VL-3) montre un réseau trabéculaire bien structuré contenant une grande quantité de 

moelle osseuse par comparaison au groupe OVX (Figure 30).  
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Figure 30 : Effets protecteurs de l’extrait éthanolique de Lannea acida sur la microarchitecture 

du tibia, du fémur, de la mandibule et de la VL-3 des rates après 12 semaines de traitement. 

Microphotographies (400, coloration à l’hématoxyline-éosine).  

SHAM = animaux ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée, OVX = animaux 

ovariectomisés traités à de l’eau distillée ; E2V= animaux ovariectomisés, traités à l’œstradiol valérate 

à la dose de 1 mg/kg ; LA = animaux ovariectomisés et traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux 

doses de 50 et de 200 mg/kg PC respectivement ; MO = Moelle osseuse, TO = travée osseuse, OA = os 

alvéolaire. 

TIBIA FEMUR Mandibule VL-3 

S
H

A
M

 
O

V
X

 
E

2
V

 
L

A
 5

0
 

L
A

 2
0
0
 

TO 

OA 

MO 

TO 

MO 

TO 

MO 

OA 

MO 

TO 

MO 

TO 

MO 

TO 

MO 

OA 

MO TO 

MO 

TO 

MO 

TO 

MO 
OA 

MO 

TO 
MO 

TO 

MO 

T0 

MO 

OA 

MO 

T0 

MO 

MO 

20 µm 

MO 

TO 

MO 

T0 



  

 

84 

III.2.7- Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur d’autres paramètres chez les rates 

 ovariectomisées 

III.2.7.1- Effets sur l’évolution pondérale 

La Figure 31 ci-dessous montre l’évolution de la masse corporelle des rates après 12 

semaines de traitement à l’extrait éthanolique de Lannea acida. Cette figure montre que la 

déplétion œstrogénique post-ovariectomie a entrainé une augmentation significative (p < 0,01) 

de la masse corporelle des animaux de la 8é semaine jusqu’à la fin de l’expérimentation comparé 

au groupe SHAM. L. acida à la dose de 200 mg/kg a significativement (p < 0,01) réduit la 

masse corporelle des animaux dès la huitième semaine jusqu’à la fin de l’expérimentation par 

comparaison au groupe OVX (Figure 31).  

 

Figure 31 : Effets de l’extrait éthanolique de Lannea acida sur l’évolution de la masse 

corporelle des rates après 12 semaines de traitement.  

Les points représentent les masses moyennes ± ESM (n = 5). SHAM = animaux ayant subi une chirurgie 

blanche et recevant de l’eau distillée ; OVX = animaux ovariectomisés et recevant de l’eau distillée ; 

E2V = animaux ovariectomisés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg ; LA = animaux 

ovariectomisés et traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50 et de 200 mg/kg PC ; **p < 

0,01 (différence significative par rapport au groupe OVX) ; # p < 0,05, ## p < 0,01(différence significative 

par rapport au groupe SHAM).  
 

 III.2.7.2- Effets sur la masse relative des organes 

Le tableau VIII recapitule les effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la masse 

relative du foie, du poumon, du rein, du cœur, de l’estomac, de la rate et la glande surrénale 

après 12 semaines de traitement. Aucune variation significative de la masse relative de ces 

organes n’a été observée chez les rates ovariectomisées par comparaison au groupe SHAM. 

L’extrait de L. acida aux doses testées (50 et 200 mg/kg) n’a induit aucune variation 

significative de la masse relative de tous les organes en comparaison au groupe OVX (Tableau 

VIII) 
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Tableau XVIII : Effets préventifs de l’extrait éthanolique de L. acida sur la masse relative des 

organes après 12 semaines de traitement. 

 

 

Les données ont été exprimées sous forme de moyenne ± ESM (n = 5), SHAM = animaux ayant subi 

une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée ; OVX= animaux ovariectomisés et ayant reçu de 

l’eau distillée ; E2V = animaux OVX, traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg ; L. acida = 

animaux OVX traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50 et de 200 mg/kg PC 

respectivement ; *p < 0,05 et ** p < 0,01 (différence significative par rapport au groupe OVX). 

III.2.7.3- Effets sur l’histomorphologie des organes de la détoxification 

           La Figure 32 montre les effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’histomorphologie 

du foie, du poumon et du rein des animaux après 12 semaines de traitement. Après autopsie 

l’examen macroscopique du foie, des reins et des poumons n’a revélé aucune anomalie 

structurale. L’examen histopathologique de la structure des organes des animaux du groupe 

OVX n’a révélé aucune anomalie liée aux traitements. L’examen histopathologique de la 

microarchitecture du foie, des reins et des poumons des animaux recevant l’extrait éthanolique 

de L. acida aux doses de 50 et de 200 mg/kg PC) tout comme l’E2V n’a montré aucun 

changement structural au terme de 12 semaines de traitement par comparaison au groupe OVX.  

 

Masse relative 

des organes 

(mg/kg PC) 

                                    Ra tes ovariectomisées 

  

 SHAM OVX E2V Lannea acida (mg/kg PC) 

    50 200 

Foie  1688,98 ± 67,58 1436,49 ± 70,03 1456,36 ± 91,42 1518,82 ± 90,88      1087,57 ± 99,27 

Poumon 413,74 ± 35,44 399,40 ± 28,08 380,60 ± 54,25 426,30 ±13,91 496,40 ± 70,14 

Rein  270,87 ± 21,16 245,23 ± 9,21 253,98 ± 21,28 249,12 ± 13,47 230,18 ± 13,09 

Estomac  550,71 ± 18,50 550,74 ± 25,19 562,66 ± 38,20 583,68 ± 25,03 491,26 ± 46,67 

Rate  0,88 ± 0,07 0,87 ± 0,04 0,74 ± 0,08     1,13 ± 0,19     1,16 ± 0,19 

Surrénales  0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,01   0,06 ± 0,02     0,06 ± 0,03 

Cœur   3115,01 ± 24,67 3377,75 ± 106,03 3089,41 ± 108,23  3352,12 ± 112,11 3419,35 ± 76,42 
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Figure 32 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’histomorphologie du foie, du 

poumon et du rein des animaux après 12 semaines de traitement. Microphotographies (400, 

coloration à l’hématoxyline-éosine).  

SHAM = animaux ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée ; OVX = animaux 

ovariectomisés et ayant reçu de l’eau distillée ; E2V = animaux ovariectomisés et traités avec l’œstradiol 

valérate à la dose de 1 mg/kg, LA = animaux ovariectomisés et traités à l’extrait de L. acida aux doses 

respectives de 50 et de 200 mg/kg PC ; VCL = veine centro-lobulaire ; A = alvéole pulmonaire, G = 

glomérule.  

III.3- Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la cicatrisation de la fracture du

fémur induite chez la rate Wistar 

III.3.1- Effets sur la survie des animaux

La Figure 33 représente la courbe de KOPLAN Meir indiquant le taux de survie des 

animaux après induction de la fracture du fémur. On y observe chez les animaux ovariectomisés 

et fracturés (recevant de l’eau distillée) un taux de survie d’environ 65% contre 100% chez le 

témoin normal (non fracturé SHAM). L’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 100 et de 

200 mg/kg PC a protégé environ 85% rates ovariectomisées. L. acida à la dose de 50 mg/kg 

tout comme l’E2V (1mg/kg) a protégé tous les animaux ovariectomisés (ayant subi une fracture 

du fémur), soit 100% de survie par comparaison au groupe témoin négatif (FOVX). Chez les 

animaux non ovariectomisés (normaux), l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 100 et 

de 200 mg/kg, a induit un taux de survie d’environ 85% contre 100% chez le témoin normal 
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(NFSHAM). L. acida à la dose de 50 a présenté un taux de survie de 100% tout comme le 

témoin normal (Figure 40B). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 33 : Courbe de KOPLAN Meir présentant la survie des rates après induction de la 

fracture du fémur. 

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subi une chirurgie blanche (témoin normal) ; FOVX= animaux 

ovariectomisés et fracturés ayant reçu de l’eau distillée (témoin négatif), FE2V= animaux OVX fracturés 

et traités avec l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg; FLA 50, FLA 100 et FLA 200 = animaux OVX, 

fracturés et traités à l’extrait éthanolique de L.acida respectivement aux doses de 50, 100 et de 200 

mg/kg PC ; FSLA 50, FSLA 100 et FSLA 200 = animaux SHAM-fracturés et traités à l’extrait 

éthanolique de L. acida aux doses respectives de 50, 100 et de 200 mg/kg PC. 
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III.3.2- Effets sur quelques cibles primaires des œstrogènes

III.3.2.1- Effets sur l’utérus

Les Figures 34 et 35 montrent respectivement les effets de l’extrait éthanolique de L. acida

administré pendant 60 jours sur l’histologie (Figure 34), la masse et la taille (Figure 35) de 

l’utérus des animaux OVX et normaux après une fracture du fémur. Les résultats montrent une 

réduction significative de la taille de l’épithélium utérin chez les témoins négatifs 

comparativement au témoin normal (NFSHAM) (Figure 35A).  

Figure 34 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur les microphotographies (400, 

coloration à l’hématoxyline-éosine) de l’utérus.  

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subis une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée 

(témoin normal), FOVX = animaux ovariectomisés et fracturés ayant reçu de l’eau distillée (témoin 

négatif), FE2V= animaux OVX-fracturés, et recevant l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg (témoin 

positif); FLA50, FLA100 et FLA200 = animaux OVX et fracturés traités à l’extrait éthanolique de L. 

acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC respectivement; FSLA 50, FSLA 100 et FSLA 200 = 

animaux ayant subi une chirurgie blanche et fracturés traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses 

de 50, 100 et de 200 mg/kg PC respectivement ; My = myomètre ; En  = endothélium ; Lu = lumière 

utérine.  
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         L’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 50 mg/kg tout comme l’E2V (1mg/kg) a 

induit une augmentation significative (p < 0,001) de la taille de l’épithélium utérin comparé 

témoin négatif (Figure 35A). Chez les SHAM-fracturés (normaux), L. acida a induit une 

augmentation significative de la taille de l’épithélium utérin aux doses de 50 mg/kg (p < 0,001) 

et de 200 mg/kg PC (p < 0,05) par comparaison au témoin normal (Figure 35B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la taille de l’épithélium utérin (A et 

B) et la masse relative de l’utérus des rates OVX (C) et normales (D), après une fracture du 

fémur suivie d’un traitement pendant 60 jours. 

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subis une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée 

(témoin normal), FOVX = animaux ovariectomisés et fracturés ayant reçu de l’eau distillée (témoin 

négatif) ; FE2V = animaux ovariectomisés et fracturés, traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg 

(témoin positif); FLA50, FLA100 et FLA200 = animaux ovariectomisés et fracturés traités à l’extrait 

éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC respectivement; FSLA50, FSLA100 

et FSLA200 = animaux ayant subis une chirurgie blanche et fracturés traités à l’extrait éthanolique de 

L. acida aux doses de 50, 100 et 200 mg/kg PC respectivement. Les données sont exprimées sous forme 

de moyenne ± ESM (n= 5) ; *** p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin négatif), # p < 

0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin normal). 
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          Concernant la masse relative de l’utérus, l’ovariectomie a induit une réduction 

significative (p < 0,001) de la masse relative de l’utérus comparativement au témoin normal 

(Figure 35C). Aucune variation significative de la masse relative de l’utérus n’a été observée 

chez les animaux OVX, fracturés et traités à l’extrait éthanolique de L. acida a toutes le doses 

testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) comparé au témoin négatif. Chez les normaux (NFSHAM), 

L. acida a induit une augmentation significative de la masse relative de l’utérus aux doses de

50 mg/kg (p < 0,001), 100 mg/kg (p < 0,05) et de 200 mg/kg (p < 0,05) par comparaison au 

témoin normal (NFSHAM) (Figure 35D). 

III.3.2.2- Effets sur le vagin

La Figure 36 montre les effets de l’extrait éthanolique de L. acida administré pendant 60 

jours sur le vagin des animaux OVX et normaux après une fracture du fémur. L’observation 

microscopique des coupes montre chez le témoin négatif une seule couche (la couche 

germinative). L’épithélium vaginal des animaux recevant L. acida à la dose de 100 mg/kg 

montre deux couches, une couche germinative et une couche granuleuse (Figure 36A). 

L’ovariectomie a induit une réduction significative (p < 0,001) de la taille de l’épithélium 

vaginal comparé aux animaux normaux (NFSHAM) (Figure 36B). L. acida à la dose de 100 

mg/kg tout comme l’E2V a entrainé une augmentation significative (p < 0,001) de la taille de 

l’épithélium vaginal comparativement au témoin négatif (FOVX).  

Chez les normaux, L. acida a induit à toutes les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg), 

une augmentation significative (p < 0,001) de la taille de l’épithélium vaginal comparé au 

témoin normal (NFSHAM) (Figure 36C). 
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Figure 36 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur le vagin après induction de la fracture 

suivie d’un traitement pendant 60 jours. Microphotographies (A) (400, coloration à 

l’hématoxyline-éosine, n = 5). Les histogrammes représentent la taille de l’épithélium vaginal 

chez les animaux ovariectomisés (B) et chez les animaux normaux (C).   

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée (témoin normal) ; 

FOVX = animaux OVX-fracturés et recevant de l’eau distillée (témoin négatif) ; FE2V= animaux OVX-fracturés 

et recevant l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg ; FLA = animaux OVX-fracturés et recevant l’extrait 

éthanolique de L.acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC ; FSLA= animaux SHAM-fracturés et recevant 

l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC respectivement ; Ch = chorion ; Lu = 

lumière vaginal ; Cg = couche germinale ; Cgr = couche granulaire ; Cco = couche cornée. Les données sont 

exprimées sous forme de moyenne ± ESM ; *** p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin négatif) ; 

### p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin normal). 
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III.3.3- Effets sur la masse relative du fémur (frais et sec) et la densité minérale du fémur 

Les résultats présentés sur la Figure 37 montrent que l’ovariectomie a induit une 

réduction significative (p < 0,001) de la masse relative du fémur (frais et sec) comparé au 

témoin normal (Figures 37A et C). 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la masse relative du fémur frais (A et 

B), du fémur sec (C et D) et de la densité du fémur (E et F).  

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subis une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée 

(témoin normal), FOVX = animaux OVX-fracturés et recevant de l’eau distillée (témoin négatif), FE2V= 

animaux OVX-fracturés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg; FLA = animaux OVX-

fracturés traités à l’extrait éthanolique de L.acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC ; FSLA= 

animaux SHAM-fracturés et traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et de 200 

mg/kg PC respectivement. Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± ESM (n= 5). * p < 

0,05, ** p < 0,01, ,*** p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin négatif) ; ## p < 0,01, ### 

p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin normal). 
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L’extrait éthanolique de L. acida a induit une augmentation significative (p < 0,001) de 

la masse relative du fémur frais aux doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg et de 200 mg/kg et de la 

masse relative du fémur sec à toutes les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) par 

comparaison au témoin négatif (Figures 37A et 37C). Chez les normaux, L. acida à la dose de 

50 mg/kg a induit une augmentation significative (p < 0,01) de la masse relative du fémur frais 

comparé au témoin normal. Aucune variation significative n’a été observée concernant la masse 

relative du fémur sec (Figures 37B et 37D). 

Concernant la densité minérale osseuse, l’ovariectomie a induit (chez le témoin négatif) 

une réduction significative (p < 0,05) de la densité minérale du fémur par comparaison au 

témoin normal (Figure 37E). L. acida tout comme l’E2V a induit une augmentation significative 

de la densité minérale du fémur aux doses de 50 mg/kg (p < 0,05) et de 100 mg/kg (p < 0,01) 

comparé au témoin normal. Chez les normaux aucune variation significative de la densité 

minérale du fémur n’a été observée apres traitement à l’extrait éthanolique de L. acida aux 

doses testées (50,100 et 200 mg/kgPC) comparé au témoin normal (Figure 37F). 
 

III.3.4- Effets sur quelques paramètres du métabolisme osseux 

III.3.4.1- Effets sur le taux de calcium sérique et osseux  

La Figure 38 illustre les taux de calcium sérique et osseux chez les animaux OVX, fracturés. 

Les résultats montrent une réduction significative (𝑝 < 0,001) du taux de calcium sérique et 

osseux chez le témoin négatif en comparaison au témoin normal (Figures 38A et C). 

L’administration de l’E2V (1 mg/kg) d’une part et de l’extrait éthanolique de L. acida à toutes 

les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) d’autre part a induit chez les animaux 

ovariectomisés et fracturés, une augmentation significative (𝑝 < 0,001) du taux de calcium 

sérique par comparaison au témoin négatif (Figure 38A). L’extrait éthanolique de L. acida a 

provoqué une augmentation significative du taux de calcium osseux aux doses de 100 mg/kg 

(92,3% ; 𝑝 < 0, 001) et de 200 mg/kg (53,5% 𝑝 < 0,05) par rapport au témoin négatif (Figure 

38C). Chez les normaux, L. acida a induit une augmentation significative (𝑝 < 0,001) du taux 

de calcium sérique aux doses de 50 mg/kg et de 200 mg/kg par comparaison au témoin normal 

(Figure 38B). Aucune variation significative n’a été observée concernant le taux de calcium 

osseux (Figure 38D). 
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Figure 38 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur les taux du calcium sérique (A et B) 

et osseux (C et D) des rates normaux et OVX fracturés. 

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée 

(témoin normal), FOVX = animaux OVX et fracturés ayant reçu de l’eau distillée (témoin négatif) ; 

FE2V = animaux OVX et fracturés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg; FLA = animaux 

OVX-fracturés et recevant l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC ; 

FSLA = animaux SHAM-fracturés et recevant l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et 

de 200 mg/kg PC respectivement. Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± ESM (n = 5) ; 

* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin négatif) ; ### p <

0,001 (différence significative par rapport au témoin normal). 

III.3.4.2- Effets sur le taux de phosphore inorganique sérique et osseux

La Figure 39 montre les effets des traitements sur le taux de phosphore inorganique sérique

(Pis) et osseux (Pios) des rates normales et OVX, fracturées. On observe chez les témoins 

négatifs, une réduction significative (45,6 % ; 𝑝 < 0,0 5) du taux du Pis comparé au témoin 

normal (Figure 39A). Le traitement à l’E2V (1 mg/kg PC) a induit une augmentation 

significative (p < 0,05) du taux de phosphore inorganique sérique comparé au témoin négatif. 
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L’extrait éthanolique de L. acida tout comme l’E2V a induit chez les animaux ovariectomisés 

et fracturés, une augmentation significative du taux de Pis à la dose de 100 mg/kg (p < 0,01) et 

du Pios à la dose de 200 mg/kg (p < 0,001) comparativement au témoin négatif (Figures 39 A 

et C). 

Chez les animaux normaux, L. acida aux doses testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) n’a 

induit aucune variation significative du taux du Pis. Les doses de 50 et de 200 mg/kg PC, ont 

induit une augmentation significative (p < 0,05) de la concentration du Pios comparativement 

au témoin normal (NFSHAM) (Figure 39D). 
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Figure 39 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur le taux du phosphore inorganique 

sérique (A et B) et osseux (C et D) chez les rates normales et OVX fracturées 

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subis une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée 

(témoin normal), FOVX = animaux OVX-fracturés recevant de l’eau distillée (témoin négatif), FE2V= 

animaux OVX-fracturés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg; FLA = animaux OVX-

fracturés traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC ; FSLA= 

animaux SHAM-fracturés traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg 

PC respectivement. Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± ESM (n= 5) * p < 0,05 ; ** p 

< 0,01 ; *** p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin négatif) ; # p < 0,05 (différence 

significative par rapport au témoin normal). 
 

N
FSH

A
M

FO
VX V

2
FE

FLA
 5

0

FLA
 1

00

FLA
 2

00

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

***

C

                                L. acida (mg/kg)

P
h

o
sp

h
o

re
 i

n
o

rg
a

n
iq

u
e

o
ss

eu
x 

(m
m

o
l/

L
)

N
FSH

A
M

FSLA
 5

0

FSLA
 1

00

FSLA
 2

00

0.0

0.2

0.4

0.6
B

               SHAM + L. acida (mg/kg)

P
h

o
sp

h
o

re
 I

n
o

rg
a

n
iq

u
e

 S
é
ri

q
u

e
 (

m
m

o
l/

L
)

N
FSH

A
M

FO
VX V

2
FE

FLA
 5

0

FLA
 1

00

FLA
 2

00

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

#

**

**

L. acida (mg/kg)

A

P
h

o
sp

h
o

re
 i

n
o

rg
a

n
iq

u
e

sé
ri

q
u

e 
(m

m
o

l/
L

)

N
FS

H
A
M

FSLA
 5

0

FSLA
 1

00

FSLA
 2

00

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5 #
#

D

                    SHAM + L. acida (mg/kg)

P
h

o
sp

h
o

re
 i

n
o

rg
a

n
iq

u
e

o
ss

e
u

x
 (

m
m

o
l/

L
)



96 

III..3.4.3- Effets sur l’activité de la phosphatase alcaline sérique et osseuse 

Comme indiqué par la Figure 40, l’ovariectomie a induit une augmentation significative 

des activités de la phosphatase alcaline sérique (p < 0,05) et osseuse (p < 0,001) par 

comparaison au témoin normal (Figures 40A et C). L’E2V a contrecarré l’augmentation de 

l’activité de la phosphatase alcaline sérique (PALser) (p < 0,05) et de la phosphatase alcaline 

osseuse (ALPos) (p < 0,001) comparé aux animaux du groupe témoin négatif.  

.  

Figure 40 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’activité de la phosphatase alcaline 

sérique (A et B) et osseuse (C et D) chez des rates normales et OVX fracturées. 

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée 

(témoin normal) ; FOVX = animaux OVX-fracturés recevant de l’eau distillée (témoin négatif), FE2V 

= animaux OVX-fracturés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg ; FLA = animaux OVX-

fracturés traités à l’extrait éthanolique de L.acida aux doses  respective de 50, 100 et 200 mg/kg PC ; 

FSLA = animaux SHAM-fracturés et recevant l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et 

de 200 mg/kg PC respectivement. Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± ESM (n = 5) ; 

* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin négatif) ; ### p <

0,005 (différence significative par rapport au témoin normal). 
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L’extrait éthanolique de L. acida tout comme l’E2V à significativement baissé l’activité 

de la PALser aux doses de 50 et 100 mg/kg (p < 0,001) et de l’activité de la PALos aux doses 

de 50 mg/kg (p < 0,05), 100 et de 200 mg/kg (p < 0,001) comparé au groupe témoin négatif. 

Chez les animaux non ovariectomisés et fracturés, l’extrait éthanolique a entrainé L. acida à la 

dose de 50 mg/kg une baisse significative (p < 0,001) de l’activité de la PALser en comparaison 

au groupe normal. A la dose de 100 mg/kg L. acida a induit une augmentation significative (p 

< 0,001) de la PALos comparé au témoin normal (Figures 40B et D). 

III.3.5- Effets sur quelques paramètres du stress oxydatif sériques et tissulaires

La Figure 41 illustre les effets des traitements à l’E2V et à l’extrait éthanolique de L. 

acida sur quelques paramètres du stress oxydant. Les résultats montrent chez les témoins 

négatifs une réduction (13,6%) bien que non significative de l’activité de la catalase par 

comparaison au témoin normal. L’administration de l’E2V à la dose de 1 mg/kg PC tout comme 

L. acida aux doses de 50 et de 200 mg/kg PC a entrainé une réduction significative (p < 0,001)

de l’activité de la catalase comparé au témoin négatif. L. acida à la dose de 100 mg/kg PC a 

significativement augmenté (p < 0,001, 102,8 %) l’activité de la catalase comparée au témoin 

négatif (Figure 41A). Chez les normaux (animaux non ovariectomisés), L. acida à la dose de 

100 mg/kg PC a induit une augmentation significative (p < 0,001) de l’activité de la catalase 

par comparaison au témoin normal (Figure 41B). 

Concernant le taux de la glutathion peroxydase (GPx), il a été observé une réduction 

significative (p < 0,05, 103,5%) de l’activité de la GPx chez le témoin négatif comparé au 

témoin normal (Figure 41D). L. acida aux doses testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) tout comme 

l’E2V a induit chez les animaux OVX et fracturés une augmentation significative (p < 0,001) 

de l’activité de la GPx par comparaison au témoin négatif. Chez les normaux, L. acida a 

augmenté l’activité de la GPx aux doses de 100 mg/kg (p < 0,001) et de 200 mg/kg (p < 0,01). 

A la dose de 50 l’extrait de L. acida a induit une réduction significative (p < 0,05) de l’activité 

de la GPx comparativement au témoin normal (Figure 41C).  

La Figure 41 (E et F) montre les effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la capacité 

antioxydante totale (FRAP) au niveau osseux. Une baisse significative (39,22 %, p < 0,001) de 

la FRAP chez le témoin négatif comparé au témoin normal a été observée. L’E2V a 

significativement (p < 0,001) protégé contre la baisse de la FRAP oseuse comparé au groupe 

témoin négatif. L. acida à toutes les doses testées (50,100 et 200 mg/kg PC) a induit une 

augmentation significative (p < 0,001) de la FRAP comparé au groupe témoin négatif. Des 

résultats similaires ont été observés chez les rates normales recevant L. acida a toutes les doses 

testées (50,100 et de 200 mg/kg) comparé aux animaux normaux (NFSHAM). 
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Figure 41 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’activités de la catalase (A et B), du 

glutathion peroxydase (C et D) et de la capacité antioxydante totale (E et F).  

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée 

(témoin normal), FOVX = animaux OVX-fracturés recevant de l’eau distillée (témoin négatif), FE2V = 

animaux OVX-fracturés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kgPC; FLA = animaux OVX-

fracturés traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses respectives de 50, 100 et de 200 mg/kg 

PC ; FSLA= animaux SHAM-fracturés et recevant l’extrait éthanolique de L. acida aux doses 

respectives de 50, 100 et de 200 mg/kg PC.  Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± ESM 

(n = 5) ; *** p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin négatif) et # p < 0,05 ; ## p < 0,01 ; 

### p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin normal). 
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III.3.6- Effets sur quelques paramètres hématologiques  

        Le tableau XX illustre les effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur quelques 

paramètres hématologiques chez les rates ovariectomisées et fracturées. Aucune différence 

significative n’a été observée sur des paramètres hématologiques évalués chez les témoins 

négatifs (animaux ovariectomisés et fracturés ayant reçu de l’eau distillée) comparés au témoin 

normal. L’E2V (1 mg/kg) ainsi que l’extrait éthanolique de L. acida à toutes les doses testées 

(50, 100 et 200 mg/kg PC) n’ont induit aucune variation significative des paramètres 

hématologiques évalués comparé au témoin négatif. 

