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RREESSUUMMEE  
Dans le contexte actuel d’allongement de l’espérance de vie, la prévalence et le coût 

de prise en charge des maladies liées à l’âge telles que l’ostéoporose sont de plus en plus 
importants. Dans le cadre du développement de nouvelles stratégies de prise en charge des 
pathologies osseuses, la nutrition offre un potentiel évident et représente une excellente 
solution alternative aux traitements habituels. Bien que trop marginales, les études des 
activités biologiques de certains aliments ont pourtant d’ores et déjà montré des effets 
protecteurs sur l’acquisition du capital osseux et sa préservation par le biais de leurs 
propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes. A ce titre, la consommation de grenade est 
envisagée car elle fait actuellement l’objet d’intérêts scientifiques croissants ayant déjà 
suggéré ses avantages nutritionnels et pharmacologiques pour la prévention de certaines 
pathologies chroniques associées au vieillissement.  

Dans le cadre du projet de thèse, les premiers travaux réalisés, focalisés donc sur la 
grenade, ont permis de dégager le concept selon lequel les propriétés biologiques de ce fruit 
exceptionnel seraient expliquées par la composition particulière de ses différentes parties : 
en polyphénols pour le jus (anthocyanines) et la peau (ellagitannins) et en acide punicique 
pour les pépins, et surtout au potentiel anti-oxydant et anti-inflammatoire de ces molécules. 
Cette hypothèse à donné lieu à une première étude à vocation phytochimique qui a permis 
de déterminer, de standardiser, produire et caractériser deux types d’extraits de grenade 
titrés en molécules d’intérêt (acide punicique et ellagitannins). Nous avons ensuite étudié 
l’impact de la consommation du fruit (donné dans sa totalité) ou de ses principales parties 
(jus et peau) ou encore d’extraits concentrés en ellagitannins et en acide punicique, sur la 
biologie osseuse, dans un modèle expérimental d’ostéoporose post-ménopausique bien 
décrit (ostéopénie consécutive à une carence œstrogénique induite par ovariectomie chez 
des souris C57bl6/j). Cette étude préclinique a permis de montrer que tous les régimes 
supplémentés en grenade (quelle que soit la partie) permettent de limiter les processus de 
déminéralisation et l’altération micro-architecturale de l’os, s’expliquant par une réduction 
des marqueurs de résorption osseuse et une amélioration de ceux de la formation ; et une 
diminution des paramètres inflammatoires, et oxydants.  

Ensuite, afin de déterminer les structures médiatrices de ces effets, une approche 
originale ex-vivo a permis d’étudier plus finement les mécanismes cellulaires ostéoblastiques  
et ostéoclastiques associés à la consommation des extraits de grenade testés. Cette analyse 
a été développée de façon à tenir compte du métabolisme particulier de ces 
micronutriments et donc des modifications systémiques engendrées suite à l’ingestion des 
extraits. Ce travail a permis de mettre en évidence que les effets observés in-vivo sur l’os, 
pouvaient être expliqués par une action directe aussi bien sur les ostéoblastes que sur les 
ostéoclastes, et donc une optimisation du remodelage osseux. De fait, la consommation 
d’ellagitannins et d’acide punicique augmente l’activité des ostéoblastes (activité alcaline 
phosphatase et formation de nodules de calcium) et l’expression des principaux acteurs et 
facteurs de transcription impliqués dans leur différenciation, tout en diminuant l’expression 
de ceux responsables de la différenciation ostéoclastique. Dans le même temps, l’analyse 
des transcrits met en évidence que les extraits de grenade favorisent l’activation d’acteurs 
impliqués dans les mécanismes de défenses contre le stress oxydant et l’inflammation, au 
niveau du microenvironnement osseux. Ces résultats révèlent pour la première fois le 
potentiel de la grenade au regard de la physiologie osseuse en proposant ses possibles 
mécanismes d’actions, via une approche nutritionnelle complète et intégrée respectant la 
physiologie.   
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AABBSSTTRRAACCTT  
In the current context of increased life expectancy, prevalence and socioeconomic 

consequences of age-related diseases such as osteoporosis represent a major public health 
problem worldwide. This is why development of new strategies of prevention is highly 
suitable to provide a wide array of options (alternatives to usual therapies) for health 
professionals. So far, studies targeting nutrient biological activities have been mainly focused 
on both calcium and vitamin D. Nevertheless, other nutrients have shown a protective effect 
on bone mass acquisition and preservation through their anti-inflammatory and antioxidant 
properties. In this light, pomegranate is endowed with such a potential. Indeed there is an 
increasing scientific interest that has already suggested its nutritional and pharmacological 
benefits on prevention of some chronic age-associated diseases. 

As part of this project, the initial work focused on pomegranate has highlighted the link 
between its health benefit potential and the exceptional composition of its main parts: 
polyphenols from the juice (anthocyanins) and the peel (ellagitannins) and punicic acid from 
seed, those micronutrients being able to elicit antioxidant and anti-inflammatory capacities. 
Our work hypothesis resulted from a first phytochemical study leading to identify, 
standardize, characterize and produce two types of pomegranate extracts titrated on 2 
molecules of interest (punicic acid and ellagitannins). We thus investigated the outcome of 
consumption, first of the whole fruit or its principal parts (peel and juice) and in a second 
time of concentrated ellagitannins and punicic acid extracts on bone biology in a well 
described experimental model of postmenopausal osteoporosis (osteopenia induced by 
estrogen deficiency after ovariectomy in C57bl6/j mice). In this preclinical study, we 
demonstrated that all the diets supplemented with pomegranate significantly prevented 
bone loss and micro-architecture impairment. Those findings are associated with 
transcriptional changes in bone tissue, suggesting involvement of both osteoclastogenesis 
inhibition and osteoblastogenesis improvement, and reduced inflammatory and oxidative 
parameters, as well. 

Then, to determine more accurately the molecules and the signaling pathways 
involved in those effects, an original ex-vivo study was set up on both osteoblasts and 
osteoclasts, with respect to physiological conditions (i.e., the aim being to mimic systemic 
changes and generation of specific circulating metabolites associated with the extracts 
ingestion). This work allowed clarifying the bone sparing effects observed in-vivo. Indeed, 
pomegranate extracts had the ability to elicit a significant increase in alkaline phosphatase 
activity, matrix mineralization and transcriptional levels of major osteoblast lineage markers 
involving key signaling pathways, while the expression of specific osteoclast differentiation 
markers and RANK-RANKL downstream signaling targets were down-regulated. In addition, 
transcripts analysis revealed that pomegranate extracts were able to induce defense 
mechanisms against oxidative stress and inflammation in the bone microenvironment. Our 
results show for the first time the pomegranate potential regarding bone physiology, 
underlying its possible mechanisms on bone remodeling through a complete and integrated 
nutritional approach respecting the physiology. 
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IINNTTRROODDUUCCTTIIOONN    
 

Les travaux effectués au cours de cette thèse ont été réalisés pour partie au sein de la 

société Greentech dont les travaux visent à développer et produire des principes actifs à 

partir de plantes, d'algues ou de micro-algues, pour les domaines cosmétique, 

pharmaceutique et nutraceutique ainsi qu’à l’unité mixte de recherche 1019, Unité de 

Nutrition Humaine qui s’est fixé pour principe l’objectif scientifique de déterminer l’impact 

des comportements alimentaires et la fonctionnalité des aliments dans différentes situations 

physiopathologiques fréquemment associées au vieillissement et/ou aux maladies 

chroniques. L’association de ces deux disciplines permet d’envisager le développement de 

projets novateurs se rapprochant du contexte actuel de la recherche scientifique dans les 

domaines du vieillissement, de la nutrition et de la nutraceutique.  

Le vieillissement est un phénomène planétaire et la population des plus de 60 ans est 

celle qui augmente le plus vite. Au cours des 5 prochaines années, pour la première fois dans 

l’histoire de l’humanité, le nombre de personnes âgées de plus de 65 ans dépassera celui des 

enfants de moins de 5 ans. L’organisation mondiale de la santé (OMS) projette, que d’ici 

2050, 2 milliards de personnes seront âgées de plus de 60 ans (Figure 1) (WHO 2012). Le 

vieillissement de la population est l’une des plus importantes transformations de la société 

et il pose de nombreux défis. Certes il reflète une amélioration de la santé et des conditions 

socio-économiques, mais il s’accompagne aussi de difficultés particulières auxquelles tous 

les pays devront faire face : la prise en charge des maladies liées à l’âge, ainsi que leur 

impact social et économique.  

 

 

Figure 1 : Comparatif de la pyramide des âges au niveau mondial entre 2000 et 2050 

 
En effet, l’augmentation des coûts liés au maintient de la santé devient un fardeau 

économique croissant pour la société et l’individu. Les principaux problèmes qui touchent les 

personnes âgées sont les maladies non transmissibles telles que les cardiopathies, les 

accidents vasculaires cérébraux, le cancer, le diabète, les maladies pulmonaires chroniques, 
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les affectations du système locomoteur telles que l’ostéoporose et la sarcopénie, ou la 

maladie d’Alzheimer (WHO 2012). Dans son rapport de 2012, l’OMS insiste sur la nécessité 

de prendre des mesures appropriées pour prévenir les maladies non transmissibles, 

notamment : « promouvoir la santé et les comportements sains à tout âge pour prévenir ou 

retarder l’apparition des maladies chroniques ».  

D’un point de vue sociétal, l'allongement de l'espérance de vie, l’urbanisation et 

l'occidentalisation du mode de vie sont les plus importants facteurs de risque responsables 

de l’augmentation des maladies chroniques et de la mortalité. Les risques comportementaux 

doivent également être pris en compte. En effet, l’alimentation tant sur le plan qualitatif que 

quantitatif, le manque d’activité physique et les consommations à risques comme le tabac et 

l’alcool sont des facteurs aggravants qui présentent néanmoins  un levier intéressant dans 

les stratégies de prévention de l’apparition de ces pathologies (WHO 2005). Les 

interventions diététiques et nutritionnelles sont au centre des préoccupations scientifiques 

puisqu’elles pourraient retarder la progression des maladies chroniques liées à l’âge et 

impacter significativement non seulement sur la qualité de vie mais aussi sur la capacité de 

la société à faire face aux conséquences sanitaires et économiques d’une population 

vieillissante (Ribaric 2012).  

 

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail, centré sur l’intérêt de la nutrition 

dans la prévention des pathologies liées au vieillissement et plus particulièrement au rôle 

que pourraient avoir la grenade et les nutriments qui la composent dans la prévention de la 

mise en place d’une des plus importantes affections de l’appareil locomoteur : 

l’ostéoporose.  
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11..    LL’’OOSSTTEEOOPPOORROOSSEE    
 

11..11  DDEEFFIINNIITTIIOONN  EETT  CCLLAASSSSIIFFIICCAATTIIOONN    

 

L’ostéoporose est « une maladie squelettique systémique, progressive, caractérisée par 

une faible masse osseuse et une détérioration de la microarchitecture osseuse avec pour 

conséquence une fragilité osseuse et un accroissement du risque fracturaire » (OMS, 1991).  

En se basant sur les études épidémiologiques ayant montré une relation inverse entre 

le risque de fracture et la densité minérale de l’os, en 1994, l’OMS a proposé des critères 

d’évaluation du capital osseux. Basé sur l’évaluation de la densité minérale osseuse (DMO) 

par absorptiométrie biphotonique à rayon X (DEXA), le T-score utilisé pour ce diagnostique 

définit la DMO d’un sujet donné comparée à la valeur moyenne d’une population jeune de 

même sexe et en bonne santé. Le T-score est normalement supérieur à -1 DS (Déviation 

Standard). Un T-score compris entre -2,5 et -1 DS correspond à une ostéopénie. Un T-score 

inférieur à -2,5 DS définit l’ostéoporose (Figure 2).  

 

 

Figure 2 : Outils utilisés pour le diagnostic de l’ostéoporose corrélant la densité minérale 
osseuse d’un patient à la moyenne de référence chez l'adulte jeune du même sexe  

 
Bien que non prédictives à 100% du risque fracturaire (qui dépend non seulement de la 

minéralisation mais aussi de la microarchitecture), la DEXA est la méthode de référence, 

internationalement reconnue. Elle est combinée à une recherche de risque, afin de 

déterminer le risque fracturaire d’un individu : « Fracture-Risk Assessment Tool » (FRAX) 

(Curran, Maravic et al. 2010; Rachner, Khosla et al. 2011).  
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Si les causes de l’ostéoporose ne sont pas toutes élucidées, c’est en partie parce que 

cette maladie revêt différentes formes qu’il est important de distinguer :  

(i) Les ostéoporoses primaires ou « primitives » sont les plus fréquentes. Deux grands 

types d’ostéoporose sont différenciés, principalement sur la base de leur étiologie.  

La principale est l’ostéoporose de type 1 (ou postménopausique) qui est 

essentiellement caractérisée par une altération du tissu osseux trabéculaire. Elle affecte 1 

homme pour 6 femmes car elle se développe dans les situations d’hypogonadisme, et 

touche notamment la femme vers 60-65 ans, consécutivement à l’installation de la 

ménopause. En effet, les œstrogènes contrôlent le remodelage osseux et favorisent la 

formation d’os jeune. Lorsqu’un déficit hormonal survient, la perte osseuse s’accélère et le 

risque fracturaire s’élève. L’ostéoporose de type 2 (ou sénile) touche plus particulièrement 

les sujets de plus de 70 ans, dans une proportion d’un homme pour 2 femmes. Elle est 

caractérisée par une altération simultanée de l’os cortical et de l’os trabéculaire, et son 

étiologie multifactorielle inclut les mécanismes associés au vieillissement de l’organisme. 

D’autres formes plus rares d’ostéoporose primaires existent, comme celles survenant chez 

des individus très jeunes (25-30ans) et qui présentent une forte composante génétique.  

 (ii) Les formes secondaires d’ostéoporose surviennent à la suite de certaines maladies 

ou traitements. Parmi les pathologies qui peuvent entraîner une ostéoporose on trouve 

notamment des affections hormonales (hyperactivité de la glande thyroïde ou des glandes 

parathyroïdes), la polyarthrite rhumatoïde, certaines tumeurs ou encore des maladies 

sévères de l’intestin, des reins ou du foie (Riggs, Wahner et al. 1982; Raisz 2005).  

  

  

11..22  EETTIIOOLLOOGGIIEE  DDEE  LL’’OOSSTTEEOOPPOORROOSSEE  ::  CCOONNSSEEQQUUEENNCCEESS  DDEE  LLAA  

DDEERREEGGUULLAATTIIOONN  DDUU  RREEMMOODDEELLAAGGEE  OOSSSSEEUUXX  

 

Depuis plusieurs dizaines d’années, la pathogénèse de l’ostéoporose a été liée aux 

processus tissulaires, cellulaires et moléculaires intrinsèques au tissu osseux. En plus de sa 

fonction de soutien, de levier pour les muscles, de protection des organes vitaux, le tissu 

osseux possède une fonction métabolique, notamment pour maintenir l’homéostasie 

minérale. En effet, l’os est un tissu conjonctif rigide et dynamique qui constitue le principal 

réservoir de calcium pour l’organisme. Il possède la capacité de se régénérer suite à une 

fracture, d’adapter sa masse, sa forme et son architecture en fonction des forces mécaniques 

auxquelles il est soumis, aux niveaux circulants de calcium et de phosphore (et donc à la 

demande corporelle en ces minéraux) ainsi qu’en réponse à un grand nombre de facteurs 

endocrines et paracrines (Grabowski 2009).  
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Une succession d’évènements cellulaires et moléculaires complexes liés dans le temps 

et l’espace mènera à la formation d’une structure devant être fonctionnelle, 

biomécaniquement et métaboliquement, durant toute la vie de l’individu. Tout élément 

perturbateur, (la ménopause et le vieillissement), de l’une de ces étapes aura des 

conséquences désastreuses sur la faculté du tissu osseux à jouer correctement son rôle, 

engendrant notamment sa dégénérescence et éventuellement l’apparition d’ostéoporose. 