        Chez les normaux (animaux ayant subi une chirurgie blanche et fracturés), l’administration 

de l’extrait éthanolique de L. acida à toutes les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) a induit 

une baisse significative (p < 0,001) du taux de globules blancs par comparaison au témoin 

normal (Tableau XXI). 
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Tableau XIX : Effets de l’extrait éthanolique de Lannea acida sur quelques paramètres hématologiques des rates OVX, fracturés 

Les résultats sont exprimés sous formes de moyenne ± ESM, (n = 5). NFSHAM = animaux ayant subi une chirurgie blanche non fracturés recevant de l’eau 

distillée (témoin normal), FOVX = animaux ovariectomisés et fracturés ayant reçu de l’eau distillée (témoin négatif) ; FE2V= animaux ovariectomisés et fracturés, 

traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg (témoin positif) ; L. acida = animaux ovariectomisés et fracturés, traités à l’extrait éthanolique de L. acida à la 

dose de 50, 100 et de 200 mg/kg PC. GB= globules blancs ; GR = globules rouges ; VCM= volume corpusculaire moyen, HCM= hémoglobine corpusculaire 

moyenne, CHCM= concentration en hémoglobine corpusculaire moyenne ; PS = plaquettes sanguines.

Paramètres Rates ovariectomisées et fracturées 

Valeurs 

Normales 

NFSHAM FOVX FE2V Lannea acida (mg/kg PC) 

FLA 50 FLA 100 FLA 200 

GB (103/µL) 5-16 6,41 ± 0,64 8,04 ± 0,71 7,62 ± 0,98 5,20 ± 0,73 8,66 ± 1,40 8,11 ± 0,63 

Lymphocytes (%) 65-85 70,20 ± 3,04 72,03 ± 3,97 73,94 ± 2,46 83,43 ± 3,41 69,05 ± 4,24 66,53 ± 5,38

Monocytes (%) 0-20 8,83 ± 0,39 5,82 ± 0,25 8,38 ± 0,52 5,42 ± 1,84 7 ± 1,12 9,18 ± 1,77 

Granulocytes (%) 0-27 21,13 ± 2,97 22,12 ± 3,75 19,8 ± 1,85 17,98 ± 2,47 27,58 ± 4,80 25,68 ± 4,28

GR (106/µL) 5-10 10,13 ± 1,92 7,07 ± 0,13 6,79 ± 0,33 7,34 ± 0,17 6,87 ± 0,33 6,618 ± 0,20 

Hématocrite (%) 32-53 34,50 ± 1,82 39,68 ± 1,24 38,26 ± 1,41 37,48 ± 3,77 37,46 ± 2,07 35,02 ± 2,81

Hémoglobine (g/dL) 12-18 10,58 ± 0,61 12,12 ± 0,48 11,90 ± 0,61 11,44 ± 1,30 11,82 ± 0,78 11,20 ± 1,05 

VCM (fL) 52-60 55,80 ± 0,81 56,17 ± 0,82 56,62 ± 1,05 56,62 ± 0,87 54,54 ± 0,70 56,88 ± 1,20 

HCM (pg) 17-29 17,06 ± 0,33 16,95 ± 0,40 17,50 ± 0,34 17,08 ± 0,32 17,1 ± 0,42 18,10 ± 1,01 

CHCM (g/dL) 32-45 30,59 ± 0,17 30,23 ± 0,28 31,00 ± 0,51 30,30 ± 0,60 31,40 ± 0,40 29,06 ± 3,25 

PS (103/µL) 200-1100 412,65 ± 12,59 419,75 ± 26,86 422,40 ± 42,19 272,80 ± 59,90 440,20 ± 24,89 289,40 ± 89,36 
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Tableau XX : Effets de l’extrait éthanolique de Lannea acida sur quelques paramètres hématologiques des rates SHAM, fracturés. 

Les résultats sont exprimés sous formes de moyenne ± ESM, (n= 5). NFSHAM = animaux ayant subis une chirurgie blanche non fracturés et ayant 

reçu de l’eau distillée (témoin normal), SHAM + L. acida = animaux ayant subi une chirurgie blanche et fracturés, traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux 

doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC. GB= globules blancs ; GR = globules rouges ; VCM= volume corpusculaire moyen, HCM = hémoglobine corpusculaire 

moyenne, CHCM= concentration en hémoglobine corpusculaire moyenne ; PS = plaquettes sanguines ; ### p < 0,001, significativité par rapport au témoin négatif 

(FOVX).

Paramètres Valeurs Normales NFSHAM SHAM + Lannea acida (mg/kg PC) 

FSLA 50 FSLA 100 FSLA 200 

GB (103/µL) 5-16 6,41 ± 0,64 4,525 ± 0,08### 4,462 ± 0,61### 4,48 ± 0,48### 

Lymphocytes (%) 65-85 70,20 ± 3,04     75,77 ±1,19 66,78 ± 1,32 69,36 ± 2,64 

Monocytes (%) 0-20 8,83 ± 0,39 7,11 ± 0,96   8,72 ± 0,92 6,926 ± 0,53 

Granulocytes (%) 0-27 21,13 ± 2,97 17,79 ± 0,95 24,24 ± 2,17 23,70 ± 2,83 

GR (106/µL) 5-10 10,13 ± 1,92 6,922 ± 0,25 8,28 ± 0,86 6,77 ± 0,31 

Hématocrite (%) 32-53 34,50 ± 1,82 35,94 ± 1,74 37,13 ± 0,41 37,92 ± 2,08 

Hémoglobine (g/dL) 12-18 10,58 ± 0,61 11,85 ± 0,49 11,63 ± 0,13 11,852 ± 0,75 

VCM (fL) 52-60 55,80 ± 0,81 56,3 ± 0,86 55,47 ± 0,13 55,83 ± 0,57 

HCM (pg) 17-29 17,06 ± 0,33 17,65 ± 0,33 17,27 ± 0,11 17,34 ± 0,35 

CHCM (g/dL) 32-45 30,59 ± 0,17 31,32 ± 0,27 31,21 ± 0,22 31,08 ± 0,30 

PS (103/µL) 200-1100 412,65 ± 12,59 493,25 ± 17,10 362,8 ± 32,98 389,6 ± 12,64 
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III.3.7- Effets sur l’histologie et l’histomorphométrie du fémur droit

La figure 42 indique les coupes histologiques du fémur droit des rates OVX, fracturés 

après 60 jours de traitement. Les résultats indiquent chez les animaux du groupe ovariectomisés 

et fracturés ayant reçu de l’eau distillée une structure osseuse présentant des travées osseuses 

non jointives. L’extrait éthanolique de L. acida à toutes les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg 

PC) tout comme l’E2V (1mg/kgPC) a protégé la structure du fémur. On y observe des travées 

osseuses jointives et une abondante quantité de moelle osseuse. La même observation a été faite 

chez les animaux normaux [non ovariectomisés (SHAM) et fracturés], recevant l’extrait aux 

doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC. 

L’histomorphométrie de l’os trabéculaire (Figure 49B), montre une baisse significative 

de son épaisseur (p < 0,001) chez le témoin négatif comparativement au témoin normal. L’E2V 

tout comme L. acida à toutes les doses (50, 100 et 200 mg/kg PC) a induit une augmentation 

significative (p < 0,001) de l’épaisseur de l’os trabéculaire comparé aux témoins négatifs. Chez 

les animaux non ovariectomisés (SHAM) et fracturés aucune variation significative de 

l’épaisseur de l’os trabéculaire (Figure 42B) n’a été observée après traitement à l’extrait 

éthanolique de L. acida à toutes les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg) par comparaison au 

témoin normal (NFSHAM). 
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 Figure 42 : Effets de l’extrait éthanolique de Lannea acida sur l’histologie du fémur (A) (400, 

coloration à l’hématoxyline-éosine) et l’épaisseur de l’os trabéculaire (B et C). 

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subi une chirurgie blanche et recevant de l’eau distillée 

(témoin normal), FOVX = animaux OVX-fracturés et recevant de l’eau distillée (témoin négatif), FE2V= 

animaux OVX-fracturés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg; FLA = animaux OVX-

fracturés traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC ; FSLA = 

animaux SHAM-fracturés traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg 

PC respectivement, TO = travée osseuse, OC = os cortical, MO = moelle osseuse. Les données sont 

exprimées sous forme de moyenne ± ESM, (n = 5) ; *p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001 (différence 

significative par rapport au témoin négatif) ; #p < 0,05 (différence significative par rapport au témoin 

normal). 
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III.3.8- Effets sur la radiographie du Fémur droit

         La Figure 43 présente les radiographies du fémur droit des rates ovariectomisées et des 

rates non ovariectomisées après 60 jours de traitement. On observe une cicatrisation 

(régénération) osseuse partielle chez le témoin négatif [ovariectomisées et fracturées ayant reçu 

uniquement de l’eau distillée]. La radiographie du fémur droit des animaux traités à l’E2V (1 

mg/kgPC) et de ceux recevant l’extrait éthanolique de L. acida a toutes les doses testées 

(50, 100 et 200 mg/kg PC) montrent une cicatrisation osseuse totale comparativement à celle 

du témoin négatif. Les mêmes résultats ont été observés chez les animaux normaux après 

traitement à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50,100 et de 200 mg/kg PC par 

comparaison au témoin normal (NFSHAM) (figure 43). 

Figure 43 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la radiographie du fémur droit. 

NFSHAM = animaux non fracturés ayant subi une chirurgie blanche et ayant reçu de l’eau distillée 

(témoin normal), FOVX = animaux OVX-fracturés et ayant reçu de l’eau distillée (témoin négatif), 

FE2V= animaux OVX-fracturés traités à l’œstradiol valérate à la dose de 1 mg/kg; FLA = animaux 

OVX-fracturés, traités à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC ; 

FSLA= animaux SHAM-fracturés et recevant l’extrait éthanolique de L. acida aux doses respectives de 

50, 100 et de 200 mg/kg PC. 

NFSHAM FOVX FE2V FLA50 

FLA 100 FLA 200 FSLA 50 FSLA 100 FSLA 200 
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III.4- Effets in vivo et in vitro de l’extrait éthanolique de L. acida sur les récepteurs  aux                  

 œstrogènes  

III.4.1-Viabilité des cellules MCF-7 et HEK293T en présence de l’extrait de L. acida 

 La Figure 44 montre les effets de l’extrait de L. acida sur la viabilité des cellules MCF-

7 et HEK293T. Aucune variation significative du nombre total des cellules MCF-7 et HEK293T 

n’a été observée chez les temoins normaux (exposés au DMSO à 0,01%) comparé aux témoins 

positifs recevant l’œstradiol benzoate ou la quercétine à la concentration de 10 nM. Les mêmes 

résultats ont été observés dans les groupes tests, recevant l’extrait éthanolique de L. acida aux 

concentrations de 0,1, 10, 50,100 et de 200 µg/mL comparé au groupe témoin positif récevant  

l’œstradiol benzoate ou la quercétine à la concentration de (10 nM) (Figures 44A et 44B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                   

 

 

 

 

 

Figure 44 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la viabilité des cellules MCF-7 (A) 

et HEK294T (B).  

E2B = cellules exposées à la 17 β-Benzoate (10 nM), Quer = cellules exposées à la quercétine (10 nM), 

DMSO = cellules recevant le diméthyle sulfoxide (0,01%), L. acida = cellules ayant reçu l’extrait 

éthanolique de L. acida à des concentrations respectives de 0,1, 10, 50, 100 et de 200 µg/mL. 
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III.4.2- Effets œstrogéniques in vitro de l’extrait éthanolique de L. acida sur les cellules

MCF-7 (" E-screen assay") 

Les effets de l’extrait de L. acida sur la prolifération des cellules MCF-7 est présenté 

par la Figure 45. Cette figure montre que l’œstradiol benzoate (10 nM) tout comme la quercétine 

(10 nM) a induit une augmentation significative (𝑝 < 0,001) du nombre total des cellules MCF-

7 comparé aux temoin normal [cellules exposées au DMSO uniquement]. L. acida a induit une 

augmentation significative du nombre total des cellules MCF-7 à des concentrations de 10 (𝑝 < 

0,05), 100 (𝑝 < 0,05) et de 200 (𝑝 < 0,01) µg/mL comparativement au témoin normal.  

Concernant l’activité antiœstrogénique in vitro, l’exposition des cellules MCF-7 

conjointement à l’œstradiol benzoate (10 nM) et à l’extrait de L. acida a des concentrations 

croissantes (0,1, 10, 50, 100 et 200 µg/mL) a induit une réduction significative (𝑝 < 0,001) du 

nombre total des cellules MCF-7 par comparaison au groupe exposé à l’œstradiol benzoate 

uniquement. Notons que ces réductions sont concentrations- dépendantes (Figure 45). 

Figure 45 : Effets œstrogénique et antiœstrogénique in vitro de l’extrait éthanolique de L. acida 

sur les cellules MCF-7.  

E2B = cellules exposées à la 17 β-Benzoate (10 nM), Quer = cellules recevant la quercétine (10 nM), 

DMSO = cellules recevant le diméthyle Sulfoxide (0,01%), L. acida = cellules ayant reçu l’extrait 

éthanolique de L. acida à des concentrations de 0,1, 10, 50, 100 et de 200 µg/mL ; *p < 0,05, **p <

0,01, ***p < 0,001 (différence significative par rapport au groupe exposé au DMSO) ; ### p < 0,001 

(différence significative par rapport au groupe exposé à l’E2B). 

III.4.3- Effet in vitro de l’extrait éthanolique de L. acida sur les récepteurs alpha (ERα) et

béta (ERβ) aux œstrogènes 

La Figure 46 montre les effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’activation des 

récepteurs alpha (ERα) et béta (ERβ) des œstrogènes. Les résultats montrent que, l’E2B a 

significativement (p < 0,001) augmenté l’unité relative de la luciférase pour les deux types de 
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récepteurs aux œstrogènes (ERα) et béta (ERβ) par comparaison au temoin normal exposé au 

DMSO. L’ICI a significativement (p < 0,01) antagonisé l’E2B sur l’unité de la luciférase pour 

les deux sous types de récepteurs aux œstrogènes (Figure 46). 

Figure 46 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’activation des récepteurs ERα (A) 

et ERβ (B) des œstrogènes stablement transfectés sur les cellules HEK293T.  

DMSO = cellules exposées au diméthyle Sulfoxide (0,01%) ; E2B = cellules exposées à l’œstradiol 

benzoate (10 nM) ; ICI = cellules ayant reçu le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 300 

µg/mL) ; E2B + ICI = cellules ayant reçu l’œstradiol valérate (10 nM) et le fulvestrant (300 µg/mL) ; L. 

acida = l’extrait éthanolique de L. acida à des concentrations de 10-1 , 10-2, 10-3 , 10-3 , 10-4  et de 10-

5  µg/mL ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (différence significative par rapport aux cellules

exposées au DMSO) et ## p < 0,01 et ###p < 0,001 (différence significative par rapport au groupe E2B). 
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L’extrait éthanolique de L. acida a toutes les concentrations testées (10-1,10-2, 10-3,10-4,  

et 10-5 µg/mL) a significativement baissé l’unité de la luciférase pour les deux sous types de 

récepteurs ERα et ERβ aux œstrogènes comparativement au temoin normal. L. acida a 

également antagonisé l’E2B sur l’activation des récepteurs ERα aux concentrations de 0,01 

µg/mL (p < 0,01) et de 0,1 µg/mL (p < 0,001). Seule la concentration de 0,1 µg/mL a 

significativement (p < 0,01) antagonisé l’E2B (témoin positif) sur l’activation des récepteurs 

ERβ. 

III.4.4- Effets de l’extrait éthanolique de L. acida in vivo sur les cibles primaires des

œstrogènes en présence du fulvestrant 

III.4.4.1- Effets sur l’utérus

La Figure 47 illustre les effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’utérus en 

présence d’un antiœstrogène pur (le fulvestrant). L’ovariectomie a induit une diminution 

significative (p < 0,001) de la masse et de la taille de l’épithélium utérin comparé au groupe 

SHAM. L’administration de l’œstradiol valérate (0,75 mg/kg) pendant trois jours, a induit une 

augmentation significative (p < 0,001) de la masse et de la taille de l’épithélium utérin comparé 

au groupe OVX (témoin négatif). Le fulvestrant (300 µg/mL) a significativement (p < 0,001) 

antagonisé les effets de l’E2V sur l’utérus [la masse relative de l’utérus (32,36%) et la taille de 

l’épithélium utérin (27,29%)]. L. acida à la dose de 50 mg/kg a induit une augmentation 

significative (p < 0,05) de la masse relative de l’utérus. Aucune variation significative n’a été 

obtenue sur la taille de l’épithélium utérin. Aucune variation significative n’a été observée suite 

au cotraitement à l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 50 mg/kg PC et le fulvestrant 

(300 µg/mL) comparé au groupe recevant l’extrait de L. acida à la dose de 50 mg/kg PC 

uniquement. 
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Figure 47 : Effets de l’extrait éthanolique de Lannea acida sur l’utérus des rates 

ovariectomisées en présence d’un anti-œstrogène pur. Microphotographies (A) (40 ×, 

coloration à l’hématoxyline-éosine). Les histogrammes représentent la masse relative de 

l’utérus (B) et la taille de l’épithélium utérin (C).  

SHAM = animaux ayant subi une chirurgie blanche et ayant reçu de l’eau distillée, OVX = animaux 

ovariectomisés, recevant de l’eau distillée , E2V = animaux OVX ayant reçu le 17 β-œstradiol à la dose 

de 0,75 mg/kg PC ; Ful = animaux OVX ayant reçu le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 

300 µg/mL ; E2B + Ful = animaux OVX, cotraités avec l’œstradiol valérate à la dose de 0,75 mg/kg et 

le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 300 µg/mL ; LA50 = animaux OVX ayant reçu 

l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 50 mg/kg PC. LA50 + Ful = animaux OVX, cotraités avec 

l’extrait éthanolique de L. acida et le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 300 µg/mL. My = 

myomètre ; En = endothélium ; Lu= lumière. Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± 

ESM (n = 5) ; *p < 0,05, **p < 0,01 et *** p < 0,001 (différences significatives par rapport au témoin 

négatif (OVX) ; ### p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin normal (SHAM). 
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III.4.4.2- Effets sur le vagin

La Figure 48 montre que l’ovariectomie a induit une réduction significative (p < 0,001)

de la taille de l’épithélium vaginal comparé au témoin normal (SHAM). L’E2V à la dose de 

0,75 mg/kg PC a induit une augmentation significative (p < 0,001) de la taille de l’épithélium 

vaginal comparé au groupe OVX (témoin négatif). Comparé au groupe E2V, le fulvestrant (300 

µg/mL) a significativement (p < 0,05 ; 27,29 %) baissé l’effet de l’E2V sur l’épithélium vaginal. 

Tout comme l’E2V, L. acida à la dose de 50 mg/kg PC a signifiativement (p < 0,001) augmenté 

la taille de l’épithélium vaginal comparé au groupe OVX (témoin négatif). Aucune variation 

significative n’a été observée suite au cotraitement à l’extrait éthanolique de L. acida à la dose 

de 50 mg/kg et au fulvestrant (300 µg/mL) pendant trois jours comparés au groupe reçevant 

uniquement L. acida à la dose de 50 mg/kg PC (Figures 48A et 48B). 
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Figure 48 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida en présence du fulvestrant (ICI 182, 780) 

sur la Microphotographie (A)   du vagin (400, coloration à l’hématoxyline-éosine) et taille de 

l’épithélium vaginal (B). 

SHAM = animaux ayant subi une chirurgie blanche et ayant reçu de l’eau distillée, OVX = animaux 

ovariectomisés, recevant de l’eau distillée , E2V = animaux OVX ayant reçu le 17 β-œstradiol à la dose 

de 0,75 mg/kg PC ; Ful = animaux OVX ayant reçu le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 

300 µg/mL,  ; E2B + Ful = animaux OVX, cotraités avec l’œstradiol valérate à la dose de 0,75 mg/kg et 

le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 300 µg/mL ; LA50 = animaux OVX ayant reçu 

l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 50 mg/kg PC. LA50 + Ful = animaux OVX, cotraités avec 

l’extrait éthanolique de L. acida et le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 300 µg/mL. Ch = 

chorion, Lu = lumière vaginal, Cg = couche germinale, Cgr = couche granulaire. Les données sont 

exprimées sous forme de moyenne ± ESM (n= 5) ; *** p < 0,001 (différence significative par rapport 

au témoin négatif (OVX) ; ### p < 0,001 (différence significative par rapport au témoin normal (SHAM). 
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III.4.4.3- Effets sur la glande mammaire

La Figure 49 montre les microphotographies de la glande mammaire des rates après co-

administration des substances de traitement avec le fulvestrant. L’ovariectomie a induit une 

réduction significative du diamètre et de la lumière des alvéoles comparé au groupe SHAM. L. 

acida à la dose de 50 mg/kg tout comme l’E2V à la dose de 0,75 mg/kg a induit une 

augmentation significative du diamètre et de la lumière des alvéoles, avec une différenciation 

nette des couches cellulaires constituant l’alvéole et la présence des sécrétions éosinophiles 

dans la lumière alvéolaire. En présence du fulvestrant (antagoniste), l’effet de l’E2V [l’E2V + 

Ful] et de l’extrait de L. acida [LA50 + Ful] au niveau de la glande mammaire a éte antagonisé. 

Un rétrécissement des acini et une faible sécrétion éosinophile ont été observé dans les groupes 

recevant l’E2V+ Ful ainsi que dans celui recevant LA50 + Ful comparé au groupe E2V (0,75 

mg/kg). 

Figure 49 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la glande mammaire en présence d’un 

anti-œstrogène pure (fulvestrant). Microphotographies (400, coloration à l’hématoxyline-

éosine).  

SHAM = animaux ayant subi une chirurgie blanche et ayant reçu de l’eau distillée, OVX = animaux 

ovariectomisés, recevant de l’eau distillée , E2V = animaux OVX ayant reçu le 17 β-œstradiol à la dose 

de 0,75 mg/kg PC ; Ful = animaux OVX ayant reçu le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 

300 µg/mL ; E2B + Ful = animaux OVX, cotraités avec l’œstradiol valérate à la dose de 0,75 mg/kgPC 

et le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 300 µg/mL ; LA50 = animaux OVX ayant reçu 

l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 50 mg/kg PC. LA50 + Ful = animaux OVX, cotraités avec 

l’extrait éthanolique de L. acida et le fulvestrant (ICI 182, 780) à la concentration de 300 µg/mL. La = 

lumière acinaire ; Ta = tissu adipeux ; Se = Sécrétion éosinophile. 

SHAM OVX E2V 

E2V+ Ful LA 50 LA 50 + Ful 

Ta 

Ta 

Ta Ta 

Ta Ta 

Se 

Se 

Se 

Se 

La 

20 µm 



113 

III.5- Phytochimie et activité antiradicalaire de l’extrait éthanolique de L. acida

III.5.1- Classe des composés et activité antiradicalaire in vitro de l’extrait éthanolique de

L. acida

Les résultats présentés dans le tableau XXI montrent que l’extrait éthanolique de L. 

acida contient des polyphénols totaux (786,75 ± 82,33 mg eq quercétine/g d’extrait sec) et les 

flavonoïdes totaux (250,61 ± 48,17 mg eq quercétine/g d’extrait sec). Cet extrait possède une 

capacité antioxydante totale in vitro (43,39 ± 0,89 µg eq d’acide gallique (EAG)/mg d’extrait 

sec) et antiradicalaire (50,42 ± 2,86 EC50 en µg/mL de radical DPPH• réduit) (tableau XXI). 

Tableau XXI : Taux des composés phénoliques, capacité antioxydante totale et activité 

antiradicalaire in vitro de l’extrait éthanolique de L. acida. 

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne ± EsSM de trois tests indépendants.

eq = équivalent. 

III.5.2 - Composition minérale de l’extrait éthanolique de L. acida

Le tableau XXII indique la composition minérale de l’extrait éthanolique de L. acida. 

Les résultats montrent que, l’extrait de L. acida est riche en potassium (7387, 91 ± 80,19 μg/g), 

en calcium (1657,20 ± 52,65 μg/g), en sodium (979,95 ± 4,45 µg/g), en phosphore (680,11 ± 

3,38 μg/g) et en Magnésium (343,99 ± 2,05 µg/g) (Tableau XXII). 

Paramètres 

Concentration des composés phénoliques 

(mg eq quercétine/g d’extrait sec) 

Polyphénols totaux 786,75 ± 82,33 

Flavonoïdes totaux 250,61 ± 48,17 

Potentiel antioxydant total (FRAP) 

Capacité antioxydante in vitro 

(µg eq d’acide gallique /mg d’extrait sec) 

43,39 ± 0,89 

DPPH 

Activité antiradicalaire 

(en pourcentage de radical DPPH• réduit ) 

50,42 ± 2,86 
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Tableau XXII : Composition minérale de l’extrait éthanolique de L. acida 

 

Les données sont exprimées sous forme de moyens ± ESM, n= 5 

III.6- Effets de l’extrait éthanolique de L. acida en essai aigüe

III.6.1- Effets sur l’aspect, le comportement et la mortalité des animaux

Le résumé du comportement des animaux au cours de la période d’observation est 

consigné dans le tableau XXIII. L’administration orale d’une dose unique de 2000 mg/kg PC 

même après reprise de l’expérimentation et à la dose de 5000 mg/kg PC n’a induit ni mortalité, 

ni changement de l’apparence physique générale et de la somatomotricité durant la période 

d’observation (14 jours). La DL50 a donc été estimée supérieure à 5000 mg/kg PC 5 (tableau 

23). 

Tableau XXIII : Comportement des animaux en essai aigu  

0 min- 30 min 30 min- 4 h  4 h- 24 h 24 - 14 jours 

 Témoin - Regroupement

des animaux,

- Toilettage puis

repos

- regroupement de

tous les animaux

- rythme de vie

normale

- Etat normal

2000 mg/kg PC - Regroupement

des animaux

- Toilettage puis

repos

- Toilettage,

- Regroupement de

tous les animaux

- Rythme de

vie normale

- État normal

Témoin = animaux recevant de l’eau distillée, LA 2000 mg/kg PC = animaux traités avec l’extrait de L. 

acida à la dose de 2000 mg/kg PC. 