C’est son exceptionnelle composition autant macro- que microscopique qui lui permet ce 

dynamisme et sa grande plasticité. Le tissu osseux est continuellement produit par les 

ostéoblastes, modifié par les ostéocytes et détruit par les ostéoclastes (Datta, Ng et al. 2008). 

Dans un esprit de lisibilité et de synthèse et étant donné le contexte dans lequel a été conduit 

le présent travail, nous nous attacherons plus particulièrement à décrire la biologie osseuse 

des os longs, acteurs majeurs du système locomoteur et donc de l’indépendance (dépendance 

de la personne âgée).  

 

11..22..11  MMOORRPPHHOOLLOOGGIIEE  DDUU  TTIISSSSUU  OOSSSSEEUUXX  

Anatomiquement les os longs sont constitués d’une partie centrale cylindrique 

(diaphyse), de deux extrémités élargies et arrondies recouvertes de cartilage articulaire 

(épiphyses) et de régions coniques reliant la diaphyse et l’épiphyse : métaphyses. La 

métaphyse rejoint l’épiphyse par une couche de cartilage, disparaissant chez l’adulte au 

profit d’os spongieux, appelée plaque de croissance (ou cartilage de conjugaison).  

Chez l’adulte, deux structures architecturales osseuses de base sont distinguées en 

fonction de leur organisation et de leur porosité, quel que soit le type d’os (long, court ou 

plat) : l’os cortical ou compact et l’os trabéculaire ou spongieux. L’ensemble est entouré 

d’une enveloppe externe, le périoste, excepté aux épiphyses au niveau du cartilage 

articulaire et aux lieux d’insertion de tendons et de ligaments (Figure 3).  

L’os cortical est un os dense (poreux de 5 à 30 %) et est constitué d’une matrice 

minéralisée de type lamellaire. Il est organisé en structures cylindriques appelées ostéons 

qui sont orientées selon l’axe principal de l’os et organisées autour des canaux de Havers, 

eux-mêmes reliés entre eux par les canaux de Volkmann, où cheminent les vaisseaux 

nourriciers. L’os cortical, partie la plus externe de l’os, est recouvert par le périoste. L'os 

trabéculaire, situé au centre de la diaphyse, est plus poreux (de 30 à 90%). Il est formé d'un 

réseau tridimensionnel de plaques osseuses reliées entre elles : les trabécules, organisées 

autour de cavités renfermant les vaisseaux et la moelle osseuse. Ce réseau trabéculaire, lieu 

principal de l’activité métabolique du tissu osseux (en raison de l’importante surface 

d’échange), est renouvelé plus rapidement que l’os cortical, ce qui lui confère un rôle majeur 

dans l’équilibre phosphocalcique (Toppets, Pastoret et al. 2004). 
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Figure 3 : Schéma de la structure macro- et microscopique d’un os long  

 
 

11..22..22  RREEMMOODDEELLAAGGEE  OOSSSSEEUUXX  

Le tissu osseux est composé d’une matrice extracellulaire servant de 

microenvironnement aux éléments cellulaires osseux : ostéoblastes, ostéocytes, cellules 

bordantes et ostéoclastes. Tout au long de la vie, ces cellules participent à la croissance et au 

maintien de la fonctionnalité du squelette. En effet, les cellules ostéoformatrices 

(ostéoblastes, ostéocytes et cellules bordantes) synthétisent la matrice minéralisée et à 

l’inverse les cellules ostéo-résorbantes (ostéoclastes) sont responsables de la dégradation de 

la structure. C’est l’équilibre entre l’activité de ces acteurs qui permet l’élaboration et 

l’entretien de la masse osseuse ainsi que le maintien de l’homéostasie minérale systémique. 

La perturbation de cet équilibre et de ce couplage cellulaire est à l’origine de la plupart des 

pathologies osseuses comme l’ostéoporose (Del Fattore, Teti et al. 2012).  
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11..22..22..11  MMaattrriiccee  eexxttrraacceelllluullaaiirree  

La matrice extracellulaire (MEC) est composée de 25% d’éléments organiques (fibres 

de collagène, peptides, lipides, protéines, polysaccharides, etc…) et de 75% de composés 

inorganiques (calcium, phosphate, magnésium, etc…).  

La matrice organique constitue ce que l’on appelle l’ostéoïde, véritable trame support 

de la minéralisation. Les protéines collagéniques, et particulièrement le collagène de type I 

sont les constituants majeurs de cette structure qui est dite fibreuse en raison de 

l’organisation du collagène. Les protéines non collagéniques de la matrice osseuse 

représentent environ 10% des protéines totales de la matrice. Elles peuvent être regroupées 

en différentes familles : les Gla-protéines (ostéocalcine), les protéoglycans, les phospho-

protéines, les petites protéines (ostéopontine, ostéonectine et sialoprotéines). Ces 

molécules participent à l’organisation macromoléculaire du tissu osseux et pourraient 

intervenir dans la régulation de nombreux aspects de la physiologie osseuse comme les 

mécanismes de minéralisation, de migration cellulaire (par chimiotactisme) ou encore le 

contrôle du couplage formation/résorption (Toppets, Pastoret et al. 2004). La phase 

minérale représente près de 70 % de la masse osseuse. Les sels minéraux les plus abondants 

sont le calcium (27 %) et le phosphore (12 %) dans un ratio égal à 1,66, organisés pour 

former l’hydroxyapatite [Ca10(PO4)6(OH)2]. De part sa composition, cette structure joue un 

rôle important dans l’homéostasie calcique car elle constitue la principale réserve de sels 

minéraux pour l’organisme.  

Le dépôt du minéral entre les fibres de collagène, ou processus de minéralisation, est 

un phénomène complexe qui débute par une phase passive induite par une concentration 

élevée en ions PO4
- et Ca2+, au sein des vésicules matricielles sécrétées par l’ostéoblaste 

(Phase I). La croissance du cristal d’hydroxyapatite se poursuit jusqu’au sortir de la vésicule. 

Dans la matrice extracellulaire, la nucléation et l’ancrage sur les fibres de collagène est 

régulée par différents facteurs, dont des protéines non-collagéniques comme l’ostéopontine 

et la BSP (sialoprotéine osseuse) (Phase II) (Figure 4) (Boskey 1998; Orimo 2010).  

La matrice extracellulaire est, en fait, une structure très dynamique, constamment 

soumise à un processus de remodelage pendant lesquels ses  composants sont déposés, 

dégradés ou modifiés. Le remodelage est un mécanisme important qui permet la régulation 

des cellules osseuses, la mise en place et le maintien des niches de cellules souches, la 

morphogenèse des ramifications trabéculaires, l'angiogenèse, le remodelage osseux, et la 

réparation de celui-ci. En tant que composante majeure du microenvironnement des 

cellules, la MEC participe donc à la plupart des comportements cellulaires : la prolifération, 

l'adhésion, la migration, la différenciation et la mort cellulaire (Lu, Takai et al. 2011). 
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Figure 4 : Représentation des phases de minéralisation de la matrice extracellulaire 
conduisant à l’ancrage de cristaux d’hydroxyapatite sur les fibres de collagène par les 

ostéoblastes. http://www.rndsystems.com/rnd_page_objectname_mr07_p2.aspx 

 
 

 

11..22..22..22  CCeelllluulleess  oossttééooffoorrmmaattrriicceess  

Les cellules ostéoformatrices : ostéoblastes, ostéocytes et cellules bordantes ont une 

origine commune : les cellules souches mésenchymateuses (MSC) du stroma médullaire. 

Elles forment la lignée ostéoblastique (Figure 5).  

L’ostéogénèse se caractérise par l’engagement et la prolifération des cellules 

ostéoprogénitrices qui, après arrêt de la prolifération, se différencient en ostéoblastes 

fonctionnels chargés de la synthèse et de la minéralisation de la matrice osseuse. Au cours 

de ce programme de différenciation, l’ostéoblaste aura trois devenirs possibles : (i) 

s’emprisonner dans sa propre matrice en cours de synthèse et ainsi former un ostéocyte ; (ii) 

entrer dans une phase de quiescence et s’aplatir sur l’os en cellules bordantes ; (iii) entrer en 

apoptose. 
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Figure 5 : Origine et différenciation de la lignée ostéoblastique à partir des cellules souches 
mésenchymateuses 

 
 

11..22..22..22..11  OOssttééoobbllaasstteess  

Bien qu’étant les principales cellules intervenant dans la formation de l’os, elles ne 

représentent que 5% du pool total des cellules osseuses. Elles produisent une combinaison 

de protéines extracellulaires unique incluant notamment l’ostéocalcine, la phosphatase 

alcaline et une grande quantité de collagène de type I. Les ostéoblastes ont également la 

propriété de contrôler la minéralisation osseuse, en régulant les concentrations locales en 

Ca2+ et PO4
- et ainsi de permettre leur précipitation sous forme d’hydroxyapatite (Ducy, 

Schinke et al. 2000). Les ostéoblastes sont polarisés. La membrane cellulaire en contact 

direct avec la surface de l'os est le siège de nombreux processus cytoplasmiques 

(principalement l’activité phosphatase alcaline) qui s'étendent au niveau de l’ostéoïde 

néoformé, favorisant la synthèse de la MEC. Ces cellules ont un cytoplasme basophile 

abondant en mitochondries et un appareil de Golgi développé, nécessaires à leur capacité de 

produire une grande quantité de protéines extracellulaires (Dudley and Spiro 1961). 

Les ostéoblastes sont issus de la différenciation de précurseurs mésenchymateux qui 

proviennent essentiellement du stroma de la moelle osseuse, du périoste ou encore des 

péricytes (Modder and Khosla 2008). Ces cellules souches peuvent se différencier en 

ostéoblaste, chondrocytes, myocytes, fibroblastes ou adipocytes (Figure 5). L’engagement 

dans la voie de différenciation ostéoblastique est contrôlé par de multiples molécules, telles 

que les facteurs de transcription (runX2, ostérix), les facteurs de croissance (TGF-β, IGF-1), 
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les hormones (PTH, œstrogène, insuline, leptine, 1,25-Vitamine D), mais également par la 

MEC elle-même (BMPs, Ca2+) (Zuo, Huang et al. 2012). La différenciation ostéoblastique 

s’achève par l’expression d’un certain nombre de facteurs de transcription par les cellules 

matures ce qui induit l’expression de gènes cibles nécessaires à leur activité (Ducy, Schinke 

et al. 2000; Downey and Siegel 2006).  

Les ostéoblastes sont donc soumis à de multiples signaux de développement régulant 

leur différenciation. Parmi eux, on compte cinq voies de signalisation majeures impliquées 

dans les processus de différenciation et de régulation des ostéoblastes : les voies (1) 

Hedgehog, (2) Notch, (3) Wnt, (4) BMP (Bone Morphogenetic Protein) et (5) FGF (Fibroblast 

Growth Fartor) (Figure 6) (Soltanoff, Yang et al. 2009; Long 2012).  

 

 

Figure 6 : Schéma simplifié des principales voies de signalisation impliquées dans la 
différenciation ostéoblastique 

 
(i) La transduction de signal via Indian Hedgehog (IHH), est nécessaire pour la 

différenciation des ostéoblastes. La liaison d’IHH au récepteur Patched homologue 1 (PTCH1) 

active la voie de signalisation via Smoothened (SMO), inhibant ainsi la génération du 

répresseur GLI3 (GLI3R) et favorisant la production de l'activateur GLI2 (GLI2A). Ces deux 

étapes sont indispensables à l’induction de l’expression des deux facteurs de transcription 

ostéoblastiques majeurs : runX2 et ostérix. Cet évènement est nécessaire à l’engagement 

des MSC dans la voie ostéogénique (Komori 2011; Fuchs, Dohle et al. 2012).  
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(ii) La voie signalisation Notch inhibe la différenciation des ostéoblastes. Après la 

liaison de ses ligands, le récepteur Notch subit un clivage protéolytique entraînant la 

libération du domaine intracellulaire de Notch (NICD) qui interagit alors avec RBPJκ et active 

des gènes cibles en aval, conduisant finalement à l'inhibition de la différenciation des 

ostéoblastes induite par runx2 et ostérix (Lin and Hankenson 2011).  

(iii) La cascade de signalisation WNT favorise la différenciation des ostéoblastes. Suite 

à la liaison de Wnt à son récepteur Frizzled (FZD) et co-récepteur LRP5 ou 6 (Lipoprotein 

Receptor-related Protein), la β-caténine est stabilisée ce qui conduit à la transcription des 

gènes cibles de cette molécule. Cette voie de signalisation stimule la progression des 

ostéoprogéniteurs (exprimant runX2) en pré-ostéoblastes (exprimant runX2 et ostérix) puis 

leur maturation en ostéoblastes. Cette voie peut également, indépendamment de la β-

caténine, induire la progression des ostéoprogéniteurs en pré-ostéoblastes via l’activation 

de la protéine kinase Cδ (PKCδ) (Milat and Ng 2009; Lin and Hankenson 2011; Monroe, 

McGee-Lawrence et al. 2012). 

(iv) La signalisation dépendante des BMPs stimule la différenciation des ostéoblastes 

et leur fonction. La liaison de BMP2 ou BMP4 à leurs récepteurs (BMPR) permet la 

phosphorylation de SMAD1, 5 ou 8. Celles-ci peuvent alors former un complexe avec SMAD4 

et être transloquées dans le noyau, afin de réguler l'expression de certains gènes. Ceci 

permet la transition vers le stade pré-ostéoblastique et l'amélioration des fonctions des 

ostéoblastes matures (Lin and Hankenson 2011; Chen, Deng et al. 2012). 

(v) La voie de signalisation du FGF possède différents rôles sur la lignée ostéoblastique. 

FGF, en se liant à son récepteur tyrosine-kinase (FGFR), conduit à l'activation de multiples 

modules de signalisation (MAPK, PI3K, STAT1 ou PKC). Cette signalisation régule la 

prolifération des pré-ostéoblastes, la différenciation en ostéoblastes, ainsi que la fonction 

des ostéoblastes matures. Toutefois, les étapes précises et les cascades de signalisation 

intracellulaires ne sont pas encore parfaitement connues (Komori 2011; Marie 2012).  

En modulant les facteurs de transcription tels qu’ostérix, runX2, ATF4, ou AP1, …, les 

cascades de signalisations, précédemment décrites, vont permettre l’expression d’effecteurs 

cellulaires spécifiquement impliqués dans l’activité des cellules, à chacune des étapes de la 

maturation ostéoblastique (Nakashima and de Crombrugghe 2003). On peut noter, parmi les 

plus importantes : la production de collagène de type I, de phosphatase alcaline (ALP), 

d‘intégrines, ou l’expression du récepteur à l’hormone parathyroïde (PTH) par les pré-

ostéoblastes et, par exemple, la production de BSP-1 (Bone Sialoprotein-1), d’OCN 

(ostéocalcine), d’annéxine V, d’anhydrase carbonique, ou d’OPG (osteoprotegerin) par les 

ostéoblastes matures (Soltanoff, Yang et al. 2009; Crockett, Rogers et al. 2011; Long 2012; 

Zuo, Huang et al. 2012).  