III.6.2- Effets sur l’évolution pondérale des animaux

La Figure 50 illustre l’évolution pondérale des animaux en essai aigu. Aucune différence 

significative n’a été observée sur l’évolution de la masse corporelle des animaux traités à 

l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 2000 mg/kg comparée au groupe témoin.  

Minéraux Masse (µg/g) 

Potassium (K) 7387,91 ± 80,19 

Calcium (Ca2+) 1657,20 ± 52,65 

Sodium (Na+) 979,95 ± 4,45 

Phosphores (P) 680,11 ± 3,38 

Magnésium (Mg2+) 343,99 ± 2,05 
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Figure 50 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’évolution pondérale des animaux 

en essai aiguë  

LA 2000 mg/kg = animaux traités à l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 2000 mg/kg PC. J = 

jours. Les valeurs représentent les moyennes ± ESM (n = 3). 
 

III.6.3- Effets sur la masse relative des organes  

                                                                                                                        Le tableau XXIV résume les effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la masse 

relative des organes. Aucune différence significative n’a été observée chez les animaux 

recevant l’extrait éthanolique de L. acida à la dose 2000 mg/kg par comparaison au groupe 

témoin.  

Tableau XXIV : effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la masse relative des organes 

  

                  

                              

 

 

 

 

 

 

Témoin = animaux recevant de l’eau distillée, LA 2000 mg/kg = animaux traités à l’extrait éthanolique 

de L. acida à la dose de 2000 mg/kg PC. J = jours. Les valeurs représentent les moyennes ± ESM (n = 

3). 

Masse relative des 

organes (mg/kg PC)  

Témoin LA 2000 

(mg/kgPC) 

Cœur  3864 ± 183  4025 ± 191 

Estomac  9631 ± 519  8784 ± 804 

Foie        33656 ± 698 35103 ± 185 

Poumons  7471 ± 108 10687 ± 126 

Rate  5079 ± 798  5502 ± 767 

Reins 5880 ± 779  6378 ± 108 

Surrénales    486 ± 117    621 ± 480 

J0 J3 J6 J9 J1
1

J1
4

120

140

160

180

200

Temoin

LA 2000 mg/kg

Temps

E
vo

lu
ti

o
n

 p
o

n
d

ér
a

le
 (

g
)



  

 

116 

III.6.4- Effets sur l’histologie des organes  

La Figure 51 montre les microphotographies des coupes transversales du foie, du rein 

et du poumon des animaux ayant reçu l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 2000 mg/kg 

PC ainsi que celles des animaux du groupe témoin. L’examen histopathologique des coupes 

histologiques du foie, du rein et des poumons des animaux traités à l’extrait de L. acida à la 

dose de 2000 mg/kgPC n’a montré aucun changement structural.  

 

Figure 51 : Effets de l’extrait éthanolique de L. acida sur la microarchitecture du foie, du rein, 

des poumons en essai aiguë (400, coloration à l’hématoxyline-éosine, n = 3).  

Témoin = animaux recevant l’eau distillée, LA 2000 mg/kg = animaux traités à l’extrait éthanolique de 

L. acida à la dose de 2000 mg/kg PC. G = glomérule, A = alvéole ; VCL = veine centro-lobulaire, 
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La phytothérapie n’a cessé de gagner en popularité au cours de ces dernières décennies. 

Dans les pays en développement, elle représente parfois le principal, voir le seul système 

thérapeutique utilisé par la majorité de la population pour leur besoin de santé primaire (WHO, 

2007). Cet intérêt croissant pour la médecine traditionnelle n’est pas seulement dû à son 

accessibilité ou à un manque d’accès à la médecine dite conventionnelle, mais aussi aux 

croyances traditionnelles, à la résistance des nombreuses maladies courantes aux médicaments 

synthétiques ainsi qu’aux effets secondaires indésirables de ces derniers. L. acida A. Rich 

(Anacardiaceae) est une plante utilisée dans la médecine traditionnelle Africaine et 

Camerounaise en particulier, pour traiter de nombreuses pathologies telles que les 

dysménorrhées, l’aménorrhée, l’infertilité (Arbonier, 2009) ; le mal d’estomac, la gonorrhée et 

le rhumatisme (Kone et al., 2004, Arbonier, 2009). Bien que largement utilisé en médecine 

traditionnelle, aucune étude sur des effets œstrogéniques et antiostéoporotiques de L. acida n’a 

encore été réalisée. 

Plusieurs travaux ont montré que 20 à 30% des femmes âgées de 65 ans souffrent 

d’ostéoporose consécutive à la ménopause (Ji and Yu, 2015). Etant donné que, la majorité des 

substances dotées d’effets antiostéoporotiques ont un potentiel œstrogénique, les effets 

œstrogéniques de l’extrait éthanolique de L. acida ont été évalués in vivo suivant le protocole 

recommandé par l’OCDE, (2007) et in vitro par la méthode de "E-Screen" (Zingue et al., 2017) 

sur les cellules de l’adénocarcinomes mammaires (MCF-7). In vivo, les travaux de Westwood 

en 2008, ont montré que le tractus génital des rates subit des modifications histologiques en 

rapport avec le taux sérique des œstrogènes. Des nombreux auteurs ont montré que 

l’œstrogénopénie s’accompagne de l’atrophie des organes sexuels (Ateba et al., 2013 ; Zingue 

et al., 2014). Les résultats de la présente étude montrent que, l’E2V a induit des augmentations 

significatives de la masse relative de l’utérus et de la taille de l’épithélium utérin, ce qui 

corrobore les observations selon lesquelles, l’examen histologique de l’utérus visant à 

déterminer la taille de l’épithélium utérin est associée à une mitose abondante indiquant la 

prolifération cellulaire (Westwood, 2008). Les cellules épithéliales utérines se sont 

hypertrophiées, passant de la forme cubique chez le témoin négatif (ovariectomisé et recevant 

de l’eau distillée), à la forme cylindrique chez ceux recevant l’E2V. Les effets utérotrophiques 

des œstrogènes ont été décrits comme étant biphasique, comprenant l’hyperémie et l’imbibition 

en eau dans l’utérus comme phénomène précoce, la prolifération et la différenciation des 

cellules utérines comme phénomène tardive. Par conséquent, l’augmentation de la masse 

utérine est attribuée à l’imbibition d’eau dans l’utérus et/ou la prolifération cellulaire (Coulibaly 
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et al., 2022). Au niveau utérin, ces effets sont connus et médiés via les récepteurs aux 

œstrogènes de types α (Wuttke et al., 2007).  

Le traitement à l’extrait éthanolique de L. acida trois jours durant, a induit une 

augmentation de la masse relative de l’utérus aux doses de 50 (p < 0,05) et de 200 mg/kg PC (p 

< 0,001) et de la taille de l’épithélium utérin à la dose de 200 mg/kg PC (p < 0,05). Des résultats 

similaires ont été obtenus par Oyeyemi et al. (2015) et Coulibaly et al. (2022) respectivement 

après administration de Momordica charantia (Cucurbitaceae) et des feuilles de Cissus 

araloïdes chez des rates ovariectomisées. Au terme 84 jours de traitement à l’extrait éthanolique 

de L. acida, seule la dose 50 mg/kg a induit une augmentation significative (p < 0,05) de la 

taille de l’épithélium utérin. Aucune variation sur la masse relative de l’utérus n’a été observée 

aux doses testées. Ces résultats sont pareils à ceux de Ateba et al. (2013) et pourraient être 

attribuables à un "down régulation" des récepteurs aux œstrogènes. Ainsi, l’exposition 

prolongée des rates à l’extrait éthanolique de L. acida à des fortes doses provoquerait une 

désensibilisation des récepteurs aux œstrogènes sur la surface des cellules utérines. Les travaux 

de Kouakou et Benie, (2003) ont montré que les protéines sont des constituants essentiels des 

cellules et que toute prolifération cellulaire due à l’effet mitogène et anabolisant des œstrogènes, 

entraînerait également une augmentation du taux de protéines. L’extrait éthanolique de L. acida 

après trois jours de traitement, a induit aux doses de 100 (p < 0,01) et de 200 mg/kg PC (p < 

0,05) des augmentations significatives du taux de protéines totales et la teneur en eau dans 

l’utérus à toutes les doses testées (50, 100, 200 et 300 mg/kg PC). Ces résultats sont semblables 

à ceux de Bleu et al. (2012) et Zougrou et al., (2016) et suggèrent que, l’augmentation de la 

masse relative de l’utérus à la dose de 50 mg/kg est due à l’imbibition d’eau dans l’utérus alors 

qu’à la dose de 200 mg/kg PC elle serait attribuée à l’imbibition d’eau et à la prolifération 

cellulaire. L’augmentation de la taille de l’épithélium utérin quant à elle suggère l’imbibition 

d’eau, l’hypérémie, la prolifération et la différenciation cellulaire. Lilaran et Nazzar, (2012) ont 

montré que sous l’influence des œstrogènes et des composés à activités œstrogéniques, les 

cellules de l’endomètre prolifèrent et se différencient, ce qui est concordant avec les résultats 

obtenus sur la taille de l’épithélium utérin dans ce travail. L. acida possèderait des effets 

œstrogéniques sur l’utérus. Ces effets bénéfiques seraient dus à la présence des composés 

phénoliques (flavonoïdes) dans cet extrait. En effet, Rimoldi et al., (2007) ont montré que les 

flavonoïdes plus particulièrement les isoflavonoïdes agissent soit en augmentant la perméabilité 

vasculaire de l’utérus et engendrer l’infiltration de l’eau dans l’utérus, soit en conduisant à la 

synthèse des protéines spécifiques après s’être fixés sur les récepteurs aux œstrogènes situés 

sur l’utérus et initier la cascade de réactions génomiques. 
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 Les résultats sur l’activité œstrogénique in vitro de L. acida montrent une augmentation 

du nombre de cellules MCF-7 à des concentrations de 10 µg/mL (𝑝 < 0,05), 100 µg/mL (𝑝 < 

0,05) et de 200 µg/mL (𝑝 < 0,001) par comparaison au groupe control exposé uniquement au 

DMSO. L’augmentation du nombre de cellules MCF-7 dans le test de "E-Screen" a été décrite 

comme une marque d’œstrogénicité (Zingue et al., 2017). Ces observations viennent confirmer 

le potentiel œstrogénique de l’extrait de L. acida tel qu’obtenu in vivo chez des rates 

ovariectomisées. En effets, 4 flavonoïdes, nommés : 6,7-(2,2-dimethyl chromeno) -8-𝛾, 𝛾-

dimethyl allyl flavanone 1 ; 3,4-dihydroxy-7,8 (2,2-dimethylchromeno) -6𝛾, 𝛾-

dimethylallylflavonol ; 7-methyltectorigenin et l’Irisolidone 4 ont été isolés de l’extrait de L. 

acida (Sultanat et Ilyas, 1986 ; Muhaisen, 2013). Parmi ces flavonoïdes, l’irisoline 4 et la 

tectorigenin (analogue de la 7-methyltectorigenine) ont montré des effets œstrogéniques in vitro 

par induction de la prolifération des cellules MCF-7 à des concentrations de 0,1, 1, et 10 µM 

(Shin et al., 2006).  

Dans leurs travaux, Keshri et al. (2008) ont émis l’hypothèse selon laquelle, 

l’augmentation du taux de protéines et de glycogène dans les cellules utérines serait responsable 

de l’imbibition d’eau dans l’utérus. Dans la présente étude, l’E2V à la dose de 1 mg/kg et L. 

acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC ont induit une augmentation significative du 

taux de glycogène dans l’utérus. Ces résultats sont en accord avec ceux de Bayala et al. (2006) 

qui ont montré que l’administration d’œstradiol et des substances à activités œstrogéniques 

provoquent une accumulation du glycogène dans les cellules du myomètre utérin. En effet, 

l’utérus est un organe qui fonctionne de manière cyclique et l’endomètre subit des changements 

réguliers pour procurer un environnement propice à l’implantation et au développement de 

l’ovule fécondé. Un apport en glycogène pour la nutrition du fœtus serait indispensable jusqu’à 

l’établissement des connexions vasculaires avec l’environnement maternel. L’augmentation du 

taux de glycogène dans l’utérus est donc une marque d’œstrogénicité.  

Les résultats obtenus sur la cytologie vaginale montrent d’une part qu’après 

ovariectomie, le cycle œstral est bloqué en phase de diœstrus, caractérisée par la présence quasi 

exclusive des cellules épithéliales normales ou parabasales sur les frottis vaginaux. Ceci 

suggère un état de dessèchement vaginal dû à l’arrêt de la prolifération et de la maturation de 

l’épithélium vaginal consécutive à la carence en œstrogènes gonadiques, causée par 

l’ovariectomie (Tchatchou, 2014). Après 3 jours de traitement à l’E2V et à l’extrait de L. acida 

aux doses de 100 et de 200 mg/kg PC, les résultats obtenus sur la cytologie vaginale ont montré 

la présence des cellules superficielles sur les frottis vaginaux. Sachant que ces cellules sont des 

cellules sécrétrices, ces résultats suggèrent que le traitement a induit une lubrification vaginale 
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par reprise de la prolifération et de la maturation de l’épithélium vaginale (Kulkarni et al., 

2012). La cytologie vaginale est l’une des méthodes employées pour évaluer l’œstrogénicité 

des substances et la cornification de l’épithélium vaginal quant à elle une des méthodes 

employées pour mesurer les effets œstrogéniques d’une substance à tester (Njamen et al., 

2013).  

La mesure de la taille des épithélia vaginaux a montré que l’extrait éthanolique de L. 

acida aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg PC a induit une augmentation significative de la 

taille de l’épithélium vaginal. Cette augmentation se traduirait par une stimulation de la 

prolifération des cellules de l’épithélium vaginal avec accumulation des cellules aplaties et 

cornification vaginale. Ces effets seraient médiés par les récepteurs aux œstrogènes (ERα et 

ERβ) présents au niveau du vagin (Mowa et Iwanaga, 2001). Les études réalisées in vitro par 

Resende et al. (2013) ont montré qu’un effet prolifératif relativement supérieur ou égal à 80% 

correspond à un effet agoniste aux récepteurs 𝛼 (ER𝛼) aux œstrogènes. Dans la présente étude, 

L. acida a induit à des concentrations de 100 et de 200 µg/mL, une prolifération des cellules

MCF-7 supérieure à 80%, suggérant son potentiel effet agoniste aux récepteurs α (ER 𝛼) aux 

œstrogènes. Cependant, le cotraitement des cellules MCF-7 à l’œstradiol Benzoate (E2B) et à 

l’extrait éthanolique de L. acida à toutes les concentrations, a induit des réductions du nombre 

total des cellules MCF-7 comparativement aux cellules traitées uniquement à l’E2B (10 nM). 

Les mêmes observations ont été faites par Zingué et al. (2017) après traitement des cellules à 

l’extrait éthanolique de propolis. Ce résultat montre que les composés contenus dans l’extrait 

de L. acida entreraient en compétition avec l’E2B sur les récepteurs aux œstrogènes et 

empêcheraient la prolifération des cellules MCF-7. En effet à des concentrations de 100 à 1000 

fois supérieures à celles de l’E2V, les phytœstrogènes compétissent efficacement avec l’E2V 

pour la fixation sur les récepteurs aux œstrogènes. 

Les œstrogènes jouent également un rôle indéniable dans le développement de la glande 

mammaire. Dans des études antérieures, l’analyse histomorphologique des alvéoles et la 

présence des sécrétions éosinophiles dans la lumière alvéolaire ont été considérées comme des 

critères d’évaluation de l’activité œstrogénique au niveau des glandes mammaire (Zingue et 

al., 2013). En effet, la glande mammaire est caractérisée chez l’adulte par la présence des acini 

formés de deux couches, une couche des cellules épithéliales et une couche des cellules 

myoépithéliale. On y observe également la présence des tissus de connections et des tissus 

adipeux. En absence des œstrogènes, les acini restent indifférenciés avec une lumière acinaire 

rétrécie ainsi qu’une absence des sécrétions éosinophiles (Santell et al., 1997). Dans ces 

travaux, l’observation des coupes histologiques des glandes mammaires montre que L. acida 



122 

aux doses testées (100, 200 et 300 mg/kg PC) tout comme l’E2V (1mg/kg PC) a augmenté la 

taille et le diamètre de la lumière des acini, avec une différenciation nette des couches 

cellulaires constituants l’alvéole, ainsi que la présence d’abondantes sécrétions éosinophiles 

dans la lumière des acini. Ces résultats sont concordants à ceux de Njamen et al. (2013) et 

Ketcha et al. (2016) qui ont montré que, l’administration des substances œstrogéniques inverse 

la régression de la glande mammaire consécutive à l’ovariectomie. Les résultats obtenus in 

vitro et in vivo montrent que l’extrait éthanolique de L. acida possède des effets œstrogéniques. 

Ces effets seraient attribuables à la présence des composés tels que les flavonoïdes et en 

particulier les isoflavonoïdes qui ont été détectés dans cet extrait (Muhaisen, 2013). 

La déficience œstrogénique durant la ménopause est bien connue comme l’un des 

facteurs pathogéniques de l’ostéoporose. Des nombreux travaux ont montré que, 4 à12 semaines 

après ovariectomie, la rate présente un ensemble de troubles caractéristiques de l’ostéoporose 

(Bagath et al., 2010 et Zhigen et al., 2016). Ayant montré les effets œstrogéniques in vitro et in 

vivo, l’extrait éthanolique de L. acida pourrait protéger contre l’installation de l’ostéoporose 

consécutive à l’ovariectomie. Ainsi dans ces travaux, ciblant les effets préventifs de L. acida 

contre l’ostéoporose induite par l’ovariectomie bilatérale, nous avons évalués les effets de 

l’extrait sur les cibles primaires d’œstrogènes, sur quelques paramètres du métabolisme osseux 

et sur l’histopathologie des os. Un aperçu toxicologique après 12 semaines de traitement a 

également été effectué. Au cours de cette étude, les doses utilisées ont été 50 et 200 mg/kg 

(doses ayant montré les meilleurs effets au cours du test œstrogénique in vivo). Les résultats de 

ces travaux ont montré que, l’ovariectomie a induit une réduction significative (𝑝 < 0,001) de 

la masse relative de l’utérus et de la taille des épithélia utérin et vaginal après 84 jours de 

traitement. Ces résultats sont semblables à ceux de Yoon-Bok et al. (2004) et prouvent que 

l’œstrogénopénie a eu lieu et donc l’installation de l’ostéoporose. 

Les travaux de Tabakoğlu et al. (2013) ont montré que l’ovariectomie bilatérale entraine 

une perte osseuse rapide chez la rate qui est similaire à celle observée chez une femme 

ostéoporotique. Wronski et al. (1986) ont émis l’idée selon laquelle, l’ostéoporose est 

caractérisée par une perte de la masse osseuse et une diminution du "turn over" osseux chez les 

rates ovariectomisées. Nos résultats ont montré que, l’ovariectomie a induit une réduction 

significative (𝑝 < 0,05) de la masse relative du fémur (frais et sec) ainsi que de la masse relative 

du tibia (frais et sec), suggérant l’installation de l’ostéoporose. Cependant L. acida à la dose 

optimale (200 mg/kg) tout comme l’E2V (1mg/kg) a contrecarré les effets de l’ovariectomie sur 

les paramètres sus-évoqués. L’augmentation de la masse relative du fémur et du tibia (frais et 
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sec) suite à l’administration de L. acida à la dose de 200 mg/kg indiquerait alors un effet 

ostéoprotecteur.  

Les travaux de Thomas et al. (2008) ont montré que le calcium et le phosphore 

inorganique sont des constituants majeurs de la matrice minérale osseuse. Ils s’associent et se 

précipitent sous forme d’hydroxyapatite contribuant à la solidification de l’os (Kuhn et al., 

2008). Toute variation de la concentration de ces ions dans l’os serait à l’origine de la variation 

subséquente de la masse osseuse (Ateba et al., 2013). De plus, Heaney et al. (2010) ont montré 

que, la baisse du taux de calcium osseux consécutive à l’ovariectomie est un indicateur 

d’ostéoporose. Dans ces travaux, l’ovariectomie a induit une baisse du taux de calcium [dans 

le fémur et le tibia], du taux de phosphore inorganique dans le tibia et une réduction (bien que 

non significative) du taux du phosphore dans le fémur. L. acida à la dose de 200 mg/kg a 

prévenu la baisse du taux de calcium (dans le fémur) et du phosphore inorganique (dans le tibia 

et le fémur) indiquant un effet anti-ostéoporotique. De plus, ces résultats suggèrent également 

que, l’augmentation de masse relative du tibia et du fémur (frais et sec) serait due à 

l’accumulation des ions calcium et phosphore inorganique dans lesdits os. Des résultats 

similaires ont été obtenus par Arjmandi et al. (2003). Des nombreux travaux (Etuk et al., 2009 ; 

Muhaisen, 2013) ont montré que L. acida possède des alcaloïdes, des tannins et des flavonoïdes/ 

isoflavonoïdes, qui sont des composés ayant des effets bénéfiques sur la masse osseuse 

(Bhagath et al., 2010). Prise ensemble, ces résultats suggèrent que l’extrait éthanolique de L. 

acida à la dose de 200 mg/kg PC préviendrait la baisse de la masse osseuse consécutive à 

l’ovariectomie tels que suggéré par Ateba et al. (2013) et Zingue et al. (2014) après observations 

des variations physiologiques semblables lorsqu’ils travaillaient respectivement sur les extraits 

au méthanol de Eriosema laurentii De Wild (Leguminosae) et de Millettia macrophylla Benth 

(Fabaceae) . 

La densité minérale osseuse (DMO) qui exprime la quantité de minéral en gramme 

contenu dans un centimètre carré d’os (Ngandeu et Amvene, 2008) a été calculée dans ce travail 

suivant la méthode de Yoon-Bok et al. (2004). Sa détermination constitue une approche 

diagnostique des risques de fractures osseuses dans le cadre des maladies comme l’ostéoporose. 

Ainsi, toute baisse de la DMO présage un risque accru de la survenue de fractures (Ozgocmen 

et al., 2007 ; Altindag et al., 2008). Les travaux de Zingue et al. (2013) ont montré que 

l’ovariectomie entraine une baisse de la densité minérale osseuse. Dans la présente étude, 

l’ovariectomie a induit une réduction de la densité minérale du fémur (33,60%, 𝑝 < 0,01) et du 

tibia (108,01%, 𝑝 < 0,001) comparé au groupe OVX. Ces résultats corroborent ceux obtenus 

par Sohair et al. (2009) et indiquent un risque de fractures osseuses. L. acida à la dose de 200 
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mg/kg PC a prévenu la baisse de la densité minérale du fémur (24,56%) et du tibia (78,41%). 

Les résultats semblables ont été obtenus par Njamen et al. (2007) et Zhigen et al. (2016) qui 

ont montré que les phytoestrogènes préviennent la résorption osseuse et augmentent la densité 

minérale osseuse. Les résultats de plusieurs autres travaux ont montré que l’activité de l’alcaline 

phosphatase sérique (ALPser), biomarqueur de l’activité ostéoblastique et du remaniement 

osseux augmente lors de l’ostéoporose (Zhang et al., 2006 et Wei et al., 2007). Dans cette étude, 

l’ovariectomie a induit l’augmentation (𝑝 < 0,001) de l’activité de l’ALPser. Les résultats 

semblables ont été obtenus par Zhang et al. (2006), suggérant ainsi l’installation de 

l’ostéoporose chez des rates. L’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 200 mg/kg tout 

comme l’E2V a empêché l’augmentation de l’activité de l’ALPser. Ces résultats sont conformes 

à ceux de Wei et al. (2007) qui ont émis l’idée selon laquelle les substances à activités 

œstrogéniques possèdent des effets préventifs contre l’ostéoporose post-ovariectomie.  

L’analyse histomorphologique des os est une technique utilisée pour fournir des 

informations sur l’état de l’os (Lucinda et al., 2010). Elle constitue ainsi un examen privilégié 

pour le diagnostic de l’ostéoporose. Bonjour et al. (2005) ont montré que l’altération de la 

microarchitecture du tissu osseux chez la rate ovariectomisée indique un état d’ostéoporose. 

Les résultats montrent que, l’ovariectomie a induit des altérations des microarchitectures du 

tibia, du fémur, de l’os mandibulaire et de la vertèbre lombaire numéro-3 (VL-3). L’observation 

des coupes histologiques desdits os indique des détériorations des réseaux trabéculaires suivit 

d’une diminution de l’imprégnation en moelle osseuse, indiquant une situation d’ostéoporose 

causée par la carence en œstrogènes consécutive à l’ovariectomie. Des résultats semblables ont 

été obtenu par Sohair et al. (2009) et Zhigen et al. (2016). Kindmark et al. (1995) ont montré 

que, la perte osseuse est liée à une augmentation de l’activité des ostéoclastes, source de 

perforation, de fragmentation du réseau trabéculaire et d’érosion des plaques trabéculaires. 

Connaissant le rôle des ostéoclastes dans le tissu osseux, les ainsi obtenus indiqueraient une 

augmentation du nombre et de l’activité des ostéoclastes au détriment des ostéoblastes (Wronski 

et al., 1986). En outre, le traitement préventif à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses 

testées (50 et 200 mg/kg PC) pendant 12 semaines a protégé l’abrasion de la moelle osseuse 

et/ou la détérioration du réseau trabéculaire et la diminution de l’imprégnation en moelle 

osseuse à l’intérieur du réseau trabéculaire. Ces résultats sont similaires à ceux de Njamen et 

al. (2013) qui ont montré que les substances à activités œstrogéniques agiraient en réduisant la 

sensitivité du tissu osseux à la résorption, en bloquant la libération des interleukines 1, 6 et 11 

(puissants agents de la résorption osseuse) ou en modulant l’activité des ostéoclastes (Aurbach 

et al., 1992). Les effets bénéfiques de l’extrait éthanolique de L. acida sur l’os trabéculaire 
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pourraient être dus à l’habilité de ses métabolites secondaires à inhiber la détérioration de l’os 

trabéculaire par diminution de la vitesse de résorption osseuse, étant donné que les 

phytoestrogènes ont été décrits comme ayant des effets inhibiteurs sur l’activités des 

ostéoclastes (Silvestini et al., 2000).  

 De nombreux travaux ont montré qu’une déplétion progressive en œstrogène contribue au 

gain pondéral chez la femme (Tchenof et al.,2000). De même, Dagnault et al. (1996) ont montré 

que la déplétion œstrogénique consécutive à l’ovariectomie mène à un stock d’énergie chez les 

rates, contribuant à un gain pondéral. Les résultats de la présente étude ont montré que, 

l’ovariectomie a induit une augmentation de la masse corporelle des animaux de la huitième 

semaine jusqu’à la fin de l’expérience (douzième semaine). Ce résultat est conforme aux 

observations précédentes rapportées par Mvondo et al. (2011). En effet, le gain pondéral est le 

résultat de plusieurs processus, impliquant la résistance à la leptine, une diminution de 

l’expression de l’adiponectine et/ou de la conversion excessive des glucides en matières grasses 

(Lima et al., 2005). Il pourrait également s’expliquer par une accumulation de graisse suite au 

changement du métabolisme énergique des lipides et à l’accumulation du tissu adipeux 

abdominal causée par l’insuffisance des œstrogènes engendrée par l’ovariectomie (Liu et al., 

2009 ; Zhen-Guo et al., 2009). L. acida à la dose de 200 mg/kg PC tout comme l’E2V a prévenu 

le gain pondéral consécutive à l’ovariectomie. En effet, Naaz et al. (2002) ont montré que, les 

composés à activités œstrogéniques sont capable d’induire une réversibilité du gain pondéral 

induit par l’ovariectomie. Ce résultat confirme les effets œstrogéniques de l’extrait éthanolique 

de L. acida. Le mécanisme d’action par lequel les œstrogènes et les substances à activités 

œstrogéniques inhibent la prise alimentaire reste encore mal connu. Cependant des études 

menées sur les modèles de souris ERKO ont montré l’implication des ERα dans le contrôle de 

la prise alimentaire et la modulation du bilan énergétique (Geary et al., 2001). Plusieurs travaux 

ont montré que l’augmentation de la masse relative des organes est un indicateur des effets 

toxiques des drogues (Tchoumtchoua et al., 2015 ; Awounfack et al., 2016). Dans cette étude, 

aucune variation significative de la masse relative du foie, de la rate, du poumon, des reins, des 

surrénales, du cœur et de l’estomac n’a été observée aux doses testées comparativement au 

groupe OVX recevant de l’eau distillée. L’examen macroscopique et l’analyse 

histomorphologique du foie, des reins et des poumons (principaux organes de la détoxification) 

n’ont révélé aucun changement structural suite au traitement à l’extrait éthanolique de L. acida 

aux doses de 50 et de 200 mg/kg PC. Ces résultats suggèrent que l’extrait éthanolique de L. 

acida serait faiblement toxique après douze semaines de traitement. Ainsi, selon Piao et al., 

(2013), après un traitement à long terme avec un extrait, l’absence de signes pathologiques en 
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examen macroscopique et microscopique des organes permettent de suggérer la faible toxicité 

de l’extrait. 

 Les travaux de Lavenus et al. (2010) et Noukrati, (2015) ont montré que le tissu osseux 

joue un rôle dans le processus de l’hématopoïèse, processus au cours duquel il y’a 

renouvellement des cellules sanguines. Ainsi, le système hématopoïétique constitue un 

indicateur important du statut physiologique et physiopathologique (Diallo et al., 2009). Il 

donne des informations sur l’activité de la moelle osseuse et sur des effets intravasculaires 

(Voigt, 2000). Garnero et al. (1994) ont montré que devant toute raréfaction osseuse, la 

réalisation d’un hémogramme constitue l’un des examens de première intention en plus d’un 

bilan inflammatoire et phosphocalcique. Les résultats obtenus montrent qu’après 84 jours 

d’expérimentation, l’ovariectomie a induit une augmentation significative du pourcentage de 

lymphocytes et de l’hématocrite, du taux de globule rouge et de la concentration en 

hémoglobine par comparaison au témoin normal. L’augmentation du taux de globule rouge, de 

l’hématocrite et de la concentration en hémoglobine suggère une polyglobulie et l’augmentation 

du pourcentage de lymphocyte un état inflammatoire général (Osama et al., 2019). Toutefois, 

il est à noter que ces légères variations bien que significative se situent dans la fourchette des 

valeurs physiologiques normales (Fallon, 1996) et semble ne pas constituer un effet toxique 

mais plutôt un effet temps- dépendant (Tchoumtchoua et al., 2014). L. acida a provoqué des 

réductions du poucentage d’hématocrite aux doses de 50 et de 200 mg/kg et de la concentration 

en hémoglobine à la dose de 50 mg/kg suggérant une anémie microcytaire. Ces résultats sont 

opposés à ceux rapportés par Koné et al. (2004) qui ont montré que les écorces du tronc de L. 

acida sont utilisées pour traiter l’anémie. Les résultats ainsi obtenus seraient dus aux doses 

administrées ou au temps d’exposition des animaux à l’extrait de L. acida. En effet, 

l’administration chronique de L. acida agirait sur les cellules souches et empêcherait soit la 

production des globules rouge ou diminuerait le taux de globule rouge circulant. L. acida à la 

dose de 200 mg/kg a significativement baissé les taux de lymphocytes (𝑝 < 0,01) et de 

l’hématocrite (𝑝 < 0,05) et prévenue la baisse du taux de granulocytes. Sachant que les 

lymphocytes et les granulocytes sont des sous-populations des globules blancs, les résultats 

ainsi obtenus montrent que l’extrait éthanolique de L. acida agit de façon différente sur les sous-

populations des leucocytes. En effet, de nombreux travaux ont montré que, les œstrogènes ont 

une action immunosuppressive (Katerere et Luseba, 2010). Ils ont la capacité de diminuer la 

chimiotaxie des monocytes en diminuant l’expression des molécules d’adhésion induites par 

l’environnement pro-inflammatoire. Ainsi, la baisse du taux de lymphocytes, (bien que se 

trouvant dans la fourchette physiologique normale), présage d’un effet immunosuppressif. 



127 

Cette immunosuppression est dû à la présence des flavonoïdes contenus dans l’extrait (Hasan, 

2013) dont les propriétés immunosuppressives ont été démontrées (Bruneton, 2009). Pris 

ensemble, ces résultats montrent au moins en partie que l’extrait éthanolique de L. acida 

prévient l’installation de l’ostéoporose induite par l’ovariectomie. 

Les femmes ostéoporotiques au quotidien font face à un risque accru de fractures osseuses. 

Etant donné que, L. acida a montré des effets préventifs sur un modèle d’ostéoporose post-

ovariectomie, il a nous a été important d’évaluer par la suite, ses effets sur l’une des 

complications la plus fréquente de l’ostéoporose : la fracture de l’extrémité supérieure du 

fémur. Au cours de cette expérimentation, trois doses ont été utilisées (50 ,100 et 200 mg/kg 

PC). Les travaux de Briot et al. (2012) ont montré que les fractures ostéoporotiques sont 

associées à une morbidité et a une mortalité accrue. Dans notre étude, les résultats ont montré 

chez les animaux ovariectomisés et fracturés un taux de survie de 65% chez les témoins 

négatifs, contre 100% chez le témoin normal. Chez des rates traitées à l’extrait de L. acida aux 

doses de 100 et de 200 mg/kg PC, le taux de survie a été de 85% ; soit au total 15% de décès. 

L. acida à la dose de 50 mg/kg PC tout comme l’E2V a présenté un taux de survie de 100%. Les

résultats ainsi obtenus montrent que L. acida à la dose de 50 mg/kg PC empêcherait la mortalité 

de suite de fracture chez les animaux. Chez les animaux non-ovariectomisés ayant été fracturés, 

les rates traitées à l’extrait éthanolique de L. acida aux doses de 100 et de 200 mg/kg PC tout 

comme celles du groupe normal ont présenté un taux de survie de 85% tandis que celles traitées 

à la dose de 50 mg/kg PC présentaient un taux de survie de100%. L’ensemble de ces résultats 

montre que, l’extrait éthanolique de L. acida réduirait le taux de mortalité consécutive à la 

fracture du fémur chez les rates ovariectomisées et chez les rates non ovariectomisées.  

Quatre-vingt-dix jours post-ovariectomie, les effets de l’extrait éthanolique de L. acida 

ont été évalués sur les cibles primaires des œstrogènes à savoir le vagin et l’utérus. Les résultats 

ont montré que l’ovariectomie a induit une réduction significative de la masse relative de 

l’utérus et de la taille des épithélia utérin et vaginal comparativement au témoin normal 

(SHAM). Ces résultats sont en accord avec des travaux (Ateba et al., 2013 ; Zingue et al., 2014) 

et indiquent une déplétion en œstrogène endogène.  

Les travaux de Lavenus et al. (2010) ont montré que, la moelle rouge des os contenue 

dans fémur est le principal site de l’hématopoïèse. Ainsi, toute lésion du fémur pourrait affectée 

le processus de l’hématopoïèse. Les résultats sur les paramètres hématologiques n’ont montré 

aucune variation significative des paramètres hématologiques chez les animaux OVX- fracturés 

recevant de l’eau distillée (témoins négatifs) par comparaison au témoin normal. Les mêmes 

résultats ont été obtenus chez les animaux OVX- fracturés traités à l’E2V (1mg/Kg) et/ ou L. 
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acida à toutes les doses testées (50,100 et 200 mg/kg PC). Ces résultats montrent que le 

processus d’hématopoïèse n’a pas été affecté suite à la fracturation du fémur. Chez les animaux 

SHAM-fracturés, L. acida a induit à toutes les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) des 

réductions significatives (p < 0,001) du taux de globules blancs par comparaison au témoin 

normal. Connaissant le rôle des globules blancs dans la défense immunitaire, ces résultats 

suggèrent une activité immunosuppressive. Outre son rôle de support mécanique de la 

protection de la moelle osseuse, le fémur intervient également dans le maintien de l’homéostasie 

du métabolisme osseux (Ramajayam et al., 2007). Ainsi, toute baisse de la masse ou de la 

densité minérale du fémur indique un risque accru de fracture (Njamen et al., 2007). Les 

résultats de ces travaux ont montré une réduction de la masse relative du fémur (frais et sec) et 

de sa densité minérale (p < 0,05) chez le témoin négatif. L. acida (50 et 100 mg/kg) a induit 

chez les animaux OVX-fracturés, une augmentation de la masse relative du fémur frais (p < 

0,05), du fémur sec (p < 0,001)) et de la densité minérale du fémur doses de 50 mg/kg (p < 

0,05) et de 100 mg/kg (p < 0,01) comparé au témoin négatif. Ces résultats montrent que l’extrait 

éthanolique de L. acida diminue le risque de fracture du fémur. Il est bien connu que la masse 

relative de l’os varie en fonction de sa richesse en calcium et en phosphore. Les résultats ont 

montré chez le témoin négatif une baisse (𝑝 < 0,001) du taux de calcium (sérique et osseux) et 

du phosphore inorganique sérique. Ces résultats montrent que la baisse de la masse relative du 

fémur est consécutive à la baisse du taux de calcium et du phosphore comme observer dans 

notre précédant travail portant sur l’ostéoporose. L’extrait éthanolique de L. acida, a induit chez 

les animaux OVX- fracturés, une augmentation significative (𝑝 < 0,001) du taux de calcium 

sérique (50, 100 et 200 mg/kg PC) et osseux (100 et 200 mg/kg PC), ainsi que du taux de 

phosphore inorganique sérique (𝑝 < 0,01, 100 mg/kg PC) et osseux (𝑝 < 0,01 ; 200 mg/kg PC). 

Chez les animaux SHAM-fracturés une augmentation (𝑝 < 0,001) du taux de calcium sérique 

aux doses de 50 et de 200 mg/kg PC et du phosphore inorganique osseux (𝑝 < 0,05) a été 

observée par comparaison au témoin normal. En effets, les travaux de Leung et al. (1968) ont 

montré que, les feuilles de L. acida contiennent des ions calciums et phosphores. De plus, la 

détermination de la composition minérale de l’extrait éthanolique des écorces du tronc de L. 

acida a révélé entre autres la présence des ions calcium (1657,2± 52,65 µg/g) et phosphore 

(680,11± 3,38 µg/g) qui sont des principaux ions qui participent à la minéralisation du tissu 

ostéoïde durant la phase de formation osseuse (Kini et al., 2012 ; Ngueguim et al., 2017). Ces 

résultats indiquent que l’augmentation du taux de calcium et de phosphore est due à 

l’administration de l’extrait éthanolique de L. acida. Ainsi, l’administration de l’extrait 

éthanolique de L. acida aux rates fracturées et non fracturées contribuerait à la consolidation 
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des os par apport des minéraux important pour la minéralisation du tissu ostéoïde. Cette 

minéralisation osseuse est consécutive non seulement à la présence des ions, mais également à 

la présence des flavonoïdes (Sultanat et Ilyas, 1986 ; Muhaisen, 2013). De nombreux travaux 

ont montré que les flavonoïdes stimulent le recrutement des ostéoblastes sur les sites osseux 

fracturés (Doblare et al., 2004), augmentent leur nombre ainsi que leur activité et contribuent 

ainsi à la consolidation des os (Sharan et al., 2011). En effet, le processus de consolidation et 

de remodelage de la fracture est directement dépendant du "turnover" et du métabolisme 

phosphocalcique (Marongiu et al., 2020). Les travaux de Matsuoka et al. (2014) ont montré que 

les ostéoblastes sont responsables de la formation de l’os nouveau, initiée par l’accumulation 

du calcium et du phosphore inorganique et les ostéoclastes quant à eux sont des acteurs de la 

résorption osseuse. Ainsi, l’augmentation des taux de calcium osseux et du phosphore 

inorganique suite à l’administration de l’extrait éthanolique de L. acida indique la formation 

osseuse. D’autres part, l’augmentation du taux de calcium peut être une conséquence de 

l’ostéoporose, l’hyperthyroïdisme et/ou d’une maladie maligne, la thyrotoxicose et d’une 

diminution de l’excrétion urinaire. Cependant, dans le cas d’ostéoporose, de l’hyperthyroïdisme 

et/ou d’une maladie maligne et de la thyrotoxicose, le mécanisme global est l’activation des 

ostéoclastes qui induisent la résorption osseuse et l’augmentation du taux de calcium demeure 

seulement dans le sang avec une incapacité d’élimination à travers le rein (Žofková, 2016 ; 

Zagzag et al., 2018 ; Feldenzer et al., 2018). Ainsi L. acida diminuerait l’excrétion urinaire du 

calcium. D’autre part, les résultats montrent des augmentations des taux de calcium et de 

phosphore osseux suite au traitement à L. acida suggérant que l’extrait apporterait des matériels 

qui entreraient dans la constitution de l’os. Cette constitution osseuse ne peut être possible que 

si les ostéoblastes, chefs d’orchestre de la formation osseuse sont activées. 

L’alcaline phosphatase (ALP) est un biomarqueur spécifique de la formation osseuse 

sécrétée par les ostéoblastes durant la phase de la formation osseuse (Kini et al., 2012). Les 

résultats obtenus montrent chez les témoins négatifs, une augmentation significative de 

l’activité de l’alcaline phosphatase sérique (𝑝 < 0,05) et osseuse (𝑝 < 0,05) comparée au témoin 

normal. L’extrait éthanolique de L. acida tout comme l’E2V (1 mg/kg) a significativement 

baissé les activités de l’ALPser aux doses de 50 et de 100 mg/kg (𝑝 < 0,001) et de l’ALPos a 

toutes les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg). Chez les animaux normaux-fracturés, le 

traitement à l’extrait éthanolique de L. acida a induit l’augmentation de l’activité de l’ALPos à 

la dose de 100 mg/kg et une réduction significative (𝑝 < 0,001) de l’activité de l’ALPser à la 

dose de 50 mg/kg comparé au témoin normal. Plusieurs études ont montré que la réduction de 

l’activité de l’alcaline phosphatase osseuse et sérique correspond à la phase de la guérison des 
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fractures (Komnenou et al., 2005 ; Sousa et al., 2011 ; Nguéguim et al., 2017). En effet, 

Komnenou et al. (2005) ont montré que le processus normal de guérison de la fracture est initié 

par l’augmentation de l’activité des ostéoblastes qui sécrètent une grande quantité de l’ALP 

responsable de la formation et de la minéralisation osseuse. Ainsi, une guérison osseuse rapide 

entraine une baisse rapide de l’activité de l’ALP. Les résultats obtenus indiquent que le 

traitement à l’extrait éthanolique de L. acida accélère la cicatrisation osseuse chez les animaux 

OVX-fracturés et normaux-fracturés.  

La radiographie du fémur des animaux du groupe OVX-fracturés (témoin négatif) 

montre une cicatrisation osseuse incomplète. Les résultats similaires ont été obtenu par des 

nombreux auteurs (Pereira et al. 2007) qui ont montré que l’œstrogénopénie entraine une 

cicatrisation osseuse imparfaite. L. acida a toutes les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) a 

entrainé chez les animaux OVX-fracturés, une cicatrisation osseuse totale. Des observations 

similaires ont été faites chez les animaux normaux-fracturés. Ces résultats corroborent ceux de 

Nguéguim et al. (2017) qui ont observé une régénération totale du fémur chez les rates après 

14 jours de traitement à l’extrait aqueux de Peperomia pellucida à la dose de 400 mg/kg PC. 

En effet, le processus de cicatrisation osseuse nécessite trois événements : le recrutement (qui 

consiste à la migration des cellules ostéoprogénitrices vers le site de réparation), suivie de la 

modulation (représentant l’activation et la différenciation des cellules ostéoprogénitrices en 

ostéoblastes actifs) ; et enfin de l’ostéo-construction (qui implique la formation d’un 

échafaudage tridimensionnel sur lequel les ostéoblastes déposent de l’os nouveau) (Yoneda et 

al., 2013). Plusieurs travaux ont montré que les œstrogènes induisent sur les ostéoblastes des 

effets bénéfiques sur la formation osseuse par activation de la prolifération, l’induction de la 

sécrétion de protéines collagéniques et non collagéniques ainsi que des facteurs de croissance 

(IGF I et II, TGFβ 3) qui sont à leur tour responsables d’une augmentation de la multiplication 

et de la différenciation cellulaire (Ernst et al., 1989 ; Pacifici et al., 1996). Les résultats observés 

sur la radiographie du fémur suggèrent que L. acida stimulerait l’ostéoblastogénèse responsable 

de la production des facteurs de croissance qui induiraient des effets mitogènes conduisant à la 

cicatrisation des os. Les résultats de l’analyse histologique et l’histomorphométrie du fémur 

montrent chez les témoins négatifs une destruction de la microarchitecture du fémur 

caractérisée par une diminution de la concentration de la moelle osseuse dans le réseau 

trabéculaire et une diminution (𝑝 < 0,001) de l’épaisseur de l’os trabéculaire. L. acida a toutes 

les doses testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) tout comme l’E2V a restauré le tissu osseux (chez 

les animaux OVX-fracturés et normaux - fracturés) et augmenté (𝑝 < 0,001) l’épaisseur de l’os 

trabéculaire des animaux OVX-fracturés. Aucune variation significative de l’épaisseur de l’os 
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trabéculaire n’a été observée chez les animaux normaux-fracturés comparée au control normal. 

D’après Bhagath et al. (2010), la fracture osseuse résulte de la réduction des épaisseurs de l’os 

trabéculaire et de l’os cortical. L’extrait éthanolique de L. acida empêcherait donc la perte 

osseuse et donc la survenue des fractures osseuses.  

Les travaux de Kuyumcu et al., 2012 et Young et al., 2015 ont montré que le stress 

oxydant est l’un des processus de base des dommages cellulaires et tissulaires impliqués dans 

les pathologies dégénératives telles que : le cancer, l’athérosclérose, l’arthrite et l’ostéoporose. 

Les travaux de Cervellati et al. (2013) et Carlo et al. (2014) ont montré qu’au cours de 

l’ostéoporose postménopausique, il y’a une surproduction des radicaux libres qui sont 

impliqués dans le processus de reperfusion ischémique durant la formation des calles osseuses 

après la fracture (Cetinus et al., 2005 ; Sheweita et Koshhal, 2007 ;). En effet, les radicaux libres 

de notre organisme sont contrôlés par des antioxydants. Quand cet équilibre est rompu soit par 

une baisse de l’activité antioxydante ou par une augmentation du nombre de radicaux libres, il 

survient un stress oxydatif associée à une variété de troubles (Sheweita et al., 2012). Un 

antioxydant est défini comme toute substance qui, lorsqu’elle est présente à des concentrations 

faibles par rapport à celles d’un substrat oxydable, retarde ou empêche l’oxydation de ce 

substrat de manière significative. Des résultats des tests in vitro et in vivo ont montré que 

l’augmentation de la quantité des espèces réactives à l’oxygène (ERO) dans le tissu osseux lors 

d’une situation de carence œstrogénique est un mécanisme qui contribuerait à la destruction 

osseuse accélérée et aux risques de fractures. En effet, Muthusami et al. (2005) ont montré que 

chez la rate, l’ovariectomie induit un stress oxydatif et altère l’expression d’antioxydant. De 

même, Maggio et al. (2003) ont montré que chez la femme, les ERO jouent un rôle dans la perte 

osseuse post-ménopausique. Ainsi, la catalase est une enzyme qui catalyse la réduction du 

peroxyde d’hydrogène en eau et en dioxygène, protégeant ainsi les tissus (Sajeeth et al., 2011). 

La glutathion peroxydase (GPx) quant à elle est une enzyme qui catalyse le catabolisme du 

peroxyde d’hydrogène en eau et en dioxygène (Sajeeth et al., 2011). Les résultats de la présente 

étude montrent chez les témoins négatifs une réduction significative (𝑝 < 0,01) de l’activité de 

la GPx comparé au témoin normal. Ces résultats corroborent ceux de Sohair et al. (2009) et 

suggèrent que la fracture est à l’origine de la surproduction des radicaux libres chez les animaux 

ovariectomisés. L’E2V et l’extrait éthanolique de L. acida à toutes les doses testées (50, 100 et 

200 mg/kg PC) ont induits des augmentations (𝑝 < 0,001) de l’activité de la GPx chez les 

animaux OVX-fracturés. Seule L. acida à la dose de 100 mg/kg a significativement augmenté 

(𝑝 < 0,001) l’activité de la catalase. Chez les animaux normaux-fracturés, l’extrait éthanolique 

de L. acida a induit des augmentations significatives (𝑝 < 0,001) des activités de la catalase à 
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la dose de 100 mg/kg, de la GPx aux doses de 100 et 200 mg/kg et une réduction (𝑝 < 0,05) de 

l’activité de la GPx à la dose de 50 mg/kg PC par comparaison au témoin normal. 

L’augmentation de l’activité de la catalase et de la GPx indique que l’extrait éthanolique de L. 

acida possède des propriétés antioxydantes telles que montré par Ouattara et al. (2011). Les 

propriétés antioxydantes ainsi obtenues seraient dues à la présence des composés phénoliques 

contenus dans cet extrait dont l’activité antioxydante a été largement documentée (Orshal et 

Khalil, 2004).  En effet, des nombreux travaux ont montré que, les composés à activités 

oestrogéniques exerceraient des effes antioxydants en limitant soit la production des ERO, du 

péroxyde d’hydrogène, la peroxydation lipidique, soit en empéchant l’accumulation 

intracellulaire du péroxyde d’hydrogène ou en protégeant contre le stress oxydant (Jakob et al., 

2011). La capacité antioxydante totale a été déterminée par la méthode de la FRAP "Ferric 

Reducing Antioxidant Power" telle que décrite par Benzie et al. (1996) et les résultats ont 

montré une réduction (𝑝 < 0,001) de l’activité de la FRAP osseuse chez les témoins négatifs 

comparé au témoin normal. Des résultats semblables ont été obtenus par Sanchez-Rodriguez et 

al. (2007) et Carlo et al. (2014) et indiquent que la fracture induit chez les animaux 

ovariectomisés le stress oxydant et donc l’altération de l’expression d’antioxydant. En outre, L. 

acida aux doses testées (50, 100 et 200 mg/kg PC) a induit l’augmentation (𝑝 < 0,001) de 

l’activité de la FRAP osseuse chez les animaux OVX-fracturés et chez animaux normaux-

fracturés. Les mêmes résultats ont été obtenus par Ozlan et al. (2008). Des études ont montré 

que les œstrogènes pourraient exercés leurs propriétés antioxydantes en piégeant les radicaux 

libres (Reyes et al., 2006), et de ce fait, préviendraient les dommages induits par l’oxydation 

des substrats organiques (Prokai et al., 2008). Les résultats obtenus montrent que L. acida 

possède des propriétés antioxydantes (Ouattara et al., 2011). Ces propriétés antioxydantes de 

l’extrait éthanolique de L. acida observées in vivo, ont été confirmées in vitro par la méthode 

de la FRAP (Benzie et Strain, 1996) et par la détermination de l’activité antiradicalaire de la 

DPPH suivant la méthode décrite par Katalinié et al. (2003). En effet, plusieurs classes de 

composés à l’instar des polyphénols ont montré leur efficacité antioxydante au niveau osseux 

(Sarma et al., 2015). De ce fait les polyphénols totaux et les flavonoïdes contenus dans l’extrait 

éthanolique de L. acida seraient des composés responsables de ces effets antioxydants. Les 

travaux de Sandukji et al. (2011) ont montré qu’un traitement à l’aide d’un antioxydant 

améliore le paramètre osseux et les marqueurs du stress oxydant chez les patients souffrant de 

fractures osseuses et pourrait de ce fait être bénéfique dans la guérison de la fracture. Ces 

résultats pris ensemble montrent que L. acida accélère la cicatrisation osseuse par augmentation 

de la capacité antioxydante dans l’os. 
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L’action physiologique des composés à activités œstrogéniques pourrait se faire via la 

fixation sur les récepteurs aux œstrogènes. Ainsi, ayant montré des effets bénéfiques contre 

l’ostéoporose postménopausique et ses complications, nous avons évalué les mécanismes 

d’action par lesquels L. acida pourrait agir pour induire ses effets sur les cellules cibles. Les 

effets de L. acida sur les cellules cibles in vitro, l’évaluation de l’activation des récepteurs aux 

œstrogènes stablement transfectés sur les cellules de la lignée HEK293T du rein humain et 

l’antagonisation des récepteurs aux œstrogènes in vivo ont été réalisés. In vivo, les résultats ont 

montré que l’extrait éthanolique de L. acida à la dose de 50 mg/kg tout comme l’E2V a induit 

des augmentations significatives (𝑝 < 0,001) de la masse et de la taille des épithélia utérin et 

vaginal (histologie) par comparaison au témoin négatif. Par ailleurs, l’ICI (0,15 mL) a inversé 

les effets de l’E2V sur l’utérus et sur le vagin. Le cotraitement avec LA50+ICI n’a induit aucune 

variation significative sur la masse relative de l’utérus et de la taille des épithélia utérin et 

vaginal comparé au groupe recevant uniquement L. acida à la dose de 50 mg/kg. Sur la glande 

mammaire, les résultats ont montré une augmentation du diamètre et de la lumière des alvéoles, 

avec une différenciation nette des couches cellulaires et des sécrétions éosinophiles chez les 

animaux du groupe SHAM comparés au témoin négatif (OVX). Ces résultats réconfortent 

l’effet œstrogénique de L. acida tel qu’obtenu dans nos précédents travaux. Par ailleurs, l’ICI a 

antagonisé les effets de l’E2V et de L. acida (50 mg/kg) sur la glande mammaire, induisant le 

rétrécissement du diamètre des acini avec une faible sécrétion éosinophile (avec l’E2V) et une 

absence des acini et de sécrétions éosinophiles avec L. acida. Ces résultats suggèrent que les 

effets œstrogéniques de l’extrait éthanolique de L. acida se feraient via des mécanismes 

indépendants des récepteurs aux œstrogènes. Les résultats de l’œstrogénicité in vitro, ont 

montré que l’E2B a induit une augmentation significative (𝑝 < 0,001) de l’activité de la 

luciférase pour les deux sous types de récepteurs aux œstrogènes (ERα) et (ERβ) par 

comparaison au groupe control recevant le DMSO. Le fulvestrant a antagonisé l’effet de l’E2B 

sur les deux types de récepteurs. Par ailleurs, l’extrait éthanolique de L. acida a toutes les 

concentrations testées (10-5, 10-4, 10-3, 10-2 et 10-1 μg/mL) a significativement baissé l’activité 

de la luciférase sur les deux sous-types des récepteurs aux œstrogènes. L. acida a antagonisé 

l’E2B pour les deux sous types de récepteurs aux œstrogènes ERα (0,01 et 0,1 µg/mL) et ERβ 

(0,01µg/mL). La réduction de l’activité de la luciférase suite à l’administration conjointe de 

l’E2B et L. acida pour les deux types de récepteurs prouvent que L. acida contient des 

métabolites secondaires qui entreraient en compétition sur les récepteurs aux œstrogènes. Ainsi, 

l’ensemble des résultats obtenus in vivo et in vitro montrent que l’extrait de L. acida n’agirait 

pas via les récepteurs aux œstrogènes. Des nombreux travaux in vitro ont montré que les cellules 
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MCF-7 ont la capacité d’activer l’aromatase et la 5 𝛼-réductase enzymes de la conversion des 

androgènes en œstrogènes (Korner et al., 1999 ; Resende et al., 2013) et d’induire les effets 

œstrogéniques via la voie génomique et non génomique (Schiliro et al., 2011). Nos résultats 

ont montré que L. acida a induit la prolifération des cellules MCF-7 suggérant qu’elle agirait 

par activation de l’aromatase ou de la 5 𝛼-réductase.  