Une autre fonction accomplie par les ostéoblastes consiste à réguler la différenciation 

des ostéoclastes. En effet, les deux principales cytokines stimulant l’ostéoclastogénèse sont 
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produites par les ostéoblastes : M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor) et RANKL 

(Receptor Activated of Nuclear factor Kappa B Ligand). Leurs mécanismes d’action seront 

décrits plus en détail dans le chapitre consacré aux ostéoclastes et aux mécanismes du 

remodelage osseux. 

 

11..22..22..22..22  OOssttééooccyytteess  

Comme mentionné précédemment, à la fin de la phase de formation osseuse, les 

ostéoblastes peuvent subir des destins différents. Ils peuvent être piégés dans la trame 

osseuse environnante pour devenir des ostéocytes : cellules osseuses les plus abondantes 

(95% des cellules de l’os mature). Ainsi, lorsque l’ostéoblaste mature et actif s’engage dans 

la voie ostéocytaire, il se retrouve emprisonné dans la matrice qu’il a générée et se 

différencie en ostéocyte. L’ostéoblaste passe ainsi au stade de pré-ostéocyte de type I, puis II 

et III pour enfin progresser en ostéocyte mature exprimant des marqueurs spécifiques tels 

SOST (sclérostine), Phex (phosphate-regulating neutral endopeptidase), MEPE/OF45 (Matrix 

Extracellular Phosphoglycoprotein/Osteocyte/osteoblast Factor 45), FGF23 (Fibroblast 

Growth Factor 23) et DMPI (Dentin Matrix Protein 1) (Figure 7) (Strom and Juppner 2008).  

Cette évolution est caractérisée par un changement de la forme des cellules, passant 

ainsi d'une morphologie polygonale à une cellule aplatie possédant des dendrites qui 

s'étendent dans la matrice osseuse. Les ostéocytes sont intégrés dans les lacunes osseuses, 

ils sont dispersés uniformément dans la matrice minéralisée et reliés les uns aux autres, aux 

cellules bordantes et à la moelle osseuse grâce à leurs prolongements dendritiques formant 

des canaux appelés canalicules. Ces structures permettent aux ostéocytes d’être liés 

métaboliquement et électriquement grâce à des jonctions gap, par lesquelles ils échangent 

des ions et autres petites molécules  (Bonewald 2007; Noble 2008; Dallas and Bonewald 

2010). 

 

 

Figure 7 : Différenciation d’un ostéoblaste en ostéocyte  

 
Les ostéocytes ont différentes fonctions, la principale consiste à percevoir les 

contraintes mécaniques et d’y répondre en traduisant ce stimulus en signaux biochimiques 
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affectant la résorption et/ou la formation de la matrice minéralisée par les autres cellules 

osseuses (propriété piézoélectrique) (Raab-Cullen, Thiede et al. 1994). Par ailleurs, ils sont 

capables de réguler l'homéostasie phosphatique. Via les voies DMP1 et FGF23, ils peuvent 

moduler la réabsorption rénale du phosphate (Strom and Juppner 2008). Les ostéocytes sont 

également reconnus pour être actifs dans la minéralisation. En exprimant DMP1 et MEPE, ils 

réguleraient, en effet, le dépôt d’hydroxyapatite et donc l'homéostasie minérale de l'espace 

péri-lacunaire (Teti and Zallone 2009).  

 

11..22..22..22..33  CCeelllluulleess  bboorrddaanntteess  

Une autre partie des ostéoblastes ayant accompli leur fonction d’ostéogénèse se 

transforme en cellules bordantes qui sont des cellules plates et allongées se trouvant à la 

surface de l’os à l’état quiescent. En fait, elles constituent une barrière entre l’os et la moelle 

osseuse. Elles sont en contact et peuvent communiquer avec les ostéocytes, les cellules 

stromales et les ostéoclastes. Elles constituent une réserve de cellules ostéoblastiques 

pouvant être mobilisées suite à l’action de facteurs locaux ou systémiques, notamment au 

cours du remodelage et de la réparation osseuse (Parfitt, Mundy et al. 1996). Ces cellules 

sont aussi impliquées dans la réponse directe aux contraintes mécaniques (Mullender and 

Huiskes 1997) et aux stimulations hormonales, par la PTH notamment (Dobnig and Turner 

1995). 

 

11..22..22..33  CCeelllluulleess  oossttééoo--rrééssoorrbbaanntteess  ::  lleess  oossttééooccllaasstteess  

Les ostéoclastes sont responsables de la résorption osseuse, aussi bien dans des 

conditions normales que pathologiques, telle que l'ostéoporose. Ils sont connus pour être 

très mobiles (amenés sur leur lieu d’action par la circulation sanguine), se déplaçant sur 

différents sites le long de la surface de l'os. Les précurseurs ostéoclastiques sont d’origine 

hématopoïétique, ils sont formés suite à la fusion de précurseurs mononucléaires de la 

lignée des monocytes/macrophages (CFU-M : Colony Forming Unit-Macrophage) (Figure 8) 

(Soltanoff, Yang et al. 2009).  

 

Les ostéoblastes et les cellules stromales produisent des cytokines, comme le M-CSF 

(Macrophage-Colony Stimulating Factor) et RANKL (Receptor Activated of Nuclear factor 

Kappa B Ligand), qui induisent et modulent la croissance et la différenciation des précurseurs 

en ostéoclastes matures. M-CSF se lie à son récepteur c-fms (colony stimulating factor 1 

receptor), présent sur les précurseurs macrophagiques d'ostéoclastes, fournissant des 

signaux de survie, de réorganisation cytoplasmique et de prolifération (Rachner, Khosla et al. 

2011).  
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Figure 8 : Origine et différenciation de la lignée ostéoclastique à partir des cellules souches 
hématopoïétiques 

 
La signalisation intracellulaire RANK (Receptor Activated of Nuclear factor Kappa B), 

majeure et indispensable pour la différenciation ostéoclastique, est induite par la liaison de 

RANKL associée au recrutement et à l'activation cytoplasmique des TRAFs (1, 2, 5, 6) (Tumor 

necrosis factor Receptor–Associated Factors). Son activation conduit à l'induction de 

multiples cascades de signalisation telles que celles des MAPs (Mitogen Activated Proteins), 

de NF-kB (Nuclear Factor Kappa B), de Src (Rous sarcoma oncogene), et d’Akt. Parmi les 

protéines TRAF, TRAF-6 est un adaptateur indispensable pour la signalisation associée à 

RANK, il est nécessaire pour l'activation de NF-kB et l’ostéoclastogénèse (Figure 9) (Soltanoff, 

Yang et al. 2009; Crockett, Rogers et al. 2011; Nakashima and Takayanagi 2011).  

Les récepteurs immunoglobuline-like (IgLR, OSCAR, PIR-A, TREM-2, et SIRP 1) 

interviennent dans la voie de signalisation ITAM (Integrin alpha-M), essentielle dans 

l’ostéoclastogénèse. Ils fonctionnent comme des co-stimulateurs de la voie RANK, et 

induisent l'activation de Syk (Spleen Tyrosibe Kinase), la phosphorylation de PLCγ 
Phospholipisa C gamma), activant ainsi la signalisation dépendante du calcium (Nakashima 

and Takayanagi 2011; Nakamura, Takahashi et al. 2012). Les tyrosines kinases Btk et Tec, 

activées par RANK, favorisent également la phosphorylation de PLCγ, reliant ainsi les deux 

cascades RANK et ITAM (Figure 9) (Nakashima and Takayanagi 2011; Nakamura, Takahashi et 

al. 2012).  