Les données obtenues après un essai de toxicité orale aiguë chez l’animal peuvent être 

utilisées pour satisfaire à des besoins de classification du danger par le biais de la DL50, et pour 

l’évaluation des risques pour la santé humaine et/ou pour l’environnement (OECD, 2001a). 

C’est sur cette base qu’une évaluation de la toxicité orale aiguë de l’extrait éthanolique de L. 

acida a été réalisée chez la rate Wistar. Il en ressort de cette étude que, l’administration de 

l’extrait éthanolique de L. acida à la dose unique de 2000 mg/kg PC, suivant les deux (02) 

premières heures n’a induit aucun changement dans l’apparence physique et dans la 

somatomotricité durant la période d’observation. Aucune manifestation de convulsions, 

salivation et diarrhée liée au traitement n’a été observée. Cet extrait n’a induit aucune morbidité 

et/ou mortalité chez les animaux durant de 14 jours après administration orale d’une dose 

unique de 2000 mg/kg PC. Comparé au groupe témoin recevant de l’eau distillée, la masse 

corporelle et la masse relative des organes n’ont présenté aucune différence significative. 

L’autopsie des animaux d’essai n’a révélé aucune anomalie liée au traitement. Le poumon, le 

foie, et les reins ont gardé leur structure normale. Ainsi, selon la méthode d’évaluation de 

toxicité orale aiguë utilisée dans cette étude (OECD, 2001a), l’extrait éthanolique de L. acida 

est classé dans la catégorie 5 ou non classifié dans le système de classification globalement 

harmonisé des substances chimiques et les mélanges chimiques (GHS) comme adopté par 

l’OECD (2001b). Sur cette base, la DL50 est estimée supérieure à 2000 mg/kg PC. Ces résultats 

suggèrent que l’extrait éthanolique de L. acida serait à faible risque pour la santé en 

administration orale. 
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La présente étude avait pour objectif de déterminer in vitro et in vivo les effets 

œstrogéniques et anti-ostéoporotiques de l’extrait éthanolique des écorces du tronc de L. acida. 

Il ressort que l’extrait éthanolique de L. acida possède aux doses de 50 et de 200 mg/kg des 

effets œstrogéniques in vivo au niveau de l’utérus, du vagin et des glandes mammaires et in 

vitro par induction de la prolifération des cellules MCF-7 aux concentrations de 10, 100 et de 

200 µg/ mL. Au terme de 12 semaines de traitement post-ovariectomie, L. acida a prévenu aux 

doses de 50 et 200 mg/kg, les variations négatives des paramètres physiques et biochimiques 

du métabolisme osseux et donc l’ostéoporose induite par l’ovariectomie. L’analyse histologique 

des os (fémur, tibia, VL-3 et de l’os mandibulaire) a montré que L. acida a protégé de la 

desorganisation de la microarchitecture desdits os. L’extrait éthanolique de L. acida a 

également prévenu la réduction de l’épaisseur de l’os trabéculaire et induit une cicatrisation de 

la fracture fémorale aux doses de 50, 100 et de 200 mg/kg. Cet extrait préviendrait les 

dommages cellulaires par augmentation du taux de calcium et de phosphate inorganique, et en 

améliorant les paramètres du stress oxydant (l’activité de la catalase, de la glutathion 

péroxydase et de la capacité antioxydante totale) après 60 jours de traitement. Ces effets 

bénéfiques seraient dû aux composés polyphénoliques dont la concentration a été déterminée 

dans cet extrait. L. acida induirait ses effets par activation de l’aromatase ou de la 5 𝛼-réductase 

enzymes responsables de la conversion des androgènes en œstrogènes. L’évaluation de la 

toxicité orale aiguë et l’aperçue toxicologique établie à l’issue du traitement à long terme ont 

montré que l’extrait éthanolique de L. acida serait faiblement toxique. La DL50 en 

administration orale de l’extrait de L. acida a été estimée supérieure à 2000 mg/kg PC. Ces 

résultats montrent que L. acida possèderait des effets œstrogéniques et anti-ostéoporotiques et 

soutiendraient son utilisation traditionnelle dans le traitement de l’infertilité, des douleurs 

osseuses et musculosqueletiques post-ménopausiques.  

Nous recommandons aux phytothèrapeutes d’utiliser les doses 50 et 200 mg/kg pour 

traiter l’infertilité et des douleurs osseuses et musculosqueletiques post-ménopausiques.  

Perspectives : 

En complément à ce travail, nous nous proposons dans un avenir proche :  

• D’évaluer les effets préventifs et curatifs de l’extrait éthanolique de L. acida sur 

d’autres modèles d’ostéoporose chez les rats Wistar ; 

• Faire un fractionnement bio-guidé, isoler et tester les différents composés bioactifs de 

L. acida in vitro et in vivo ; 

• Réaliser une étude sur la toxicité orale subchronique et chronique de l’extrait 

éthanolique de L. acida. 
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Annexe.1.1- Substances de références 

Les substances de références utilisées ont été : le diazépam et l’œstradiol valérate.  

-La solution de diazépam 1 mg/mL a été préparée en introduisant 1 ml de diazépam (10 mg/2

mL) dans une fiole jaugée (5 mL) et le volume complété a 5 ml avec de l’eau distillée.  

- La solution d’œstradiol valérate 0,1 mg/mL a été préparée par dilution de 2 mg d’œstradiol

valérate dans une fiole jaugée (20 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété à 

20 mL avec de l’eau distillée.   

 Annexe.1.2- Tampon utilisé pour la préparation des homogénats 

Le tampon utilisé pour la préparation des homogénats de l’utérus a été le tampon 

phosphate sodium 0,1 M, pH 7,5. Pour la préparation, 1,74 g de phosphate monosodique hydraté 

(NaH2PO4.2H2O) et 1,57 g de phosphate disodique hydraté (Na2HPO4.12H2O) ont été 

dissous dans 200 mL d’eau distillée. Le pH du tampon a été réajusté en utilisant soit quelques 

gouttes d’un acide fort (acide chlorhydrique) ou d’une base forte (soude). Un pH-mètre a permis 

de vérifier son obtention.   

 Annexe.1.3 - Solutions pour le dosage des protéines 

Les solutions utilisées ont été : la solution de Biuret et la solution d’albumine sérique 

bovine.  

- La solution de Biuret résulte du mélange de deux solutions. Solution A : 0,75 g de sulfate de

cuivre hydraté (CuSO4, 5H2O) et 3 g de tartrate de sodium et de potassium ont été dissous dans 

100 mL d’eau distillée. La solution B quant à elle était constituée de 15 g de soude qui ont été 

dissouts dans 100 mL d’eau distillée. Les deux solutions ont été mélangées dans une fiole jaugée 

et le volume final ajusté à 500 mL avec de l’eau distillée.   

- La solution d’albumine sérique bovine 10 mg/mL a été préparée à partir de 100 mg de

solution d’albumine sérique bovine (BSA) dissous dans une fiole jogée (10 mL) avec 8 mL 

d’eau distillée et le volume final complété à 10 mL avec de l’eau distillée. Cette solution mère 

a été diluée de flacon sérié pour avoir des solutions de BSA de concentration décroissante. Ces 

différentes solutions ont permis d’établir la courbe d’étalonnage des protéines totales par la 

méthode de Biuret.  
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Annexe.1.4 - Solutions, réactifs et tampons utilisés pour le dosage des composés   

polyphénoliques et la détermination du pouvoir antioxydant in vitro et in vivo  

Le dosage des composés polyphénoliques et la détermination du pouvoir antioxydant in 

vitro et in vivo ont été réalisé à l’aide de plusieurs solutions, réactifs et tampons. Ce sont : la 

solution standard, le réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/10e, la solution de carbonate de 

sodium 7,5 %, la solution de nitrite de sodium 5 %, la solution de chlorure d’aluminium 10 %, 

la solution hydroxyde de sodium 1mM, le tampon acétate 300 mM, pH 3,6, le HCl 40 mM, la 

solution de 2,4,6-tris (2 pyridyl)- S-triazine (TPTZ) 10 mM, la solution FeCl3 10 mM et le 

réactif de FRAP.  

 

- La solution standard utilisée était de la quercétine aux concentrations de 1 µg/mL et 1 

mg/mL. Ces concentrations ont été obtenues en dissolvant respectivement 5 µg et 5 mg de 

quercétine dans des fioles jaugées (5 mL) avec 3 mL d’eau distillée et le volume final complété 

à 5 mL avec de l’eau distillée. Ces solutions ont été utilisées lors de la détermination des 

concentrations des polyphénols totaux, flavonoïdes totaux et potentiel antioxydant in vitro.  

 

-Le réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/10e a été obtenu par le mélange de 2 mL de Folin 

Ciocalteu dans une fiole jaugée (20 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété 

à 20 mL avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée lors de la détermination de la 

concentration des polyphénols totaux.  

 

-La solution de carbonate de sodium 7,5 % a été obtenue par dissolution de 3,75 g de 

Na2CO3 dans une fiole jaugée (50 mL) avec 10 mL d’eau distillée et le volume final complété 

à 50 mL avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée lors de la détermination de la 

concentration des polyphénols totaux.  

 

- La solution de nitrite de sodium 5 % a été obtenue de la dissolution de 1 g de NaNO2 dans 

une fiole jaugée (20 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété à 20 mL avec 

de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée lors de la détermination de la concentration des 

flavonoïdes totaux.  

- La solution de chlorure d’aluminium 10 % a été obtenue par dissolution de 2 g de AlCl3 

dans une fiole jaugée (20 mL) avec 10 mL d’eau distillée et le volume final complété à 20 mL 

avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée lors de la détermination de la concentration 

des flavonoïdes totaux.  



  

 

169 

- La solution hydroxyde de sodium 1mM a été préparé en dissolvant de 2 g de NaOH dans 

une fiole jaugée (50 mL) avec 10 mL d’eau distillée et le volume final complété à 50 mL avec 

de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée lors de la détermination de la concentration des 

flavonoïdes totaux.  
 

- Le tampon acétate 300 mM, pH 3,6 a été obtenu par dissolution de 0,66 g d’acétate de 

sodium dans une fiole jaugée (250 mL) avec 200 mL d’eau distillée, puis le pH est ajusté à 3,6 

par titration avec 4,13 mL d’acide acétique. Le volume obtenu est complété à 250 mL avec de 

l’eau distillée. Cette solution a été utilisée pour la préparation du réactif de FRAP lors de la 

détermination du potentiel antioxydant in vitro.  

 

 - Le HCl 40 mM a été obtenu par le mélange de 0,86 mL de HCl 12 M dans une fiole jaugée 

(25 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété à 25 mL avec de l’eau distillée. 

Cette solution a été utilisée pour la préparation du TPTZ lors de la détermination du potentiel 

antioxydant in vitro.  

-La solution de 2,4,6-tris(2-pyridyl)-S-triazine (TPTZ) 10 mM a été préparé par dissolution 

de 0,078 g de TPTZ dans une fiole jaugée (25 mL) avec 5 mL de HCl 40 mM et le volume final 

complété à 25 mL avec du HCl 40 mM. Cette solution a été utilisée pour la préparation du 

réactif de FRAP lors de la détermination du potentiel antioxydant in vitro. 

 - La solution FeCl3 10 mM est obtenue par la dissolution de 0,34 g de FeCl3 dans une fiole 

jaugée (25 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété à 25 mL avec de l’eau 

distillée. Cette solution a été utilisée pour la préparation du réactif de FRAP lors de la 

détermination du potentiel antioxydant in vitro.  

- Le réactif de FRAP est obtenu par le mélange des solutions de tampon acétate (300 mM, pH 

3,6), de TPTZ (10 mM) et de FeCl3 (10 mM) dans les proportions 10 :1 :1. Ce réactif a été 

utilisé lors de la détermination du potentiel antioxydant in vitro et in vivo.  

 Annexe.1.5 - Solutions et tampons utilisés pour le dosage de quelques paramètres du  

                      stress oxydant   

  Les solutions et tampons utilisés pour le dosage de quelques paramètres du stress 

oxydant ont été : le tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, la solution d’acide thiobarbiturique (TBA) 

0,37 %, la solution d’acide trichloracétique (TCA) 15 %, le HCl 0,25N, la solution TCA-TBA-

HCL, le tampon phosphate 0,1M, pH 6,5 et le réactif d’Ellman.  
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- Le tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4 est obtenu par dissolution de 1,21 g de tris base et 2,79

g de KCl dans une fiole jogée (500 mL) avec 250 mL d’eau distillée. Le pH est ajusté à 7,4 par 

ajout de HCl 11,8 N et un pH-mètre a permis de vérifier son obtention. Le volume final (500 

mL) est obtenu par ajout d’eau distillée. Cette solution a été conserve à 4°C et a été utilisée lors 

du dosage du glutathion réduit (GSH).  

- La solution d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,37 %. Pour préparer cette solution, 0,37 g de

TBA a été dissous dans une fiole jaugée (100 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final 

complété à 100 mL avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée pour préparer la Solution 

TCA-TBAHCL.  

- La solution d’acide trichloracétique (TCA) 15 % a été préparée en dissolvant 7,5 g de TCA

dans une fiole jaugée (50 mL) avec 20 mL d’eau distillée et le volume final complété à 50 mL 

avec de l’eau distillée. Cette solution a été utilisée pour préparer la Solution TCA-TBA-HCl. 

- Le HCl  0,25 N a été obtenu par un mélange de 1,04 mL de HCl 0,25 N dans une fiole jogée

(50 mL) avec 5 mL d’eau distillée et le volume final complété à 50 mL avec de l’eau distillée. 

Cette solution a été utilisée pour préparer la Solution TCA-TBA-HCl.  

- La solution TCA-TBA-HCL a été obtenue par le mélange des solutions de TBA, TCA et

HCl dans les proportions 1 : 1 : 1. 

- Le tampon phosphate 0,1M, pH 6,5 a été obtenu à partir du mélange de deux solutions :

Solution A : 6,5 g de phosphate monosodique hydraté (NaH2PO4, H2O) dissous dans 500 mL 

d’eau distillée. Solution B : 8,9 g de phosphate disodique hydraté (Na2HPO4, H2O) dans 500 

mL d’eau distillée. Un mélange de 500 mL de la solution A obtenue et de 200 mL de la solution 

B a été réalisé puis 80 mL de la même solution A a été ajouté goutte à goutte pour un volume 

final de 780 mL. Cette solution a été utilisée pour la préparation du Réactif d’Ellman lors du 

dosage du glutathion réduit (GSH). 

- Le réactif d’Ellman a été obtenu en dissolvant 4,96 mg de DTNB dans une fiole jogée (250

mL) avec 100 Ml de tampon phosphate (0,1 M ; pH 6,5) et le volume final complété à 250 avec 

du tampon phosphate (0,1 M ; pH 6,5). Ce réactif a été utilisé lors du dosage du glutathion 

réduit (GSH).  

Annexe.1.6- Solutions et colorants utilisés pour les coupes histologiques   

Les solutions et colorants ci-après ont été préparés avec de l’eau distillée et/ou avec de 

l’alcool absolu ou de l’éthanol concentré à 95 %. 

- La solution saturée d’eau lithinée est utilisée pour renforcer la coloration nucléaire. Pour un

volume final de 300 mL, 10 mg de carbonate de lithium ont été introduits dans un bécher et le 
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volume final a été atteint après ajout d’eau distillée. La solution obtenue a été filtrée avant d’être 

utilisée.  

  - La solution aqueuse de vert lumière à 2 % a été obtenue par le mélange de 25 mL de 

solution aqueuse de vert lumière dans une fiole jaugée avec (1000 mL) avec 50 mL d’éthanol à 

95% et le volume final complété à 1000 mL avec de l’éthanol à 95%.   

- La solution de brun Bismarck à 0,5 % a été obtenue par dissolution de 0,5 g de brun 

Bismarck dans une fiole jaugée avec (100 mL) avec 5 mL d’éthanol à 95% et le volume final 

complété à 100 mL avec de l’éthanol à 95%.  

- Le Formol à 10% a été utilisé pour fixer les organes et les tissus. La préparation a été réalisée 

à partir du formol commercial (solution concentrée à 40%). Pour avoir un volume final (Vf) de 

1000 mL, un volume initial (Vi) de 250 mL de formol a été introduit dans une éprouvette 

graduée et le Vf a été obtenu par ajout d’eau distillée.  

-  L’acide nitrique à 10% a été utilisé pour la décalcification des os. La préparation a été faite 

à partir de la solution d’acide nitrique (concentrée à 95%). Ainsi, pour l’obtention d’un volume 

final (Vf) de 1000 mL, un volume initial (Vi) de 105,26 mL d’acide nitrique à 95% a été 

introduit dans une éprouvette graduée et le volume final (Vf) a été atteint par ajout d’eau 

distillée. 

-  L’alcool à 50°, 70° et 80° ont été obtenu par dilution de l’éthanol à 95% d’après la table de 

Gay-Lussac (Annexe II). Cette opération consiste à amener un alcool à un degré plus faible en 

lui ajoutant de l’eau distillée.   

-  La solution d’Hématoxyline de Harris est un colorant nucléaire. Pour la préparation de 200 

mL, 1 mg d’hématoxyline, 10 mL d’alcool absolu, 20 g d’alun potassique ont été mélangés et 

0,5 g d’oxyde rouge de mercure a été graduellement ajouté. La solution finale a été complétée 

à 200 mL par ajout de l’eau distillée. Le mélange obtenu a été porté à ébullition puis refroidi et 

filtré. La solution d’Hématoxyline de Harris a été recueillie.  

- La solution d’éosine alcoolique à 0,5% est un colorant cytoplasmique. Pour obtenir une 

solution de 500 mL, nous avons fait dissoudre 3 g d’éosine dans 100 mL d’eau distillée. A cette 

solution initiale, un volume de 125 mL d’éthanol à 95° a été ajouté et le tout a été complété 

jusqu’a 500 mL avec de l’eau distillée. Après homogénéisation et filtration, 2 gouttes d’acide 

acétique ont été ajoutées. La solution finale obtenue a été laissée à l’abri de la lumière et filtrée 

avant usage. 

- La solution d’eau gélatinée permet l’étalement des coupes histologiques et une bonne 

adhésion de celles-ci sur les lames. Pour la préparation de 100 mL de cette solution, 5 mg de 
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poudre de gélatine ont été dissous dans 80 mL d’eau distillée et le volume du mélange a été 

complété à 100 mL avec de l’eau distillée.  

- La solution d’orange G à 10 % est un colorant sec utilisé pour la cytologie vaginale. Elle a 

été obtenue par dilution de 10 g d’orange G dans 100 mL d’eau distillée. 
 

- La solution d’éthanol/xylène résulte du mélange d’éthanol absolu avec du xylène dans les 

proportions d’un volume d’éthanol pour un volume de xylène (1v/1v) et utilisée pour le 

déparaffinage. 

- La solution d’éosine alcoolique 65 (mélange polychrome EA-65) a été obtenue par le 

mélange de 450 mL de vert lumière à 0,02%, de 100 mL de brun Bismarck à 0,5% et de 450 

mL de solution d’éosine à 0,5%. Six grammes d’acide phosphotungstique ont ensuite été 

dissous dans le mélange.  

-  - La solution tampon phosphate 0,1 M, pH 7,5 a été obtenue en dissolvant dans de l’eau 

distillée 4,08 g de phosphate monosodique hydraté (NaH2PO4. 2H2O) et 11,75 g de phosphate 

disodique hydraté (NaHPO4,12H2O) quantité suffisante pour faire 1 litre 

Annexe.1.7- Solutions pour dosage de la phosphatase alcaline. 

La solution du dosage de la phosphatase alcaline était constituée d’un mélange de deux 

réactifs. Le contenu de chaque réactif est présenté dans le tableau ci-dessous. 

Réactif (A) ALP  

Volume = 40 /80 mL 

 

Tampon AMP 

Magnésium ions 

Zinc ions 

EDTA 

500 mmol/L 

2 mmol/L 

1mmol/L 

2 mmol/L 

Réactif (B) ALP 

Volume = 10 mL 

p- nitrophenyl phosphate 16 mol/L 

 

 

Annexe.1.8- Solutions de dosage du taux de calcium :  

La solution du dosage du taux de calcium était constituéé de trois réactifs dont les 

conténues sont présentées dans le tableau ci-déssous.  

Réactif (1)  Standard   Calcium 10 mg/dL (2,5 mmol/L) 

Réactif (2)  Tampon   Amino-2-methyl-2-propanol-1 

Acide chlorhydrique                                       

1,70 mol/L 

210 mmol/L 

Réactif (3) Chromogène Complexes d’o-crésol phtaléine     

 Hydroxy-8-Quinoline                     

 Acide chlorhydrique                                                                               

78 µmol/L    

3,36 mmol/L 

25 mmol/L 
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Annexe.1.9- solution de dosage du taux de phosphore inorganique 

 Le tableau VIII suivant montre le contenu du kit de dosage du phosphore inorganique  

 

Réactif (1) Standard 5 mg/dL 

(1,615 mmol/L) 

Réactif (2) Détergent, chlorure de Sodium  1,2 % 

< 1% 

Réactif (3) Molybdate d’ammonium 

Acide sulfurique 

< 1% 

< 2% 

 

Annexe.2. Table de Gay-Lussac   

La table de Gay-Lussac, encore appelé table de mouillage de l’alcool, est utilisée pour 

la dilution de l’alcool. 

 

Exemple : la table indique qu’il faut ajouter 105,34 ml d’eau à 100 mL d’alcool à 90° 

pour obtenir de l’alcool à 45°.  

Attention : Le volume final est inférieur à la somme des volumes mis en jeu ! C’est le 

phénomène dit de « contraction de volume », variable en fonction du titre de l’alcool initial. 
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Phytoestrogens have been shown to prevent postmenopausal osteoporosis. Lannea acida is a medicinal plant traditionally used in
Cameroon to treat infertility, gynaecological complaints, and rheumatism.These uses prompted us to evaluate estrogenic activity of
Lannea acida bark ethanolic extract and its antiosteoporotic potential in ovariectomizedWistar rats. In vitro, the E-screen assay was
used to assess the ability of L. acida extract to induceMCF-7 cells proliferation. In vivo, a 3-day uterotrophic assay and a 12-week oral
treatment in ovariectomized adult rats were carried out to evaluate the ability of L. acida extract to prevent bone mass loss. L. acida
extract induced MCF-7 cell proliferation. In vivo, it significantly increased the uterine wet weight, uterine and vaginal epithelial
heights, and mammary glands differentiation. At 200mg/kg, a long-term treatment with the extract prevented body weight gain
(𝑝 < 0.05) and loss of bone mass and/or density (𝑝 < 0.05) induced by ovariectomy. Also, a significant (𝑝 < 0.001) decrease
of alkaline phosphatase activity was observed with 50mg/kg. L. acida extract improved bone microarchitecture and could restore
normal bone mineralization by increasing the inorganic phosphorus and calcium level in bone. These findings provide evidence
that Lannea acida is a potential alternative for the prevention of postmenopausal osteoporosis.

1. Introduction

Estrogen is steroidal hormone mainly produced by ovaries,
which greatly fluctuates during women’s lifespan and declines
with menopause [1]. In addition to its role in primary organs
like uterus, vagina, and mammary glands, it plays an impor-
tant role in bone growth and homeostasis. Genetic, nutri-
tional, and lifestyle factors as well as estrogen deficiency fol-
lowing the menopause are known to increase osteoclastic
bone resorption rate and then risk of osteoporosis [2, 3].
Osteoporosis is a worldwide threat characterized by a bone
mass loss linked to a low mineral content and microarchitec-
tural deterioration of bone tissue leading to bone fragility and

increased risk of fracture [4].These fractures occur mainly in
hip, spine, and wrist and are a major cause of morbidity and
mortality in elderly populations [3, 5]. According to the Inter-
national Osteoporosis Foundation [6], the number of elderly
people is increasing throughout the globe. Accordingly, the
incidence of related fractures and costs for treatment will rise
dramatically unless effective prophylacticmeasures are taken.
It is estimated that the incidence of hip fracture will rise from
1.66 million in 1990 to 6.26 million by 2050 [7]. Osteoporosis
and fragility fractures are believed to be uncommon inAfrica.
However, in a 2-year period study conducted in two urban
hospitals in Cameroon, Zebaze and Seeman [8] reported that
among all women patients aged 35 years and older diagnosed
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for fracture the hip andwrist fractures related to bone fragility
were the most common pattern.

For decades, effective treatment such as antiresorptive
bisphosphonates and hormone replacement therapy (HRT)
has been used formanaging postmenopausal osteoporosis [9,
10].Unfortunately, the uses of bisphosphonates are often asso-
ciated with gastrointestinal intolerance and osteonecrosis of
the jaws [11]. Moreover, HRT is involved in adverse outcomes
after long-term use such as increased risk of endometrial and
breast cancers, stroke, and pulmonary thromboembolism
[12, 13]. Due to these reports women turned to alterna-
tives. Efforts have been made for decades to find nonhor-
monal, effective and safer antiosteoporotic alternatives. In
line with this interest in phytoestrogens rose significantly
as they mimic estrogenic activity and might be promis-
ing.

In our ongoing research of novel phytoestrogens from
plant, we sought a scientific rationale for the traditional use of
Lannea acida (syn.Odina acida) (Anacardiaceae), commonly
called “faruhi” in Fulani-Fulfulde (Nigeria), “faàrú” inHausa,
“Mipadi” in Giziga, or “Timbiya” inMoundang in Cameroun
[14], and growth in Sub-Saharan Africa. Barks of L. acida are
traditionally used in Nigeria as antiabortifacient, vermifuge
and to treat anal haemorrhoids, diarrhoea, dysentery, mal-
nutrition, and debility [15] and in Cameroon to treat dys-
menorrhea, amenorrhea, and infertility, while the leaves treat
rheumatism [16]. Information provided by the traditional
healer in Moutourwa (Far North Region of Cameroon)
revealed that the maceration of L. acida stem bark in local
alcoholic drink (palm wine) is used to treat diarrhoea and
gynaecological complaints. Ahmed et al. [17] showed that
the methanolic extract of L. acida increased mobility, mor-
phology, and sperm count as well as testosterone level
in Wistar rats. Moreover, 4 flavonoids have been isolated
from barks of L. acida [18], but to the best of our knowledge,
no estrogenic activity of this plant has been investigated
to date. Therefore, the present study aimed to evaluate
in vitro and in vivo estrogenic activities of the ethanolic
extract of stem bark of L. acida and to assess the antios-
teoporotic potential of this extract in ovariectomized Wistar
rats.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals. 17𝛽-Estradiol valerate (Progynova� 2mg)
was purchased from DELPHARM (Lille, France). Penicillin
(Xtapen�) was provided by CSPC Zhongnuo Pharmaceutical
(ShijiazhuangCity, China). Diclofenac (Dicloecnu�) was pro-
vided by ECNU Pharmaceutical (Yanzhou City, China). The
cell culture mediumwas purchased fromCultilab (São Paulo,
SP). Serum and antibiotics were purchased from GIBCO
(Grand Island, NY). The 17𝛽-estradiol benzoate [(estr-
1,3,5(10)-trien-3,16𝛼,17𝛽-triol); purity ≥ 98%] was obtained
from Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany). The 2-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethane sulfonic acid (HEPES,
purity ≥ 99.5%) was purchased from Ludwig Biotecnologia
Ltda (Alvorada, RS, Brazil). Trypan blue, quercetin, Alamar
Blue, and Sulforhodamine-B were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2. Plant Material

2.2.1. Collection and Authentication. The stem barks of Lan-
nea acida A. Rich. (Anacardiaceae) were harvested in Mou-
tourwa (Far North Region of Cameroon) on 6 July 2014
(pluvial season) around 11:30 a.m. The plant was localized
at the geographical coordinates of N10∘12.681󸀠 East and E0
14∘11.623󸀠 altitude with a “ESTREX” Global Positioning Sys-
tem. This botanical sample was identified and authenticated
by Mr. Victor Nana, botanist at the National Herbarium
of Cameroon (HNC-IRA), by comparison to the specimen
deposited under the voucher number 40942 HNC.

2.2.2. Extraction. The collected stem barks of L. acida were
cleaned and air-dried at room temperature for 14 days. Then,
2000 g of the powder was macerated in 95% ethanol at room
temperature (6 L of solvent × 3, 48 h per extraction). The
combined solutions were filtered using a Whatman filter
paper number 4 and evaporated under reduced pressure
(337mbar at 40∘C) using a rotary evaporator to afford 272 g of
crude extract (a yield of 13.6%).The extract was kept at 4–8∘C
and dissolved in distilled water prior to administration.

2.2.3. Preliminary Phytochemical Screening. Investigation on
phytochemical composition of L. acida ethanol extract was
performed according to the method described by Odebiyi
and Sofowora [19]. Concentrations of some bioactive phy-
tochemicals, such as total phenols, flavonoids, and alkaloids,
were measured according to methods described by Singleton
and Rossi [20], Zhishen et al. [21], and Fazel et al. [22],
respectively.

2.3. In Vitro Experiments

2.3.1. Cell Line System. The human ER+ breast adenocarci-
nomaMCF-7 cells were obtained from the Rio de Janeiro Cell
Bank (Federal University of Rio de Janeiro, Brazil).

2.3.2. Cell Culture. MCF-7 cells were cultured in RPMI-1640
medium supplemented with fetal bovine serum (FBS) 10% as
previously reported by Zingue et al. [23]. Briefly, cell cultures
were also supplemented with penicillin 100U/mL, strepto-
mycin 100 𝜇g/mL, and HEPES 10mM.They were maintained
at 37∘C in a CO2 5% humidified atmosphere and pH 7.4.
Every two days, cells were passaged by removing 90% of
the supernatant and replaced by fresh medium. Viable cells
(a minimum of 95%) were checked at the beginning of the
experiment by Trypan Blue dye exclusion test.

2.3.3. Cell Viability Assay. Cytotoxicity potential of L. acida
extract was evaluated by Alamar Blue (resazurin) assay in
MCF-7 cells as described in our previous report [24]. This
assay evaluates the mitochondrial production as a measure-
ment of cell viability. To evaluate the influence of concen-
tration and time on cytotoxicity, 1 × 104 cells/well were
seeded in a 96-well plate in 100 𝜇L of culture medium. After
24 h to permit their adhesion, cells were exposed to L. acida
extract at concentrations from 0.1 to 200𝜇g/mL for 24 h. The
CC50 (cytotoxic concentration, which means concentration
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required to reduce the cell number by 50%) was determined
by nonlinear regression analysis of the logarithm of concen-
tration in function of the normalized response (percentage of
cell viability) using the software GraphPad Prism 5.0. Each
experiment was performed at least in triplicate and repeated
three times.

2.3.4. E-Screen Assay. In order to evaluate estrogenic-like
effects of L. acida extract a simple and sensitive E-screen
cell proliferation assay was performed withMCF-7 cells.This
assay indirectly determines the estrogenicity/antiestrogenic-
ity of compounds through measurement of the proliferation
ofMCF-7 cells and was performed as previously described by
Zingue et al. [23]. Briefly, cells were trypsinized and seeded in
24-well plates at an initial concentration of 5 × 104 cells per
well in RPMI supplemented with FBS 10%. After 24 h of incu-
bation (37∘C, CO2 5%) to permit their adhesion, cells were
washed with phosphate-buffered saline-PBS (NaCl 137mM;
KCl 2.7mM;Na2HPO4 10mM; KH2PO4 1.8mM; pH 7.4) and
the Serum Replacement 2 (0.5x) supplemented phenol red-
free RPMI was substituted for the seeding medium. A stock
solution of L. acida ethanolic extract 100mg/mL prepared in
DMSOwas then added to the experimental medium in order
to reach concentrations from 0.1 to 200 𝜇g/mL. The DMSO
concentration of 0.01% was fixed based on the final volume
on different wells. For antiestrogenic evaluation, before cell
incubation, 17𝛽-estradiol 10 nM was added to the wells. Cells
treated with DMSO (0.01%) and FBS 10% in RPMI served as
solvent andmediumcontrols, respectively.Quercetin (10 nM)
was used as the reference/standard. The assay was stopped
after 144 h by removing the medium from the wells, fixing
the cells with cold trichloroacetic acid 10%, and incubation
at 4∘C for 1 h. Thereafter, cells were washed four times with
tap water and dried. Cells were stained for 30min with
Sulforhodamine-B (SRB) 0.057% (w/v) which was dissolved
in 1% acetic acid, rinsed four times with acetic acid 1%, and
air-dried. Bound dye was solubilized with Tris base 10mM
(pH 10.5) in a shaker. Finally, aliquots were read in a Biotek
EL800 absorbance reader (Winooski, USA) at 510 nm. The
results related to estrogenic activity were expressed as mean
± standard error of the mean (SEM) of the proliferative
effect (PE), which was calculated according to Schilirò et al.
[25]: PE = max cell number of sample/cell number of DMSO
control. The estrogenic activity of a sample was determined
as the relative proliferative effect (RPE%).The RPE compares
the maximum proliferation induced by a sample with that
induced by 17𝛽-estradiol: RPE% = [PE for sample/PE for 17𝛽-
estradiol] × 100 [26].

2.4. In Vivo Experiments

2.4.1. Animals. Healthy female albinos Wistar rats (10–12
weeks old) weighing ∼ 150 g were supplied by the production
facility of the Animal Physiology Laboratory, University of
Yaounde 1 (Cameroon). All rats were housed in clean plastic
cages at the room temperature and lit with natural light.
They were given free access to tap water and free-soy rat
chow.The composition of animal diet was corn (36.7%), bone
flour (14.5%), wheat (36.6%), fish flour (4.8%), crushed palm

kernel (7.3%), sodium chloride (0.3%), and vitamin com-
plex (Olivitazol�, 0.01%). All experiments were conducted
in accordance with the principles and procedures of the
European Union on Animal Care (CEE Council 86/609)
guidelines adopted by the Cameroon Institutional National
Ethic Committee, Ministry of Scientific Research and Tech-
nology Innovation (Reg. number FWA-IRD 0001954).

2.4.2. The 3-Day Uterotrophic Assay. The estrogenic activity
of L. acida extract was evaluated using a classical 3-day
uterotrophic assay in ovariectomized adult rats [27]. Thirty
female Wistar rats were ovariectomized (OVX) under keta-
mine and valium anesthesia (10mg/kg and 50mg/kg BW i.p.,
resp.) and randomly grouped into six groups of five rats each,
after 14 days of endogenous hormonal decline.The first group
(OVX) received 10mL/kg distilled water. The second group
served as positive control and received 17𝛽-estradiol valerate
(E2V) at the dose of 1mg/kg BW/day. The four remaining
groups were treated with L. acida ethanolic extract at the
doses of 50, 100, 200, and 300mg/kg BW. Animals were orally
treated for 3 days; then vaginal smears were analyzed and
animals were sacrificed by decapitation under light anes-
thesia (10mg/kg BW diazepam and 50mg/kg BW ketamine
i.p.). Estrogen target organs (uterus, vagina, and mammary
gland) were collected and fixed in 10% formaldehyde for
histomorphological analysis. Prior to the fixation, wet uteri
were trimmed of fat and weighed. As endpoints, the uterine
wet weight, uterine protein and glycogen levels, uterine water
content, and uterine and vaginal epithelial heights as well as
mammary gland alveolar and ductal structures were assessed.

2.4.3. The Postmenopausal-Rat Model of Osteoporosis. Twen-
ty-five rats were either sham operated (Sham) or bilaterally
ovariectomized (OVX) using the dorsal approach. Seven
days later, animals were further distributed in five different
groups (𝑛 = 5) and treated by gavage once daily (9:00-
10:00 a.m.) for 84 consecutive days as follows: Sham and
one OVX group received vehicle (distilled water), while the
third group received 1mg/kg of E2V. The two further groups
received L. acida extract at the doses of 50 and 200mg/kg
BW. Animals were weighed weekly. Twenty-four hours after
the last administration and following a 12 h of overnight
fasting, animals were sacrificed under light anesthesia. Blood
samples were taken and centrifuged at 3500 rpm (15min at
4∘C) to obtain serum samples which were kept at −15∘C for
the determination of alkaline phosphatase activity as well as
inorganic phosphorus levels. The uterus, vagina, femur, tibia,
third lumbar vertebrae (VL-3), mandible (the interradicular
septum of the second molar) [28], liver, lungs, kidneys,
stomach, adrenal, spleen, and heart were dissected out and
cleaned of all soft tissues. Prior to immersion-fixation of
organs in the 10% formaldehyde solution for histological
analysis, they were weighted. Fresh bone (femur and tibia)
volumes were measured using a plethysmometer and their
density was calculated using the formula: density = [bone
wet weight (kg) × 1000 (kg/mm3)/volume of bone (mm3)]
as described by Lee et al. [29]. After measuring the above
parameters, bones were dried at 200∘C for 24 h and weighed
again. Further, they were calcined and the ashes obtained
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were dissolved in deionized water (0.5 g per 2mL) and kept
in −15∘C for the measurement of calcium and inorganic
phosphorus content. The femur, VL-3, and mandible were
successively fixed in 10% formalin for 1 week and decalcified
in 10% nitric acid [30] for histological analysis.

2.5. Cytological and Histological Analysis. Vaginal smears
were taken using an eyedropper containing 10mL of NaCl
0.9%, placed on ringed slides, fixed in ethanol 95% for 30min,
and stained with a Papanicolaou method [31]. Cellular types
were observed under a light microscope using 400 magni-
fications. To determine the histomorphological changes in
mammary gland, uterus, vagina, femur, VL-3, mandibular
bone, liver, lungs, and kidneys, paraffin-embedded organs
were cut to 5 𝜇mtissue sections and stainedwith hematoxylin
and eosin. Stained sections were visualized and images
captured using the complete Zeiss equipment consisting of a
microscope Axioskop 40 connected to a computer where the
images were transferred and analyzed with the MRGrab1.0
and Axio Vision 3.1 software, all provided by Zeiss (Hall-
bergmoos, Germany).

2.6. Biochemical Analysis. Total protein and glycogen levels
in uteri were determined using the colorimetric method
described by Gonal et al. [32] and Montgomery [33], respec-
tively. The total calcium and inorganic phosphorus levels
in bones were determined using reagent kits purchased
from fortress Diagnostic (Muckamore, United Kingdom) and
HumanGesellschaft (Germany). Serum alkaline phosphatase
activity in serum was measured using reagent kits purchased
from BIOLABO (Maizy, France).

For hematological analysis, white blood cell count, lym-
phocytes, monocytes, granulocytes, red blood cells (RBC)
count, hematocrit (Ht), hemoglobin (Hb), mean corpuscu-
lar volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH),
mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), and
platelet count were evaluated using a Humacount 30TS
Automated Hematology Analyzer from Human Diagnostics
Worldwide (Wiesbaden, Germany).

2.7. Statistical Analysis. Results were presented as means ±
standard error of mean (SEM). In vitro experiments were
performed in triplicate and repeated three times. All formulas
and function were calculated with Microsoft Excel software.
Data analysis was performed with GraphPad Prism 5.0 Soft-
ware, using the ANOVA test followed by Dunnett’s post hoc
test. Differences were considered significant at a probability
level of 5% (𝑝 < 0.05).

3. Results

3.1. Results of Phytochemical Analyses. Preliminary phy-
tochemical analysis showed that the ethanolic extract of
stem bark of L. acida ethanolic possess phenols, flavonoids,
saponins, tannins, and alkaloids. Quantitative phytochemical
analysis of this extract revealed the quantity per g of dried
extract of total phenols (786.75±82.33), flavonoids (250.61±
48.17), and alkaloids (31.64 ± 5.63) (Table 1).

Table 1: Quantitative analyses of selected phytochemicals present in
L. acida ethanolextract.

Number Phytochemical class Concentration in L. acida extract
1 Total phenols 786.75 ± 82.33mg eq quercetin
2 Flavonoids 250.61 ± 48.17mg eq quercetin
3 Alkaloids 31.64 ± 5.63mg eq berberine
Total phenols and flavonoids are expressed in mg eq quercetin/g of dried
extract while alkaloids content is expressed in mg eq berberine/g of dried
extract. Data are represented as mean ± SEM of triplicates from at least three
independent experiments.

3.2. In Vitro Estrogenicity Assessment

3.2.1. Cytotoxicity. Ethanolic extract of Lannea acida did not
induce cytotoxic effects in MCF-7 cells at tested concentra-
tions (Figure 1(a)).

3.2.2. E-Screen Assay. Effects of L. acida ethanolic extract
on MCF-7 cells proliferation are depicted in Figure 1(b). It
can be observed that 17-𝛽 estradiol benzoate (1 nM) and
quercetin (10 nM) induced a significant (𝑝 < 0.001) increase
of MCF-7 cells yield. The L. acida ethanol extract induced a
significant increase of MCF-7 cells yield at concentrations of
10 (𝑝 < 0.05), 100 (𝑝 < 0.05), and 200 (𝑝 < 0.01) 𝜇g/mL
as compared to DMSO control. Further, a significant (𝑝 <
0.001) and concentration-dependent antiestrogenic effect
was noted with L. acida extract when administered with E2B.

3.3. Results of the 3-Day Treatment with L. acida

3.3.1. Effects on the Uterine Wet Weight and Uterine Content
Parameters. As shown in Table 2, the 3-day oral adminis-
tration of L. acida extract induced a significant increase in
uterine wet weight and uterine water content at all tested
doses as compared to OVX group. Similarly, the uterine
total protein and glycogen levels significantly increased at
all the tested doses except at the dose of 300mg/kg. The
maximum increase was observed at the dose of 200mg/kg
BW; however, this increase remained much lower than in
E2V-treated group.

3.3.2. Effects on the Uterine Epithelium. The 3-day treatment
with the ethanolic extract of L. acida induced a significant
(𝑝 < 0.05) increase in uterine epithelial height only at dose of
200mg/kg BW (from 3.17±0.21 to 3.87±0.22 𝜇m). However
this increase remained much lower than that induced by
E2V at the dose of 1mg/kg BW, which showed a 3-fold
(𝑝 < 0.001) increase of uterine epithelial height (Figure 2(b)).
The photomicrographs of uteri of OVX animals showed a
low cuboidal epithelium, while in the E2V treated group,
all structures are hypertrophic; the endometrium is lined
by tall columnar cells with squamous metaplasia and atypic
mitotic pattern surrounded by anaplastic epithelial nuclei
(Figure 2(a)). Microphotographs of uteri of animals receiving
L. acida ethanol extract at the dose of 200mg/kg displayed
an endometrium consisting of tall cuboidal single-layered
epithelial cells with abundant mitotic figures and necrosis;
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Figure 1: Effects of L. acida ethanol extract on MCF-7 cells proliferation viability (a) and growth (b). Its effect was investigated by measuring
E-screen assay. The relative MCF-7 cells yields (PE) were measured in the presence of DMSO (0.01%), 17𝛽-estradiol benzoate (E2B, 10 nM),
quercertin (10 nM), and L. acida extract (from 0.1 to 200 𝜇g/mL). PE = max cell number of sample/cell number of DMSO control; ∗𝑝 < 0.05,
∗∗𝑝 < 0.01 and ∗∗∗𝑝 < 0.001 as compared to the DMSO control. ###𝑝 < 0.001 as compared to the E2B control.

Table 2: Effects of the ethanol extract of Lannea acida on uterus.

Groups Uterine wet weight
(mg/kg)

Water content in uterus
WW/DW

Total protein levels in uterus
(mg/mL)

Glycogen level in uterus
(mg/mL)

OVX 298.75 ± 33.55 0.13 ± 0.014 0.1087 ± 0.0002 5.43 ± 0.11

E2V 2022.63 ± 91.81∗∗∗ 0.41 ± 0.058∗∗∗ 0.1114 ± 0.0003∗∗ 9.21 ± 0.21∗∗

Lannea acida (mg/kg)
50 507.64 ± 10.42∗∗ 0.20 ± 0.008∗ 0.1096 ± 0.0003∗ 6.71 ± 0.42∗

100 424.73 ± 37.48∗ 0.31 ± 0.025∗∗ 0.1095 ± 0.0002∗ 7.3 ± 0.25∗

200 553.38 ± 43.72∗∗ 0.29 ± 0.036∗∗ 0.1105 ± 0.0001∗∗ 6.9 ± 0.53∗

300 424.69 ± 31.48∗ 0.23 ± 0.032∗ 0.1090 ± 0.0002 6.11 ± 0.3

OVX = ovariectomized animals that received the vehicle (distilled water); E2V = OVX animals treated with 1mg/kg of 17𝛽-estradiol valerate; Lannea acida
= OVX animals treated with ethanol extract of Lannea acida at doses of 50, 100, 200, and 300mg/kg BW. WW = wet weight; DW = dried weight. Data are
expressed as mean ± SEM (𝑛 = 5); ∗𝑝 < 0.05, ∗∗𝑝 < 0.01, and ∗∗∗𝑝 < 0.001 as compared to the OVX group.

however, this effect is less than those observed in E2V-treated
group.

3.3.3. Effects on Vagina. As depicted in Figure 3(a) vaginal
smears of controls (OVX) had predominantly parabasal and
polynuclear cells, corresponding to diestrus. On the other
hand, smears of animals treatedwith E2V and L. acida extract
at all tested doses suggest that they are in estrus, evidenced by
the presence of superficial cells (Figure 3(a)). Furthermore,
the microphotographs of vaginal epithelium of the control
group (OVX) consist simply of the stratum germinativum
(Ge) at the lowest level of approximately the thickness of
three to seven cells. After the treatment with E2V (1mg/kg),
the vaginal epithelium became stratified characterized by the
presence of stratum germinativum, stratum granulosum
(Gg), and stratum corneum (Co) (Figure 3(b)). Following the
L. acida extract treatment, the vaginal epithelium became
hypertrophic and hyperplasic; however compared to E2V
there are fewer cell layers and it failed to induce a cornifica-
tion.

The graphical representation of the vaginal epithelial
height (Figure 4) shows that E2V induced a 5-fold (𝑝 <
0.001) increase of vaginal epithelial height. L. acida ethanolic

extract significantly (𝑝 < 0.01) and in a bell shaped dose
response manner increased vaginal epithelial height. The
maximum 2.8-fold increment was obtained with the dose of
100mg/kg BW (from 3.03±0.04 to 8.6±0.92 𝜇m) as compared
to the OVX group.

3.3.4. Effects onMammary Glands. Figure 5 presents sections
of mammary glands. Ovariectomy induced an atrophy of
mammary glands materialized in OVX-histological sections
by a modest alveolar development, a small cluster of densely
packed epithelial cells without luminal formation, the loss of
the gland parenchyma (Tc), and the ductular and alveolar
components, while adipocyte tissue (At) appears prominent.
Mammary glands of E2V-treated group present well-formed
acinar and luminal structures, an increase in proliferative
activity compared to OVX group such as increase of the
diameter and the lumenof alveoli, abundant eosinophil secre-
tion (Se) in lumen of alveoli, and further compression of
stromal fat. Similar changes were observed following a 3-day
treatment with L. acida extract at all tested doses but only
doses of 200 and 300mg/kg BW presented an eosinophil
secretion in their lumens.
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Figure 2: Effects of a 3-day treatmentwith L. acida ethanol extract onmicrophotographs (hematoxylin-eosin staining, 400x) (a) and graphical
representation of uterine epithelial height (b). OVX = OVX animals treated with distilled water as vehicle; E2V = OVX animals treated with
17𝛽-estradiol valerate at 1mg/kg BW; Lannea acida=OVX animals treatedwith L. acida ethanol extract at doses of 50, 100, 200, and 300mg/kg
BW. ∗𝑝 < 0.05 and ∗∗∗𝑝 < 0.001 as compared with OVX control. Lu: uterine lumen; En: endometrium; St: stroma.

Table 3: Effects of the ethanol extract of Lannea acida on estrogen target organs in postmenopausal-rat model after 12 weeks of treatment.

Items Sham
Ovariectomized rats

OVX E2V Lannea acida (mg/kg BW)
50 200

Uterine wet weight (mg/kg) 1761.34 ± 174.20 248.03 ± 19.56### 1970.98 ± 203.67∗∗ 226.36 ± 16.22 277.37 ± 17.63

Uterine epithelial height (𝜇m) 9.88 ± 0.29 2.02 ± 0.06### 10.05 ± 1.29∗∗ 5.79 ± 1.75∗ 2.79 ± 0.19

Vaginal epithelial height (𝜇m) 21.83 ± 1.82 4.20 ± 0.29### 46.01 ± 0.85∗∗ 5.98 ± 0.29 6.38 ± 0.35

Sham (sham operated) and OVX (ovariectomized) animals received the vehicle (distilled water); E2V = OVX animals treated with 1mg/kg of 17𝛽-estradiol
valerate; Lannea acida = OVX animals treated with ethanol extract of Lannea acida at doses of 50 and 200mg/kg BW. Data are expressed as mean ± SEM (𝑛 =
5); ∗𝑝 < 0.05 and ∗∗𝑝 < 0.01 as compared to the OVX group. ###𝑝 < 0.001 as compared to the Sham group.