Toutes les étapes précédemment décrites vont aboutir à l’activation de NFATc1 

(Nuclear Factor of Activated T-cells, calcineurin-dependent-1), facteur de transcription clé 

pour le développement ostéoclastique, qui coopère avec d'autres facteurs de transcription 

tels que NF-κB, AP-1, PU.1, CREB et MITF pour induire différents gènes spécifiques des 
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ostéoclastes. Parmi ces gènes on peut noter TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase), 

cathepsine K, MMP9 (metalloprotéinase 9), ou intégrine β3, qui vont permettre la formation 

d’ostéoclastes fonctionnels matures : cellules multi-nucléées et polarisées capables de 

résorber la matrice osseuse (Boyle, Simonet et al. 2003; Soltanoff, Yang et al. 2009; Del 

Fattore, Teti et al. 2012).  

 

Figure 9 : Schéma simplifié des principales voies de signalisation impliquées dans la 
différenciation ostéoclastique 

 
Le processus de dégradation du tissu osseux se déroule en trois étapes: l'attachement 

des ostéoclastes et de la polarisation, l'initiation puis la cessation de la résorption (peut-être 

suivie par la mort cellulaire). Morphologiquement ils sont caractérisés par une bordure en 

brosse formée par des extensions « en doigts » de la membrane cytoplasmique en contact 

avec la matrice osseuse. L’attachement des ostéoclastes à la matrice est assuré par des 

jonctions adhérentes constituées d’intégrine β3 et d’ostéopontine (Roodman 1999; Del 

Fattore, Teti et al. 2012). L’ostéoclaste mature dégrade l’os via deux processus : (i) ils 

génèrent des protons H+ grâce à l’action de l’anhydrase carbonique. Ces derniers sont 

transportés vers la lacune de résorption grâce aux pompes à protons (H+-ATPase) ou au 

transporteur Na+/H+, situés au niveau de la bordure en brosse pour acidifier et dissoudre la 

phase minérale. (ii) Ils sécrètent des enzymes protéolytiques : cathepsine K et TRAP pour 
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digérer les composés organiques du tissu osseux (Figure 10) (Del Fattore, Teti et al. 2012; 

Nakamura, Takahashi et al. 2012). 

 

Figure 10 : Représentation des phases de résorption de la matrice extracellulaire conduisant 
à la formation des lacunes de résorption par les ostéoclastes. 

http://www.rndsystems.com/rnd_page_objectname_mr07_p2.aspx 

 

11..22..22..44  MMééccaanniissmmeess  ddee  rreemmooddeellaaggee  oosssseeuuxx  

Le remodelage osseux correspond à la destruction (ou résorption) par les ostéoclastes 

d’un tissu ancien, afin d’assurer son remplacement par de l’os nouveau généré par les 

ostéoblastes. Il se déroule au sein de structures bien définies qui sont les unités 

multicellulaires de base (BMU). Dans un squelette adulte, on dénombre en permanence plus 

d’une centaine de BMUs actives. Le remodelage osseux conduit au renouvellement de 10 % 

du squelette chaque année (contre 100% du tissu remanié chez les enfants chaque année). 

La Figure 11 représente l'unité de base multicellulaire (BMU) qui commande le 

processus de remodelage et qui est composée des ostéoclastes, ostéoblastes, ostéocytes et 

cellules bordantes. La BMU n’est pas directement accolée à la moelle osseuse mais 

recouverte d’une voute de cellules osseuses, dont les cellules bordantes (canopée). Ces 

cellules de la canopée sont connectées aux cellules bordantes sur la surface osseuse 

quiescente, liées à leur tour aux ostéocytes. Bien que l'existence de la BMU soit connue 

depuis longtemps, la relation entre la BMU et le système vasculaire a été découverte 

relativement récemment (Andersen, Sondergaard et al. 2009). Classiquement, la séquence 

de remodelage est décrite en quatre phases constituant un cycle partant d’un état osseux 

quiescent pour y revenir une fois le processus achevé (Sims and Gooi 2008; Khosla, 

Westendorf et al. 2010; Kular, Tickner et al. 2012).  



35 

Les phases d’activation et de résorption du remodelage reposent sur le recrutement, la 

différenciation et l’activation des pré-ostéoclastes, afin d’induire la dégradation de la 

matrice osseuse en un point précis du squelette. 

 

Figure 11 : Schéma de l’unité multicellulaire de base au sein du compartiment de remodelage 
osseux 

 
(i) Les ostéocytes seraient en partie responsable de l’initiation du processus de 

résorption osseuse, ils attirent les ostéoclastes et, avec les cellules bordantes adjacentes, 

forment le « toit » du BRC (Bone remodeling compartment). L’intégration subséquente d’un 

capillaire sanguin au sein de la canopée fournit la vascularisation nécessaire à la BMU. Ces 

vaisseaux, en pénétrant la canopée, n’auraient pas uniquement un rôle nutritif ou de 

véhicule de facteurs circulants (cytokines, hormones), ils fourniraient les cellules souches 

nécessaires à la formation de la BMU. Les cellules souches hématopoïétiques seraient ainsi 

amenées par la circulation et les cellules souches mésenchymateuse seraient situées dans le 

microenvironnement péri-vasculaire (Khosla, Westendorf et al. 2010; Lafage-Proust, Prisby 

et al. 2010). Les ostéocytes sont sensibles aux contraintes mécaniques, micro-fractures, et 

changements hormonaux, et déclencheraient le cycle de remodelage osseux. Ainsi, en 

réponse à ces dernières, ils entrent en apoptose (Verborgt, Gibson et al. 2000). D’un point 

de vue mécanistique, les ostéocytes envoient, via leurs prolongements cytoplasmiques, un 

ou plusieurs signaux aux cellules à la surface de l’os pour inhiber la différenciation 

ostéoclastique (notamment TGF-β). Ainsi, leur apoptose induirait localement la perte de ce 
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signal ce qui permettrait la différenciation des ostéoclastes. (Bonewald 2007). La mort ou 

l’altération des ostéocytes est donc capable d’induire la différenciation des ostéoclastes 

(Kurata, Heino et al. 2006) et la résorption osseuse (Gu, Mulari et al. 2005; Tatsumi, Ishii et 

al. 2007). Ce mécanisme apparaît essentiel pour le recrutement des ostéoclastes au niveau 

de la matrice osseuse endommagée. De plus, il a été montré que les ostéoclastes résorbent 

préférentiellement de l’os « âgé » contenant moins d’ostéocytes viables (Henriksen, Leeming 

et al. 2007). Les cellules bordantes et les pré-ostéoblastes sécrètent la cytokine RANKL, 

contrôlant la formation des ostéoclastes. 

(ii) Cette première étape s’achève par la résorption de l’os et la formation d’une 

lacune. La résorption provoque une libération des éléments qui la constitue et à 

l’augmentation de la concentration locale en calcium, susceptible de déclencher le 

détachement des ostéoclastes de la matrice (Everts, Delaisse et al. 2002).  

(iii) Une fois la résorption osseuse achevée, la phase de réversion ou inversion débute. 

Chez l’adulte en bonne santé, la formation osseuse se déroule à 97 % des cas au sein d’une 

lacune de résorption (lacune de Howship) (Takahashi, Epker et al. 1964). De même, de 

nombreuses études in-vitro ont montré que les ostéoblastes forment de l’os 

préférentiellement dans les puits de résorption (Jones, Gray et al. 1994; Schwartz, Lohmann 

et al. 2000; Mulari, Qu et al. 2004). Les ostéoclastes se détachent donc de la matrice et la 

phase organique néo-dégradée favoriserait le recrutement et la différenciation des pré-

ostéoblastes au niveau de la lacune de résorption. Ce phénomène de couplage du 

remodelage osseux implique des acteurs de régulation locaux produits, soit par les 

ostéoclastes, soit par la résorption osseuse. 