3.4. Results of the 84-Day Treatment with L. acida

3.4.1. Effects on Estrogen Target Organs. As depicted in
Table 3, bilaterally oophorectomy significantly (𝑝 < 0.001)
decreased the uterine wet weight (610.13%) and uterine
(388.57%) and vaginal (419.4%) epithelial height as compared

to the Sham operated group. Following E2V treatment, the
uterine wet weight (694.65%) and the uterine (397.39%) and
vaginal (419.4%) epithelial height increased as compared to
OVX group. L. acida extract induced a slight but significant
(𝑝 < 0.05) increase of uterine epithelial height at the dose of
50mg/kg BW (30.82%) compared to OVX control.
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Figure 3: Effects of a 3-day treatment with L. acida ethanol extract on the vaginal epithelium: smear (Papanicolaou staining, 400x) (a) and
microphotographs (hematoxylin-eosin staining, 400x). OVX = OVX animals treated with distilled water as the vehicle; E2V = OVX animals
treated with 17𝛽-estradiol valerate at 1mg/kg BW; Lannea acida = OVX animals treated with L. acida ethanol extract at doses of 50, 100, 200,
and 300mg/kg BW. Po = polynuclear cells, PC = parabasal cells, IC = intermediate cells, SP = superficial cells, Lv = vaginal lumen, Co =
stratum corneum, Gg = stratum granulosum, Ge = stratum germinativum, and St: stroma.

3.4.2. Effects on Bone Weight and Density. As shown in
Figure 6 ovariectomy induced a significant decrease in femur
(𝑝 < 0.05) and tibia (𝑝 < 0.001) wet weight (Figures 6(a)
and 6(b)) and a significant (𝑝 < 0.05) decrease of dried
femur and tibia weight as well as the femur (33.78%, 𝑝 <
0.01) and tibia (38.83%, 𝑝 < 0.001) densities as compared
to sham operated rats. E2V and L. acida extract at the dose of
200mg/kg induced a significant (𝑝 < 0.05) increase of femur

and tibia wet and dried weights as compared to OVX group.
Furthermore, significant (𝑝 < 0.05) increases of femur and
tibia densities were also observed following administration
of E2V and L. acida extract at the dose of 200mg/kg as
compared to OVX (Figures 6(e) and 6(f)).

3.4.3. Effects on Body and Organ Weights. After 84 days of
treatment period, a significant (𝑝 < 0.05) increase of body
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Table 4: Effects of L. acida ethanol extract on body weight and relative organ weights after 12 weeks of treatment in postmenopausal-rat
model.

Items Sham
Ovariectomized rats

OVX E2V Lannea acida (mg/kg BW)
50 200

Body weight (g)
Initial 155.80 ± 5.67 145.80 ± 2.75 147.00 ± 4.49 153.60 ± 4.43 146.10 ± 5.23

Final 182.10 ± 8.51 203.10 ± 3.22# 185.17 ± 5.13 199.74 ± 6.17# 183.14 ± 7.79

Organ weights (mg/kg)
Liver 32283.86 ± 845.01 30918.79 ± 701.81 31590.70 ± 948.29 31055.44 ± 905.08 28137.84 ± 1924.21

Lungs 7648.59 ± 166.14 8525.59 ± 243.24 7834.56 ± 374.67 8799.39 ± 472.94 11380.12 ± 1053.63∗∗

Kidneys 5013.12 ± 107.64 5127.95 ± 59.69 5366.69 ± 284.57 5105.20 ± 171.53 5989.34 ± 275.03∗

Stomach 10569.99 ± 277.86 11892.14 ± 761.88 12379.29 ± 848.28 12554.57 ± 1102.40 13042.20 ± 1229.32

Spleen 3442.94 ± 82.54 3196.14 ± 67.20 3526.94 ± 324.13 3626.61 ± 135.77 3618.77 ± 166.85

Adrenals 392.17 ± 147.31 211.02 ± 27.70 221.09 ± 24.89 213.17 ± 5.20 197.70 ± 11.40

Heart 3119.72 ± 24.16 3432.90 ± 120.48 3194.82 ± 151.18 3475.69 ± 166.82 3527.98 ± 36.96

Sham (sham operated) and OVX (ovariectomized) animals received the vehicle (distilled water); E2V = OVX animals treated with 1mg/kg of 17𝛽-estradiol
valerate; Lannea acida = OVX animals treated with ethanol extract of Lannea acida at doses of 50 and 200mg/kg BW. Data are expressed as mean ± SEM (𝑛 =
5); ∗𝑝 < 0.05 and ∗∗𝑝 < 0.01 as compared to the OVX group. #𝑝 < 0.01, initial body weight compared to the final one.

Table 5: Effects of Lannea acida ethanol extract after 12 weeks of oral treatment in some biomarkers of osteoporosis.

Items Sham
Ovariectomized rats

OVX E2V Lannea acida (mg/kg BW)
50 200

Alkaline phosphatase (UI/L) 5.03 ± 0.456 8.72 ± 0.618∗∗∗ 6.86 ± 0.377∗ 5.63 ± 0.096∗∗∗ 7.56 ± 0.330

Calcium (mmol/L)
Tibia 0.045 ± 0.007 0.028 ± 0.003 0.050 ± 0.011 0.038 ± 0.004 0.028 ± 0.005

Femur 0.03 ± 0.004 0.028 ± 0.002 0.025 ± 0.006 0.032 ± 0.002 0.043 ± 0.005∗

Inorganic phosphorus (mmol/L)
Tibia 7.24 ± 0.622 2.88 ± 0.122∗∗∗ 3.99 ± 0.347 3.23 ± 0.756 4.64 ± 0.344∗

Femur 3.99 ± 0.540 2.85 ± 0.384 4.93 ± 0.697∗ 2.72 ± 0.182 4.30 ± 0.482∗

Sham (sham operated) andOVX (ovariectomized) animals received the vehicle (distilled water); E2V =OVX animals treated with 1mg/kg of estradiol valerate;
Lannea acida = OVX animals treated with ethanol extract of Lannea acida at doses of 50 and 200mg/kg BW. Data are expressed as mean ± SEM (𝑛 = 5);
∗𝑝 < 0.05 and ∗∗∗𝑝 < 0.001 as compared to the OVX group.
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Figure 4: Effects of a 3-day treatment with L. acida ethanol extract
on the vaginal epithelial height. OVX = OVX animals treated with
distilled water as the vehicle; E2V = OVX animals treated with
17𝛽-estradiol valerate at 1mg/kg BW; Lannea acida = OVX animals
treated with L. acida ethanol extract at doses of 50, 100, 200, and
300mg/kg BW. ∗𝑝 < 0.05, ∗∗𝑝 < 0.01, and ∗∗∗𝑝 < 0.001 as
compared with OVX control.

weight was observed in OVX and L. acida extract (50mg/kg)
groups (Table 4). The E2V and L. acida extract at the dose of
200mg/kg treatments prevented this body weight increase.

The different treatments did not induce change in the
organ wet weights, except the relative weights of lungs and
kidneys that increased following the 84-day treatment with
L. acida extract at the dose of 200mg/kg.

3.4.4. Biochemical Bone Parameters. Table 5 shows the effects
of L. acida extract or E2V treatment on serum and bone
biochemical parameters. Ovariectomized rats showed a sig-
nificant increase (42.29%; 𝑝 < 0.001) in the serum alkaline
phosphatase (ALP) activity as compared to Sham rats. E2V
treatment significantly decreased (21.29%, 𝑝 < 0.05) the
ALP activity as compared to the OVX controls. The L. acida
ethanol extract induced a similar effect by decreasing ALP
activity at all tested doses, although being only significant at
the dose of 50mg/kg BW/day (31.49%, 𝑝 < 0.001).
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Figure 5: Effects of a 3-day treatment with L. acida ethanol extract on mammary glands: microphotographs of hematoxylin-eosin staining
(400x). OVX = OVX animals treated with distilled water as the vehicle; E2V = OVX animals treated with 17𝛽-estradiol valerate at 1mg/kg
BW; LA = OVX animals treated with L. acida ethanol extract at doses of 50, 100, 200, and 300mg/kg BW. La = lumen of alveoli; Ep = alveoli
epithelium; At = adipose tissue; Se = eosinophil secretion.

Concerning calcium levels in tibia and femur, no sig-
nificant changes were observed between OVX, Sham, and
E2V groups. However, a significant (𝑝 < 0.05) increase in
the calcium level was observed in rats treated with L. acida
200mg/kg as compared to OVX control.

Regarding inorganic phosphorus (IP) levels in tibia and
femur ashes, a decrease of IP in tibia (𝑝 < 0.001) and femur
(nonsignificant) was observed in OVX rats as compared to
sham operated controls. E2V treatment significantly (73.03%,
𝑝 < 0.05) increased IP in femur compared to OVX controls.
Treatment with L. acida extract increased (𝑝 < 0.05) IP levels
in femur (50.86%) and in tibia (61.27%) ashes at the dose of
200mg/kg.

3.4.5. Effects on the Hematological Parameters. Lymphocytes,
red blood cell count, and hemoglobin level as well as hema-
tocrit increased in ovariectomized rats as compared to sham
operated rats after 84 days of experimentation although
these values remain in the normal ranges (Table 6). The
E2V-treatment prevented this blood cell increment, although
being significant only in the hematocrit parameter. L. acida
extract also protected rat against the ovariectomy-induced
increase in blood cells, evidenced by a significant reduction of
lymphocytes, granulocyte, hemoglobin level, and hematocrit.

3.4.6. Effects on the Microarchitecture of Some Organs.
No alterations in the microarchitecture of liver, lungs, and
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Figure 6: Protective effects of L. acida ethanol extract on bone loss: in both femur and tibia wet weight ((a) and (b)), dried weight ((c) and
(d)), and density ((e) and (f)). Sham (sham operated) and OVX (ovariectomized) animals received the vehicle (distilled water). E2V = OVX
animals treated with 1mg/kg of 17𝛽-estradiol valerate; Lannea acida = OVX animals treated with ethanol extract of Lannea acida at doses of
50 and 200mg/kg BW. Data are expressed as mean ± SEM (𝑛 = 5). ∗𝑝 < 0.05 and ∗∗𝑝 < 0.01 compared with control; #𝑝 < 0.05, ##𝑝 < 0.01,
and ###𝑝 < 0.001 compared with Sham.

kidneys were noted in this work (Figure 7). However, the
femur, tibia, VL-3, and mandible microarchitectures of OVX
rats showed bone marrow disparities into the trabecu-
lar network (Figure 8). E2V and L. acida ethanol extract
(200mg/kg) treatments prevented bone resorption, evi-
denced by the inhibition of bone marrow loss into the tra-
becular network.

4. Discussion

The present work aimed to investigate the estrogenic and
bone loss preventive effects of the ethanol extract of Lannea
acida, a plant used in the Cameroonian traditional system to
treat many ailments including gynaecological problems and
rheumatism. To evaluate the in vitro estrogenic effect of L.
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Table 6: Effects of Lannea acida ethanol extract on hematological parameters after 11 weeks of treatment in postmenopausal-rat model.

Items Normal ranges Sham
Ovariectomized rats

OVX E2V Lannea acida (mg/kg BW)
50 200

WBC (103/𝜇L) 5–16 4.02 ± 0.42 4.00 ± 0.21 5.62 ± 0.80 2.48 ± 0.14 5.58 ± 0.54

Lymphocytes (%) 65–85 74.42 ± 1.77 83.06 ± 0.46∗∗ 82.6 ± 1.59 85.46 ± 1.148 73.8 ± 2.46∗∗

Monocytes (%) 0–20 13.52 ± 2.14 10.1 ± 0.33 10.86 ± 0.98 9.05 ± 0.74 11.82 ± 0.99

Granulocytes (%) 0–27 10.15 ± 1.58 7.76 ± 0.83 10.32 ± 1.42 5.5 ± 0.55 13.7 ± 1.69∗

RBC (106/𝜇L) 5–10 3.65 ± 0.83 7.41 ± 0.18∗∗ 4.97 ± 0.85 4.99 ± 0.99 6.24 ± 0.28

Hematocrit (%) 32–53 25.56 ± 2.99 41.72 ± 1.09∗∗ 31.93 ± 3.02∗∗ 31.60 ± 1.92∗∗ 33.48 ± 1.30∗

Hemoglobin (g/dL) 12–18 10.48 ± 0.57 14.6 ± 0.54∗ 13.32 ± 0.09 9.56 ± 1.70∗∗ 11.40 ± 0.44

MCV (fL) 52–60 67.80 ± 5.94 56.80 ± 0.58 70.20 ± 7.27 54.2 ± 0.66 68.20 ± 11.84

MCH (pg) 17–29 36.38 ± 8.40 19.62 ± 0.38 32.80 ± 7.35 20.20 ± 1.03 39.92 ± 16.96

MCHC (g/dL) 32–45 50.45 ± 7.21 34.90 ± 0.58 44.00 ± 4.94 37.20 ± 1.60 48.68 ± 11.32

Platelets (103/𝜇L) 200–1100 343.00 ± 42.97 338.8 ± 26.36 485.00 ± 53.95 241.20 ± 45.33 483.00 ± 17.68

Sham (sham operated) and OVX (ovariectomized) animals received the vehicle (distilled water); E2V = OVX animals treated with 1mg/kg of 17𝛽-estradiol
valerate; Lannea acida = OVX animals treated with ethanol extract of Lannea acida at doses of 50 and 200mg/kg BW. Data are expressed as mean ± SEM (𝑛 =
5); ∗𝑝 < 0.05 and ∗∗𝑝 < 0.01 as compared to the OVX group.

acida, a suitable biological screening described by Soto et
al. [34] and reported in our previous study [24] has been
used. The basic principle of this assay is to compare the
MCF-7 cells yield following treatment with tested substances
with those obtained after estradiol treatment. In this study,
the L. acida ethanol extract induced a significant increase
of MCF-7 cells proliferation at concentrations of 10, 100,
and 200𝜇g/mL as compared to DMSO control. The MCF-
7 cells proliferation is known as a hallmark of estrogenicity
[34], suggesting that L. acida have phytoconstituents that
mimic estrogenic effects. Indeed, Resende et al. [26] reported
that a relative proliferative effect (RPE) ≥ 80% corresponds
to a possible agonistic activity to ER𝛼. L. acida induced
a RPE > 80% at the concentration of 100 and 200𝜇g/mL.
Consequently, flavonols detected in L. acida ethanol extract
might bind ERs and induced cell proliferation. However,
this effect could also be an ER-independent effect, due to
the fact that MCF-7 cells express ERs, aromatase, and 5
𝛼-reductase enzymes, which permit it to elicit estrogenic
response involving both genomic and nongenomic pathways
[25]. Although an ER binding assay was not assessed in this
study, we can hypothesize that flavonoids reported in L. acida
could be responsible for the MCF-7 cells proliferation and
are potential phytoestrogens. In fact, 4 flavonoids, named
as 6,7-(2󸀠󸀠,2󸀠󸀠-dimethyl chromeno)-8-𝛾,𝛾-dimethyl allyl fla-
vanone, 3󸀠,4󸀠-dihydroxy-7,8 (2󸀠󸀠,2󸀠󸀠- dimethyl chromeno)-6-
𝛾,𝛾-dimethyl allyl flavonol, 7-methyltectorigenin, and irisoli-
done, have been isolated from barks of the acetone extract of
Lannea acida [18]. Irisolidone and tectorigenin (an analogue
of 7-methyltectorigenin resulting from the hydrolyzing by
intestinal bacteria) have been reported to exhibit estrogenic
effects in E-screen assay, as they have induced MCF-7 cells
proliferation at concentrations of 0.1, 1, and 10𝜇M [35].
Therefore they could at least partly account for the prolif-
erative activity of L. acida on MCF-7 cells observed in this
study. Moreover, the concomitant administration of L. acida
extract with estradiol leads to the decrease of theMCF-7 cells

proliferation, suggesting that some of the phytoconstituents
of L. acida entered in competition with E2V for ERs. The
phytoestrogens are well known to bind ERs with ∼ 1000 times
lower affinity than estradiol [36].

Numerous studies showed that estrogen deficiency is
accompaniedwith amarked atrophy of estrogen target organs
such as uterus, vagina, and mammary glands [23, 24, 37, 38].
The same observation was done in this study; ovariectomy
significantly reduced vaginal epithelium to one cell layer: the
stratum germinativum. The uterine wet weight as well as
uterine and vaginal epithelial heights decreased dramatically
after ovariectomy.As expected, estradiol induced a significant
increase in the uterine wet weight and in uterine and vaginal
epithelial heights after a 12-week treatment. The uterotrophic
effects of estrogen have been attributed to water imbibition
or endometrial cells proliferation [39, 40]. These effects have
been reported to be mediated via ER𝛼 as demonstrated by
the lack of uterine stimulation and mitotic growth responses
in 𝛼ERKO mice [41]. Lannea acida ethanol extract induced
an estrogen-like effect, evidenced by a significant increase
in the uterine wet weight and uterine and vaginal epithelial
heights at all tested doses (except with the dose of 300mg/kg
in some parameters) in the 3-day uterotrophic test. These
results are in line with the in vitro results obtained in this
study and strengthen our hypothesis that the flavonoids
detected in L. acida could bind ERs and trigger the genomic
mechanism that produces estrogen-like effects. Interestingly,
the 12-week treatment of ovariectomized rats with L. acida
extract did not exhibit estrogenic effect, a part of a slight
increase of the uterine epithelial height observed with the
dose of 50mg/kg, indicating that the estrogen-like effects of
L. acida extract are time-dependent.These types of effects are
specific to phytoestrogens. Indeed, flavonoids are well known
phytoestrogens with mixed effects [23, 24, 38, 42].

The postmenopausal-rat model of osteoporosis has been
used for decade to characterize natural substances. It shares
many characteristics of postmenopausal women bone loss
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Figure 7: Effects of 11 weeks of treatment with ethanol extract of Lannea acida (LA) or E2V on liver (a), lung (b), and kidney (c) of sham
operated or ovariectomized rats. Sham (sham operated) andOVX (ovariectomized) animals received the vehicle (distilled water). E2V=OVX
animals treated with 1mg/kg of 17𝛽-estradiol valerate; Lannea acida = OVX animals treated with ethanol extract of Lannea acida at doses of
50 and 200mg/kg BW. Data are expressed as mean ± SEM (𝑛 = 5). CV = central vein, A = alveoli; G = glomeruli.

and therefore it is a suitable model for postmenopausal
osteoporosis [43–45]. Following the 12 weeks of admin-
istration period, the body weight of ovariectomized rats
significantly increased as compared to other groups. This
result corroborates previous observations [45, 46] and could
be explained by an increase in adipose deposition. E2V
(1mg/kg) and L. acida extract at the optimal dose of
200mg/kg prevented this body weight gain, probably by
mechanisms involving ERs [47]. In fact, estrogen is known
to reverse ovariectomy-induced body weight gain. Further-
more, ovariectomy induced a significant decrease of tibia
and femur (weight and dried) weights as well as tibia and
femur densities. Moreover, a significant decrease in inor-
ganic phosphate level in tibia and a significant increase of

serum alkaline phosphatase activity were noted. All these
events suggest that ovariectomy enhanced the rate of bone
turnover and the experimental osteoporosis was set up in rats.
Indeed, the alkaline phosphatase activity is a biomarker of
osteoblastic activity associated with bone formation [48]. It is
found to increase in osteoporosis and other bone metabolic
disorders [41]. Treatment with E2V and L. acida extract at
the dose of 200mg/kg increased bone (tibia and femur) wet
and dried weights as well as bone densities. In addition, these
treatments decreased the serum alkaline phosphatase activity
and increase the bone inorganic phosphorus content. The
aforesaid results suggest that L. acida extract reduced bone
turnover. The potential preventive effects of estrogen and
estrogen-like substances on bone loss have been attributed
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Figure 8: Protective effects of L. acida ethanol extract on histomorphologic (100x magnification) of tibia, femur, VL-3, and mandible. Sham
(sham operated) and OVX (ovariectomized) animals received the vehicle (distilled water). E2V = OVX animals treated with 1mg/kg of
estradiol valerate; Lannea acida = OVX animals treated with ethanol extract of Lannea acida at doses of 50 and 200mg/kg BW. Data are
expressed as mean ± SEM (𝑛 = 5). TB = trabecular bone; AB = alveolar bone; and BM = marrow bone.

to their ability to bind ERs on the osteoclast cells and to
provoke release of chemical mediators and reduction of the
osteoclastic activity [49].

Bone histomorphometry is a technique often used to pro-
vide information about bone weight gain or loss in untreated
and treated diseases [28, 45, 46, 50]. These studies have
showed that ovariectomy resulted in increased bone turnover
with resorption exceeding formation. This imbalance is
known to lead to progressive loss in bonemass and eventually

osteoporosis [51]. In accordance with this, our results showed
that ovariectomy induced microarchitectural alterations of
all the studied bones (VL-3, mandible, femur, and tibia).
However, treatments with E2V and Lannea acida extract
improved the bone tissue microarchitecture, restoring both
cortical and compact bone structure. The same results were
observed by Njamen et al. [52] and Zingue et al. [45]. The
flavonoids/isoflavonoids of Lannea acida could account for
this beneficial effect on bone since phytoestrogens have been
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reported to play an important role in the bone formation
through the activation of the ER𝛽 localized on osteoblast cells
[53].

5. Conclusion

The ethanol extract of Lannea acida possesses in vitro and
in vivo estrogenic effects, materialized by the proliferation
of MCF-7 cells and the increase in uterine wet weight
and uterine and vaginal epithelial heights. Results also
suggest that long-term (3 months) treatment with L. acida
extract could prevent estrogen decline-related bone mass
loss,microarchitecture alterations, and demineralization.The
dose of 200mg/kg BW/day was the optimal dose. Taken
altogether, this finding provides the evidence that L. acida is
a potential alternative for the prevention of postmenopausal
osteoporosis which occurs as a consequence of estrogen
decline atmenopause. In-depth phytochemical investigations
are needed to isolate the active principles of L. acida and
understand the precise mechanism by which it induced
estrogenic effect.
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Background: Osteoporotic fractures are a leading cause of morbidity and mortality 
in post-menopausal women. Lannea acida (Anacardiaceae) is a plant traditionally 
used to treat bone related disorders. In our previous study, an ethanolic stem bark 
extract of Lannea acida prevented postmenopausal osteoporosis in ovariectomized 
Wistar rat model. Based on this preceded results, the present study has been designed 
to evaluate the capacity of that extract to improve bone-fracture healing in estrogen-
deficient Wistar rat model of osteoporosis. 

Material and Methods: Sham-operated (SHAM) and ovariectomized (OVX) female 
rats were fractured (30 days post-ovariectomy), divided into 6 groups (n = 5) and then 
treated by gavage for 60 days. SHAM and OVX controls receiving distilled water, OVX 
rats treated with estradiol valerate (E2V) at 1 mg/kg BW/day, and three OVX groups 
respectively treated with L. acida at 50, 100 and 200 mg/kg BW/day. 

Results: Ethanol extract of L. acida extract prevented the OVX-induced decrease in 
femur weights compared to OVX group. It increased calcium and inorganic phosphorus 
levels and reduced ALP activity in both serum and bone of OVX-fractured animals. 
Compared to the OVX-fractured animals, it promoted a bone callus formation and 
union. It increased the trabecular thickness and a quasi-normal trabecular bone 
network was observed at the fracture site. Moreover, it also improved the fractured 
bone oxidative stress status. 

Conclusion: This study demonstrated for the first time that L. acida extract 
promotes bone fracture healing in osteoporotic Wistar rats.
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Introduction 
Osteoporosis is a systemic skeletal disease that affects bone 

quality through a reduction of bone mineral contents and density, 
and an alteration of the architecture. These events result in increased 
bone fragility and higher fracture risk [1,2]. In postmenopausal 
women, endogen estrogen deficiency plays a central role in the 
pathogenesis of osteoporosis and resulting fractures represent the 
major cause of morbidity and mortality in that women [3]. On a global 
scale, the increase in women life expectancy induces a dramatic rise 
in osteoporotic fracture incidence. Yet in 2013, the annual number of 
osteoporotic fractures worldwide was estimated to 10 million, with 
two-thirds in women [4]. This number is expected to increase over 
the coming years or decades as populations steadily age. Colossal 
medico-economic consequences are associated with osteoporotic 
fractures. Williamson, et al. [5] estimated to US$43669 per patient, 
with immediate inpatient care costing on average $13331, the 
global health and social care cost in the first year following a hip 
fracture. For this period, fracture incurs healthcare costs of more 
than $30,000 in US, of which $3000 will be paid by the patient [6]. 
In UK, in addition to the costs of disability (long-term social support 
for survivors), direct health costs are estimated to £4.3 billion for 
the 50,0000 fragility fractures occurring annually [7]. Apart the 
heavy economic burden, osteoporotic fractures cause chronic pain, 
loss of mobility, and loss of independence and death [1]. 

By contrast to high-income settings, no study has been 
published on the health costs of fragility fractures in sub-Saharan 
Africa. The health and socio-economic burden of fractures would 
likely be much heavier in this low-income setting where there is 
a lack of health and social systems that facilitate long-term care, a 
substantial part falling on family and friends. Rather than treat, it is 
recommended to prevent osteoporotic fractures. In case they occur, 
comorbidities specific to the patient such osteoporosis strongly 
interfere with the healing [8,9]. In addition to the mechanical 
stability, bone fracture healing can be positively modulated 
by systemic drug therapies [10]. Nowadays, anti-osteoporotic 
drugs including anti-resorptive and anabolic agents alone or in 
combination with calcium/vitamin D remain the main treatments 
[10-12]. However, they display a variable efficacy depending on the 
type of fracture. For instance, bisphosphonates do not influence 
the healing after distal radius, hip and vertebral fractures [13]. 
Anabolic agents accelerate the healing of long bone fractures, while 
clinical evidence for antiresorptive agents remains unclear [10]. 
Moreover, safety concerns as well as the poor long-term adherence 
of these agents substantially contributed to their reduction 
in prescriptions. Long-term use of bisphosphonates, the most 
popular antiosteoporotic agents, is associated with increased risk 
of atypical femur fracture, upper gastrointestinal symptoms and 
risk of venous thrombosis [14,15]. Nowadays, seeking alternative  

 
treatments has become more and more important. Accordingly, 
medicinal plants have been suggested as an alternative to promote 
a fast and efficient (without recurrence) bone repair process with 
no or minimal adverse side effects [16]. 

Moreover, given their affordability and accessibility, they may 
play an important role in reducing family economic pressure. 
In low-income settings, they hold a very important place in the 
healthcare systems as up to 80 percent of people rely on them for 
their primary health care. Lannea acida A. Rich (Anacardiaceae) is 
distributed in Africa and used to treat various ailments including 
musculoskeletal disorders and gynaecological complains [17,18], 
to enhance fertility and facilitate parturition [19]. In vitro, the 
aqueous and methanolic extracts of stem bark induced uterotonic 
effects through oxytocin receptors [19]. Chronic, non-resolving 
inflammation is detrimental to fracture healing [20]. Upon fracture 
inflammatory and ischemic conditions can cause excessive oxidative 
stress resulting in irreversible damage to cells associated with bone 
repair [21]. This situation is aggravated by conditions of intrinsic 
oxidative stress such diabetes and postmenopausal osteoporosis 
[22-23]. In vivo studies reported inflammatory, analgesic [24], 
and antioxydative [25] properties of L. acida stem bark extracts. 
Moreover, our previous study showed that an ethanolic stem bark 
extract of L. acida exhibited estrogenic properties and prevented 
bone loss in an ovariectomized rat model of osteoporosis [26]. All 
these results suggest that L. acida might promote the osteoporotic 
fracture healing. Therefore, the present study has been designed 
to evaluate the potential of the ethanolic stem bark extract of the 
L. acida to promote bone fracture healing in drill-hole injury in 
estrogen-deficient Wistar rat model of osteoporosis. 

Materials and Methods
Chemicals and Reagents 

The antibiotic penicillin (xtapen®) and diclofenac 
(Dicloecnu®) were obtained from CSPC Zhongnuo pharmaceutical 
(Shijiazhuang City, China) and ECNU pharmaceutical (Yanzhou 
City, China), respectively. The 17β-estradiol valerate (Progynova®) 
were provided by DELPHARM (Lille, France).

Plant Collection and Authentication 

The stem barks of L. acida were collected in Moutourwa (Far-
North, Cameroon) in July 2014. The plant sample was authenticated 
at the national Herbarium of Cameroon (HNC-IRA) with voucher 
number 40942 HNC.

Animals 

Healthy, nulliparous and non-pregnant female Wistar rats (2.5-
3 months), from the Animal house of the Department of Animal 
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Biology and Physiology, Faculty of Science, University of Yaoundé 1, 
Cameroon. They were housed in groups of five in plastic cages and 
kept at room temperature, under natural illumination. They were 
given soy free diet and water ad libitum. Animals were handled in 
accordance to the European Union on Animal Care (CEE Council 
86/609) guidelines approved by the Institutional National Ethics 
Committee of the Cameroonian Ministry of Scientific Research and 
Technology Innovation. 

Plant Extraction 

The air-dried and powdered plant material (2kg) was soaked 
3 times in 6L of 95% ethanol at room temperature for 48h. After 
filtering, the combined solution was concentrated under reduced 
pressure (40°C, 337 mbar) using a rotary evaporator to obtain 272 
mg of extract.

Determination of the Mineral Composition of the Extract 

To determine the content of calcium, magnesium, potassium, 
sodium and phosphorus in the extract, 0.5 g of L. acida extract was 
diluted in 10 mL of supra pure HNO3 and placed in the MARS 6 
microwave digestion system (CEM Matthew, USA) for 30 minutes. 
Thereafter, demineralized water was added to the tubes up to a total 
volume of 50 mL. One mL of this digested sample was diluted in 9 
mL of 1% HNO3 in falcon tubes. In reference to calibration curves of 
standards, the mineral contents of sample were determined using 
a Spectro Arcos inductively coupled plasma – optical emission 
spectrometer ICPOES (SPECTRO Analytical Instruments, Germany). 

Fracture Healing Assessment 

Animal Randomization, Drill-Hole Femur Injury and 
Treatment: Before the bilateral ovariectomy, vaginal smears of 
each animal were daily performed for 12 consecutive days to be 
sure that they are normocyclic. Thereafter, twenty-five of them were 
ovariectomized (OVX) under anaesthesia (10 mg/kg diazepam and 
50 mg/kg ketamine, i.p.), while 5 were sham-operated (SHAM). To 
assure the situation of estrogen depletion and constant presence 
in diestrus step, the vaginal smears of the ovariectomized animals 
were daily checked for five consecutive days from the day 14 after 
ovariectomy. Thereafter, animals were divided into 6 groups of 
five animals each (n = 5). Fractures of the proximal femur are the 
osteoporotic fractures with the highest morbidity and mortality 
[12]. Yousefzadeh, et al. [27] reported that 30 days is the time 
needed for inducing osteoporosis in rat femur after bilateral 
ovariectomy. Accordingly, thirty days after the ovariectomy a 
femoral drill-hole injury was created in all ovariectomized rats as 
described by Ngueguim, et al. [28]. Briefly, following a 1-cm long 
skin and musculature incision, and the exposure of the surface of 
the femur under anaesthesia (diazepam and ketamine), a 1-mm 

diameter hole was created by inserting a drill bit into the anterior 
portion of the diaphysis. Thereafter, animals were sutured and 
submitted from the very next day to a 60-day (once daily at 4 - 5 
p.m.) oral treatment. The animals were weighed once weekly. 
Group I (SHAM) and Group II (OVX: ovariectomized rats serving as 
negative control) received distilled water; Group III (E2V: OVX rats 
serving as positive control) received 1 mg/kg estradiol valerate; 
Group IV, V and VI (LA 50, LA 100 and LA 200) were OVX animals 
treated with L. acida extract at the doses of 50, 100 and 200 mg/kg, 
respectively. At the end, the rats were sacrificed under anaesthesia 
(10 mg/kg of diazepam and 50 mg/kg of ketamine, i.p.) after an 
overnight fast and the blood samples collected. The uterus, vagina 
and femurs were peeled off to remove the surrounded tissues. After 
weighing uterus and femurs, all these tissues were fixed in 10% 
formaldehyde. 

Preparation of Bone Homogenate 

After washing in NaCl 0.9%, the proximal portion of the 
left femur was cut and weighed (0.5 g). The tissue was then 
homogenized in ice-cold medium using a glass Teflon-Potter and 3 
mL of deionized water. After centrifuging at 3000 rpm at 5°C for 15 
min, the supernatant was collected for estimating the antioxidant 
activity. Catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) activities 
as well as the ferric reducing antioxidant power (FRAP) were 
determined according to the methods of Wilbur, et al. [29], Ellman 
[30], and Benzie and Strain [31], respectively. Calcium and inorganic 
phosphorus contents as well as alkaline phosphatase activity were 
also measured using Biolabo (Maizy, France) reagent kits.

Blood Analyses 

The blood samples collected in EDTA tubes were analysed 
using a Mindray BC-2800 Auto Haematology Analyser. The samples 
in dry tubes were centrifuged at 3500 rpm at 5°C for 10 min, and 
the serum analysed to measure the serum calcium and inorganic 
phosphorus contents as well as the alkaline phosphatase (ALP) 
activity using reagent kits from Biolabo (Maizy, France).

Bone Radiography 

The bone callus formation was evaluated as described 
by Ngueguim, et al. [28]. Briefly, the femur was exposed for 5 
milliseconds to X-rays emitted by an Allengers X-ray machine 
(maximum voltage 125 Kv, main voltage 55 Kv, filtration 0.9 Al/75 
(permanent) at a distance of 1 m). An AGFA CR 30-Xm detector (CR-
AGFA, Belgium) was used for obtaining and analysing the images.

Histological Analysis 

A Zeiss Axioskop 40 microscope equipped with an AxioCam MR 
digital camera connected to a computer allowed the analysis of 5 µm 
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sections of paraffin-embedded uterus and femur using MRGrab1.1 
and Axio Vision 3.1 softwares (Carl Zeiss, Hallbergmoos, Germany). 
The sections were stained with haematoxylin and eosin.

Statistical Analysis 

All results were expressed as mean ± standard error of mean 
(SEM) and analysis Graphpad Prism 5.03. One-way analysis of 
variance (ANOVA) and the Dunnett’s post hoc test were used. p 
value < 0.05 was considered as statistically significant.

Results
Mineral Composition of the Extract 

Table 1 summarizes the contents of potassium (K), phosphorus 
(P), magnesium (Mg), calcium (Ca) and sodium (Na) found in L. 
acida extract. Potassium was found to be the most abundant mineral 
(7387.91 ± 80.19 μg/g) followed by calcium (1657.20 ± 52.65 μg/g). 
The abundances of sodium, phosphorus and magnesium were 
979.95 ± 4.45, 680.11 ± 3.38 and 343.99 ± 2.05 μg/g, respectively.

Table 1: Mineral composition of the ethanolic extract of L. acida.

Minerals Mass (µg/g)

Potassium (K) 7387.91 ± 80.19

Phosphorus (P) 680.11 ± 3.38

Magnesium (Mg) 343.99 ± 2.05

Calcium (Ca) 1657.20 ± 52.65

Sodium (Na) 979.95 ± 4.45

Effects of L. Acida Ethanol Extract 

Effects on Uterus and Vagina: Table 2 depicts the effects of 
the ethanolic extract of L. acida on uterus and vagina. A significant 
(p < 0.001) reduction of uterine relative wet weight as well as 
uterine and vagina epithelial heights was observed 90 days after 
ovariectomy in OVX animals compared with sham-operated 
(SHAM). Compared with OVX group, a 60-day treatment with the 
extract of L. acida from day 31 significantly increased (p < 0.05) the 
uterine (at 50 and 100 mg/kg) and vaginal (at 100 and 200 mg/kg) 
epithelial heights.

Table 2: Effects of the ethanolic extract of L. acida on body weight, organ relative weights and epithelial height of uterus and vagina.

Items
Lannea acida

SHAM OVX E2V 50 100 200

Organ relative weight (mg/kg BW)

Femur wet weight 2795.4 ± 79.3 2282.1 ± 96.3## 2644.5 ± 93.1* 2660.1 ± 80.1* 2946.5± 95.2*** 2127.4 ± 79.3

Femur dry weight 1794.6 ± 22.9 1433.2 ± 64.1### 1730.5 ± 38.8** 1666.2 ± 54.7* 1694.2 ± 75.4** 1445.7 ± 46.6

Uterine wet weight 1392.7 ± 97.2 257.9 ± 18.8### 1482.2 ± 61.4*** 355.6 ± 11.1 299.1 ± 4.9 272.6 ± 36.2

Epithelial height (µm)

Uterine 130.8 ± 4.2 82.1 ± 4.2### 131.2 ± 6.4*** 116.8 ± 6.1*** 98.7 ± 5.5* 91.9 ± 6.8

Vaginal 116.8 ± 4.9 87.2 ± 3.1### 423.3 ± 3.6*** 92.7 ± 4.31 122.1 ± 4.59*** 102.4 ± 0.9*

Note: SHAM = normal animals receiving distilled water; OVX = Ovariectomized rats receiving distilled water; E2V = ovariectomized 
rats treated with estradiol valerate (1 mg/kg); L. acida = Ovariectomized rats treated with L. acida extract at the doses of 50, 100 and 
200 mg/kg, respectively. Data are expressed as mean ± ESM (n = 5); *p< 0.05, **p< 0.01 and. ***p < 0.001 as compared with SHAM 
group. ###p < 0.001 and #p< 0.05 as compared with OVX group.

Effects on Femur Weight: A 90-day of estrogen depletion led to 
a significant reduction (p < 0.01) of the femur weight as compared 
with SHAM group (Table 2). At 50 and 100 mg/kg of L. acida extract, 
the femur wet and dry weights were significantly higher (p < 0.5) 
than that in OVX group following a 60 days’ oral treatment from the 
day 31.

Effects on Some Biomarkers of Serum and Bone: Table 3 
shows an increased (p < 0.05) alkaline phosphatase (ALP) activity 
in both serum and bone 90 days after ovariectomy as compared 
with normal rats. The 60-day treatment with L. acida from day 
31 after ovariectomy led to a lower ALP activity (p< 0.001) in 
serum (at 50 and 100 mg/kg) and bone (at 100 and 200 mg/kg) 
as compared with OVX group. Calcium levels in bone and serum 
were significantly lower (p< 0.001) in OVX animals as compared 

with SHAM group 90 days after ovariectomy. Compared to the 
OVX group, the serum calcium levels of the L. acida extract treated 
groups significantly increased (p< 0.001). The values were even 
higher than that observed in SHAM group. In bone, a significant 
increase was observed at the doses of 100 and 200 mg/kg group (p 
< 0.05). On the other hand, E2V-treated rats exhibited a higher (𝑝< 
0.001) serum level of calcium, while no significant variation was 
observed in the femur. Regarding inorganic phosphorus, 90 days of 
endogenous estrogen depletion did not affect the bone and serum 
levels of inorganic phosphorus as compared with the SHAM group. 
Treatment with E2V (1 mg/kg) and L. acida (100 mg/kg) from the 
day 31 exhibited a higher level of inorganic phosphorus in serum 
as compared with OVX group (p < 0.01), while only 200 mg/kg of L. 
acida extract increased (p < 0.001) this parameter in bone.
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Table 3: Effects of the ethanol extract of L. acida on some biomarkers of bone and serum after 60 days of treatment from day 31.

Items
Lannea acida (mg/kg BW

SHAM OVX E2V 50 100 200

Alkaline Phosphatase (UI/L)

Serum 66.3 ± 2.3 82.7 ± 2.8# 56.8 ± 3.5* 40.6 ± 9.5*** 36.2 ± 9.3*** 81.6 ± 2.2

Bone 11.7 ± 3.6 126.6 ± 3.8### 58.5 ± 2.1*** 114.1 ± 5.1 13.5 ± 0.7*** 7.9 ± 0.6***

Calcium (mmol/L)

Serum 6.2 ± 0.7 1.7 ± 0.3### 6.4 ± 0.4*** 7.9 ± 0.5*** 6.9 ± 0.5*** 7.1 ± 0.7***

Bone 5.2 ± 0.5 2.6 ± 0.5### 3.8 ± 0.2 3.5 ± 0.1 4.6 ± 0.3***
3.9 ± 0.1*

Inorganic phosphorus (mmol/L)

Serum 0.37 ± 0.06 0.36 ± 0.06 0.45 ± 0.04** 0.29 ± 0.02 0.56 ± 0.1** 0.3 ± 0.1

Bone 0.16 ± 0.00 0.14 ± 0.00 0.15 ± 0.01 0.15 ± 0.00 0.18 ± 0.0 0.3 ± 0.1***

Note: SHAM = normal animals receiving distilled water (vehicle); OVX = Ovariectomized rats receiving distilled water; E2V = 
ovariectomized rats treated with estradiol valerate (1 mg/kg); L. acida = Ovariectomized rats treated with L. acida extract at the doses 
of 50, 100 and 200 mg/kg BW, respectively. All animals were fractured. Data are expressed as mean ± ESM (n = 5); *p< 0.05, **p< 0.01 
and. *** p < 0.001 as compared to SHAM group. ###p < 0.001 and #p< 0.05 as compared to OVX group.

Effects on Some Oxidative Stress Parameters in Bone

Figure 1: 
(A) Effects L. acida ethanol extract on the catalase,
(B) Glutathione peroxidase and
(C) FRAP activities in bone.
GPx = glutathione peroxidase; FRAP = Ferric Reducing Antioxidant Power; SHAM = normal control group receiving the 
vehicle (distilled Water), OVX = negative control group receiving the vehicle (distilled Water); E2V = OVX rats that received 
estradiol valerate (1 mg/kg BW); L. acida = OVX animals treated with de L. acida at the doses of 50, 100 and 200 mg/kg BW, 
respectively. Data expressed as mean ± SEM (n= 5); *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 as compared to OVX group. #p < 0.05, 
##p < 0.01, and ### p < 0.001 as compared to SHAM group.
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Ninety days after ovariectomy, a non-significant reduction 
(13.6%) of catalase (CAT) activity was observed in OVX rats as 
compared with the SHAM animals (Figure 1A). Treatment with E2V 
and L. acida (50 and 200 mg/kg) from the day 31 led to a lower CAT 
activity than that observed in OVX group (p< 0.001). However, the 
extract at 100 mg/kg significantly (p< 0.001) augmented the CAT 
activity at a value higher than that in the SHAM group. Compared 
with SHAM group, glutathione peroxidase (GPx) activity and the 

Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) considerably diminished 
(p< 0.01) in bone of OVX rats (Figures 1B & 1C, respectively). The 
oral administration of E2V and L. acida for 60 consecutive days at 
all tested doses significantly (p < 0.001) increased GPx activity and 
FRAP as compared with the OVX group. The values of FRAP and GPx 
in all groups receiving the extract were close and higher than that of 
the SHAM group, respectively. 

Effects on Bone Callus Formation

Figure 2: Effects L. acida ethanolic extract in the bone radiographies and histology. SHAM = normal control group receiving the 
vehicle (distilled Water); OVX = negative control group receiving the vehicle (distilled Water); E2V = OVX rats that received 
estradiol valerate (1 mg/kg BW); TB = trabecular bone; CB = cortical bone; BM = bone marrow; L. acida = OVX animals treated 
with de L. acida at the doses of 50, 100 and 200 mg/kg BW, respectively. Data expressed as mean ± SEM (n= 5); *p < 0.05, **p 
< 0.01, and ***p < 0.001 as compared to OVX group. #p < 0.05, ##p < 0.01, and ### p < 0.001 as compared to SHAM group.
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Radiographies of injured femurs showed a partial healing of 
bones in untreated OVX animals compared to the SHAM group. 
Ovariectomized and fractured rats that received E2V (1 mg/
kg) and L. acida at all the doses had total bone healing (Figure 
2) characterized by a total callus formation and a complete
bone union. Femurs in OVX group showed a deterioration of the
microarchitecture as compared with the SHAM group. This was
evidenced by the larger resorption lacunas (Figure 2). However,
L. acida extract at all the tested doses improved the bone
microstructure after fracture compared to OVX group. In fact, the
histological sections of bones of these animals showed a quasi-
normal trabecular bone network. Furthermore, measurement

of the trabecular bone thickness showed a significant (p< 0.05) 
reduction of trabecular bone thickness in OVX animals compared 
to the SHAM group. E2V and L. acida extract at all the tested doses 
for 60 days significantly (p< 0.001) increased the thickness of the 
trabecular bone as compared with the OVX rats.

Effects on Some Haematology Parameters

As far as haematological parameters are concerned, no 
significant variation was found in all parameters between the 
different groups (Table 4). Exception made for the white blood cell 
count, which was significantly decreased in the negative control 
group compared to the normal group.

Table 4: Effects of the ethanolic extract of L. acida extract on the hematological parameters.

Items
Lannea acida (mg/kg BW)

Normal values SHAM OVX E2V 50 100 200

WBC (103/µL) 5-16 6.4 ± 0.6 8.1 ± 0.7 7.6 ± 1.1 5.2 ± 0.7 8.7 ± 1.4 8.1 ± 0.6

Lymphocytes (%) 65-85 70.2 ± 3.1 72.1 ± 3.9 73.9 ± 2.5 83.4 ± 3.4 69.1 ± 4.2 6.5 ± 5.4

Monocytes (%) 0-20 8.8 ± 0.4 5.8 ± 0.3 8.4 ± 0.5 5.4 ± 1.8 7.1 ±1.1 9.2 ± 1.8

Granulocytes (%) 0-27 21.2 ± 2.9 22.1 ± 3.7 19.8 ± 1.9 17.9 ± 2.5 27.6 ± 4.8 25.7 ± 4.3

RBC (106/µL) 5-10 10.1 ± 1.9 7.1 ± 0.2 6.8 ± 0.3 7.3 ± 0.2 6.9 ± 0.3 6.6 ± 0.2

Hématocrite (%) 32-53 34.5 ± 1.8 39.7 ± 1.2 38.3 ± 1.4 37.5 ± 3.8 37.5 ± 2.1 35.1 ± 2.8

Hemoglobin (g/dL) 12-18 10.6 ± 0.6 12.1 ± 0.5 11.9 ± 0.6 11.4 ± 1.3 11.8 ± 0.8 11.2 ± 1.1

MCV (fL) 52-60 55.8 ± 0.8 56.2 ± 0.8 56.6 ± 1.1 56.6 ± 0.9 54.5 ± 0.7 56.9 ± 1.2

MCH (pg) 17-29 17.1 ± 0.3 16.9 ± 0.4 17.5 ± 0.3 17.1 ± 0.3 17.1 ± 0.4 18.1 ± 1.1

MCHC (g/dL) 32-45 30.6 ± 0.2 30.3 ± 0.3 31.0 ± 0.5 30.3 ± 0.6 31.4 ± 0.4 29.2 ± 3.3

Platelets (103/µL) 200-1100 412.6 ± 12.6 419.7 ± 26.9 422.4 ± 42.2 272.8 ± 9.9 440.2 ± 24.9 289.4 ± 89.4

Note: SHAM = normal animals receiving distilled water (vehicle); OVX = Ovariectomized rats receiving distilled water; E2V = 
ovariectomized rats treated with estradiol valerate (1 mg/kg); WBC = white blood cell count; RBC = red blood cell count; MCV = 
mean corpuscular volume; MCH = mean corpuscular hemoglobin; MCHC = mean corpuscular hemoglobin concentration; L. acida = 
Ovariectomized rats treated with L. acida extract at the doses of 50, 100 and 200 mg/kg BW, respectively. All animals were fractured. 
Data are expressed as mean ± ESM (n = 5); *p< 0.05, **p< 0.01 and. ***p < 0.001 as compared to SHAM group. ###p < 0.001 and #p< 
0.05 as compared to OVX group

Discussion
The bone-fracture healing capacity of the ethanolic stem 

bark extract of L. acida was investigated using a drill-hole femur 
fracture in postmenopausal Wistar rat model of osteoporosis. 
Bilateral ovariectomy is a widely accepted model for evaluating 
postmenopausal complications as well as the effects of substances 
on these complications. The lack of ovarian estrogen production 
for 90 days induced a significant reduction in uterine wet weight 
as well as uterine and vaginal epithelial heights in OVX group 
compared to SHAM group. This result is in accordance with many 
reports [26,32,33] and validates the bilateral ovariectomy. The 
60-day treatment with L. acida extract had no effect on uterine
wet weight but significantly increased the uterine and vaginal 
epithelial heights. This result suggests the presence of estrogen-

like phytoconstituents in the extract and confirm the estrogenic 
potential of L. acida observed in our previous report [26]. 

Patient-related comorbidities such as osteoporosis contribute 
to bone fracture-healing complications [8]. By managing them 
bone healing can be improved. The significant reduction in femur 
mass and calcium content as well as the increase in bone alkaline 
phosphatase activity observed in OVX group as compared with 
SHAM group indicate the osteoporosis status in these animals. 
The process of consolidation and bone remodelling of a fracture 
is strictly dependent on bone turnover and the calcium and 
phosphate metabolism [10]. L. acida ethanolic extract significantly 
increased calcium and inorganic phosphorus levels in bone. 
Osteoblasts are responsible for the osteoid matrix formation and, 
through the production of non-collagenous proteins, initiate and 
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regulate its mineralization. Therefore, the increase of bone calcium 
and inorganic phosphorus contents following treatment with L. 
acida is an indicator of bone formation. The higher the calcium and 
phosphorus contents, the greater the bone density and strength. L. 
acida extract also induced a significant increase of serum calcium 
and inorganic phosphorus levels suggesting an elevated intake of 
that minerals. 

The analysis of this extract showed high amounts potassium, 
calcium, inorganic phosphorus and magnesium suggesting that 
the extract provides, at least in part, the minerals (calcium, 
inorganic phosphorus) necessary for the bone mineralization. 
Studies indicated that in addition to activate vitamin D, magnesium 
promotes osteoblast proliferation [34,35], while a high dietary 
intake of potassium is beneficial to bone health even in people 
with low dietary calcium intake [36]. Alkaline phosphatase (ALP), 
a specific biomarker of bone formation secreted by osteoblast 
during bone maturation [37], increased both in serum and femur 
of OVX-fractured rats compared to sham-operated animals. L. acida 
extract at the tested doses significantly reduced the ALP activity in 
bone and serum compared to OVX group. Several studies correlated 
the reduction of bone and serum ALP activity with the process of 
fracture healing [28,38,39]. Normal fracture healing is generated by 
increased osteoblastic activity, that secretes large quantities of ALP 
involved in the bone formation and mineralization [38]. 

Following a fracture, there is an acute increase in ALP activity, 
then it decreases with the formation of bone callus to return 
to normal when it ceases [38]. The faster bone healing occurs, 
the faster the ALP activity decreases. In line with this, it appears 
that compared to the OVX-fractured control animals, there is an 
acceleration of bone healing in OVX-fractured animals treated with 
L. acida extract. The radiographies of femurs from animals in this
study showed a healing of fractures, except for the femur of OVX-
fractured animals, where the healing was not complete. According
to our results, microarchitectures of bone of OVX-fractured rats
were disorganized, with decrease in trabecular bone thickness. E2V 
and L. acida extract treatment reversed this bone disorganization
and increased trabecular bone thickness compared to that
observed in OVX-fractured control group. According to Potu, et al.
[40], osteoporosis is characterized by reduction in trabecular and
cortical bone thicknesses. L. acida ethanol extract inhibited bone
lost and microarchitecture alteration by the same way improved
bone fracture healing. 

Oxidative stress has been suggested to be a mediator and 
indicator of osteoporosis [41-44]. It also been involved in the 
ischemia-reperfusion processes, especially during the callus 
formation, that occur after a fracture [45,46]. Sandukji, et al. [47] 
showed that antioxidant treatment improves bone parameters 
and oxidative stress related markers in patients with long-bone 

fractures, and thus might be beneficial in the healing. A decrease 
in GPx activity and FRAP was observed in OVX-fractured rats 
compared to SHAM group, while bone catalase (CAT) did not 
change. This result indicates the occurring of the oxidative stress 
in femur of OVX-fractured rats. Treatment of these animals with 
L. acida ethanolic extract induced a significant increase in CAT (at 
100 mg/kg) and GPx (at all tested doses) activities suggesting an
antioxidant activity in bone. On the other hand, the extract at all
tested doses significantly increased bone FRAP in OVX-fractured 
animals. The FRAP measures the total antioxidant capacity of the
antioxidants present in the sample and able to reduce ferric ion
(Fe3+) involved in the generation the most potent hydroxyl radical.
Accordingly, our results suggest that the ethanolic extract of L. acida
increased non-enzymatic antioxidants and reduced lipid peroxides
in the bone tissue. 

Conclusion
The aim of this study was to evaluate the capacity of that 

extract to improve bone-fracture healing in estrogen-deficient 
Wistar rat model of osteoporosis. The extract reduced the alkaline 
phosphatase activity, increased calcium and inorganic phosphorus 
contents and improved the oxidative stress status in bone. In 
addition, a quasi-normal trabecular bone network at the fracture 
site accompanied the positive effects of the L. acida extract on callus 
formation and fracture healing. All these results suggest that the 
ethanol extract of stem bark of L. acida improves bone fracture 
healing in ovariectomized Wistar rat.
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