(iv) L’étape de formation débute lorsque les ostéoblastes matures vont synthétiser de 

la matrice minéralisée et ainsi combler la lacune de résorption. Une fois celle-ci synthétisée, 

les ostéoblastes vont soit subir l’apoptose, soit être piégés au sein de la matrice et se 

différencier en ostéocytes ou constituer la couche de cellules bordantes recouvrant l’os à 

l’état quiescent (Sims and Gooi 2008; Khosla, Westendorf et al. 2010; Kular, Tickner et al. 

2012; Matsuo and Otaki 2012).  

L’équilibre entre le dépôt et la résorption osseuse est crucial pour le bon entretien de 

la masse osseuse. La perte du couplage qui existe entre les cellules de la BMU est 

généralement à l’origine des pathologies osseuses telle que l'ostéoporose. 

 

11..22..22..55  CCrroossss--ttaallkk  oossttééoobbllaasstteess--oossttééooccllaasstteess  

Les ostéoblastes et les ostéoclastes communiquent entre eux, afin de garantir 

l’homéostasie osseuse reposant sur un couplage parfait entre les activités de ces deux types 

cellulaires. Les ostéoblastes sont effectivement capables de réguler la différenciation et les 

fonctions des ostéoclastes en sécrétant de multiples facteurs, principalement grâce à leur 
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sécrétion des cytokines RANKL et OPG (ostéoprotégérine). Inversement, il a été découvert 

plus récemment que les ostéoclastes sont également aptes à influencer le comportement 

ostéoblastique (Sims and Gooi 2008; Kular, Tickner et al. 2012; Matsuo and Otaki 2012). 

 

11..22..22..55..11  RRéégguullaattiioonn  ddeess  oossttééooccllaasstteess  ppaarr  lleess  oossttééoobbllaasstteess    

Cette régulation débute par l’expression ostéoblastique du M-CSF. Cette molécule de 

surface se fixe à son récepteur c-fms situé sur les précurseurs ostéoclastiques, induisant ainsi 

leur prolifération et leur différenciation (Figure 12) (Sims and Gooi 2008; Matsuo and Otaki 

2012).  

Le complexe RANK/RANKL joue également un rôle crucial dans la différenciation 

ostéoclastique. Comme décrit précédemment, la liaison de RANKL à son récepteur RANK 

induit l’activation de facteurs de transcription spécifiques permettant l’expression des gènes 

nécessaires à la fusion des précurseurs, ainsi qu’à l’activité et à la survie de l’ostéoclaste 

mature (Theoleyre, Wittrant et al. 2004; Silva and Branco 2011). Toutefois, dans le même 

temps, les ostéoblastes sécrètent l’OPG. Cette molécule de la famille des TNF, qui inhibe le 

développement des ostéoclastes et donc la résorption osseuse, est sécrétée sous la forme 

d’une protéine soluble capable de lier RANKL et ainsi d’empêcher son action. La sécrétion 

d’OPG est initiée et augmente avec le degré de différenciation des ostéoclastes, afin de 

limiter la résorption, selon un phénomène de type rétro-contrôle négatif (Figure 12) 

(Theoleyre, Wittrant et al. 2004; Sims and Gooi 2008; Silva and Branco 2011). La dégradation 

du tissu osseux dépend donc du ratio OPG/RANKL.  

Les ostéoblastes sécrètent également plusieurs cytokines qui stimulent la formation 

des ostéoclastes, comme l'IL-1β, l’IL-6, le TNF-α et le PTHrP (PTH Related Peptide) (Sims and 

Gooi 2008; Matsuo and Otaki 2012). 

 

Figure 12 : Schéma représentatif des facteurs sécrétés par les ostéoblastes régulant la 
différenciation ostéoclastique  
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11..22..22..55..22  RRéégguullaattiioonn  ddeess  oossttééoobbllaasstteess  ppaarr  lleess  oossttééooccllaasstteess    

Pendant le processus physiologique du remodelage, il est important que la résorption 

soit suivie par la phase de formation pour maintenir la masse osseuse. En fait, au cours du 

processus de dégradation du tissu, des facteurs de croissance dont le TGF-β, l’IGF-1 et les 

BMP sont libérés de la matrice et même produits par les ostéoclastes pour stimuler le 

recrutement, la différenciation et l’activité des ostéoblastes (Figure 13)  (Matsuo and Irie 

2008; Crockett, Rogers et al. 2011; Kular, Tickner et al. 2012). En outre, plusieurs études ont 

démontré que les ostéoclastes sont aussi capables de stimuler l'activité des ostéoblastes, 

indépendamment des molécules matricielles libérées lors de la résorption osseuse. Certains 

facteurs comme la cardiotrophine-1, la S1P (sphingosine 1 phosphate), ou la TRAP, sont 

sécrétés par ces cellules, afin de réguler la différenciation des ostéoblastes. La S1P aurait un 

double rôle, elle jouerait un rétrocontrôle négatif sur les ostéoclastes en réponse au RANKL 

et stimulerait la migration et la survie des ostéoblastes (Matsuo and Irie 2008; Del Fattore, 

Teti et al. 2012). Une des enzymes catalysant l’hydrolyse de la matrice osseuse par les 

ostéoclastes : la TRAP, stimulerait également l’activité ostéoblastique et la formation 

osseuse via des mécanismes encore mal définis (Figure 13) (Angel, Walsh et al. 2000; Del 

Fattore, Fornari et al. 2008; Matsuo and Irie 2008).  

 

 

Figure 13 : Schéma représentatif des facteurs issus de la résorption de la matrice ou sécrétés 
par les ostéoclastes et et impliqué dans la régulation de la différenciation ostéoblastique 

 
 

11..22..22..55..33  SSiiggnnaalliissaattiioonn  bbiiddiirreeccttiioonnnneellllee  ddeess  éépphhrriinneess  eett  ddee  lleeuurrss  rréécceepptteeuurrss    

Les interactions cellules-cellules sont fondamentales pour la construction du squelette 

et le maintien du capital osseux. Ces processus s’effectuent grâce aux récepteurs Eph et à 
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leurs ligands les éphrines. Des approches in vitro, des études sur modèles animaux, ainsi que 

des investigations cliniques ont effectivement révélé l’existence et permis de comprendre les 

fonctions des éphrines au niveau du système squelettique (Matsuo and Irie 2008; Sims and 

Gooi 2008; Matsuo and Otaki 2012; Tamma and Zallone 2012).  

Ainsi, la migration, l’attachement et la différenciation des cellules mésenchymateuses 

seraient régulés par les éphrines B et leurs récepteurs EphB. En effet, lors du remodelage 

osseux, l’éphrine B2 agirait comme un « stimulateur du couplage » entre les deux types 

cellulaires. La signalisation bidirectionnelle entre l’EphB2 ostéoclastique et l’EphB4 

ostéoblastique supprimerait la résorption (inhibition de la transcription de Fos et Nfatc1) et 

augmenterait la formation (via la répression de l’activité RhoA, inhibiteur ostéoblastique), 

facilitant la transition entre ces deux étapes du remodelage. L'hormone parathyroïdienne 

(PTH) induit la synthèse ostéoblastique d’EphB2 et donc l’accrétion osseuse (Figure 14) 

(Matsuo and Irie 2008; Crockett, Rogers et al. 2011; Del Fattore, Teti et al. 2012; Matsuo and 

Otaki 2012; Tamma and Zallone 2012). A l’inverse, l’EphA2 agirait comme un « inhibiteur du 

couplage ». Elle stimulerait la signalisation ostéoclastique, en améliorant l’ostéoclastogenèse 

(activation de la PLCγ) et 2 inhiberait la différenciation ostéoblastique et supprimerait la 

donc la formation de la trame osseuse et la minéralisation (stimulation de l’activité RhoA)  

(Matsuo and Irie 2008; Matsuo and Otaki 2012; Tamma and Zallone 2012). Ainsi, les 

éphrines et leurs récepteurs Ephs seraient susceptibles d’intervenir dans l’installation des 

pathologies osseuses telles que l’ostéoporose (Figure 14). 

 

 

Figure 14 : Interactions ostéoblaste-ostéoclaste via les éphrines et leurs récepteurs Ephs  

 
 

11..22..33  LLEESS  FFAACCTTEEUURRSS  SSYYSSTTEEMMIIQQUUEESS  EETT  LLEE  DDEEVVEELLOOPPPPEEMMEENNTT  DDEE  LL’’OOSSTTEEOOPPOORROOSSEE  

Comme décrit précédemment, le maintien du capital osseux dépend de la balance entre 

les activités cellulaires intervenant dans le remodelage osseux, toute perturbation de cet 

équilibre conduisant à l’apparition de pathologiques, dont l’ostéoporose.  
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Outre les stress mécaniques détectés par les ostéocytes impliqués dans l’initiation du 

processus de remodelage osseux, de nombreux facteurs systémiques interviennent dans le 

contrôle du tissu osseux, du fait de ses fonctions essentielles pour l’organisme. Parmi ceux-ci 

on note les principales hormones, le statut minéral, ainsi que les statuts oxydant et 

inflammatoire systémiques.  

 

11..22..33..11  CCaarreennccee  œœssttrrooggéénniiqquuee    

La diminution de l’imprégnation oestrogénique à la ménopause, du fait de l’arrêt du 

fonctionnement des ovaires, est le principal facteur étiologique de l’ostéoporose (Riggs, 

Khosla et al. 2002). De fait, entre 30 et 80 ans, les femmes perdraient en moyenne 45% de 

leur capital initial, alors que cette perte osseuse n'est que de 15-20% chez les hommes, chez 

qui l’andropause est un phénomène qui s’installe plus progressivement et qui impacte donc 

de façon moins drastique le squelette. 

En fait, les œstrogènes peuvent moduler directement l’activité des cellules osseuses, 

sur lesquelles les récepteurs spécifiques (ER) ont été identifiés (Arts, Kuiper et al. 1997; 

Hoyland, Mee et al. 1997; Braidman, Hainey et al. 2001). Tout hypogonadisme est corrélé à 

une augmentation de la résorption osseuse : la carence hormonale augmente 

essentiellement le recrutement, la prolifération et l’activité des ostéoclastes. De plus, dans la 

mesure où les œstrogènes sont également susceptibles d’induire la formation, la 

différenciation, la prolifération et l’activation des ostéoblastes, ceci explique que les 

concentrations plasmatiques résiduelles stéroïdiennes soient corrélées à une masse osseuse 

faible et au risque de fracture chez la femme ménopausée (Cummings, Browner et al. 1998; 

Ettinger, Pressman et al. 1998; Downey and Siegel 2006).  

Les mécanismes pouvant expliquer ce rôle ostéo-protecteur des œstrogènes sont 

nombreux (Figure 15) : (i) Ils stimulent la production hépatique du facteur ostéogénique IGF-

1 (Imai, Kondoh et al. 2010). (ii) Ils limitent la production de cytokines pro-inflammatoires 

pro-ostéoclastiques par certaines cellules immunitaires (Pfeilschifter, Koditz et al. 2002). (iii) 

Ils réduisent le stress oxydant, connu pour favoriser l’ostéoclastogénèse (Wauquier, Leotoing 

et al. 2009). (iv) Ils exercent un rétrocontrôle négatif sur la production de la FSH (Follicle 

Stimulating Hormone), hormone pituitaire qui est donc un régulateur négatif du remodelage 

osseux, via la synthèse ovarienne d’œstrogènes. (Agrawal, Zhu et al. 2010). (v) Ils agissent 

également directement au niveau des cellules osseuses : inhibition de l’activité et induction 

de l’apoptose des ostéoclastes (Imai, Youn et al. 2009) alors qu’au niveau de l’ostéoblaste, la 

production d’IGF-1, de TGF-β et d’OPG est augmentée (de Vernejoul 1996). 
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Figure 15 : Rôles ostéo-protecteurs des œstrogènes  

 
 

11..22..33..22  HHoommééoossttaassiiee  CCaallcciiqquuee  

Chez le sujet âgé, notamment chez les patients ostéoporotiques, la carence en calcium 

est fréquente. En effet, le vieillissement est associé à une diminution de l’absorption 

digestive de calcium, alors que la quantité même de minéral ingérée est réduite. Chez 

l’adulte, l’apport nutritionnel conseillé en calcium par l’ANSES (Agence nationale de sécurité 

sanitaire de l'alimentation, de l'environnement et du travail) est de 900mg/j et de 1200mg/j. 

chez la femme après 55 ans et chez l’homme de plus de 65 ans. Le calcium est le minéral le 

plus abondant du corps humain, soit environ 1 à 1,2 kg chez l'adulte, dont 99% sont stockés 

dans les tissus calcifiés (et contribuent donc à la solidité des os et des dents). Ainsi, toute 

déficience en ce minéral génère des modifications du métabolisme osseux, à l’origine des 

processus de décalcification chez la personne âgée (ANSES 2012).  

L’homéostasie calcique est étroitement liée à celle du phosphate. De fait, les ions Ca2+ 

et PO43- et leur concentration, jouent un rôle crucial dans la régulation de la minéralisation, 

puisque ce sont les principaux constituants non organiques du squelette. L’homéostasie 

phosphocalcique est donc essentielle (Harmey, Hessle et al. 2004). Elle est contrôlée très 

finement par les hormones calciotropes : la PTH (hormone parathyroidienne), la 1,25-

dihydroxy-vitamine D et la calcitonine, qui régulent les flux calciques au niveau intestinal, 

osseux et rénal. Ces minéraux sont absorbés dans l'intestin, excrétés ou réabsorbés par les 
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reins, stockés au niveau squelettique, puis libérés en cas de besoin de l’organisme via le 

processus de résorption (Figure 16) (Tamamura and Yamaguchi 2012). 

 

 

Figure 16 : Régulation des niveaux de calcium circulants et tissulaires 

 
 

11..22..33..22..11  LL’’hhoorrmmoonnee  ppaarraatthhyyrrooïïddiieennnnee  ((PPTTHH))    

Cette hormone est sécrétée par la glande parathyroïde et est impliquée dans 

l'homéostasie du calcium via une induction de la libération du minéral par les os et sa 

réabsorption par les reins (Buckwalter, Glimcher et al. 1996). La sécrétion de cette hormone 

est activée par la diminution de la calcémie via un senseur calcique transmembranaire 

présent sur les cellules parathyroïdiennes. La PTH sécrétée est rapidement dégradée au 

niveau du foie, avant d’être éliminée par les reins. Au niveau rénal, l’hormone permet la 

réabsorption du calcium filtré et induit la production du métabolite actif de la vitamine D 

(Potts 2005). Ses effets biologiques sont médiés par le PTHR1 (type 1 PTH receptor) et les 

GPCRs (G-protein-coupled receptors) qui lient la PTH et le PTHrP (PTH-related peptide) avec 

une affinité similaire (Juppner, Abou-Samra et al. 1991). La réponse « osseuse » à la PTH 

dépend des interactions ostéoblastes/ostéoclastes, car seuls les ostéoblastes expriment le 

PTHR1. Elle induit effectivement la sécrétion ostéoblastique de RANKL, stimulant ainsi la 

prolifération et la différenciation ostéoclastique (Buckwalter, Glimcher et al. 1996; Kovacs, 
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Chafe et al. 2001). Cependant la PTH est plutôt connue pour ses effets ostéo-anaboliques, 

liés au caractère pulsatile de la synthèse de cette hormone (réduction de la résorption 

ostéoclastique associée à l’hypercalcémie)  (Vilardaga, Romero et al. 2011). Toutefois, les 

mécanismes précis restent peu compris, bien qu’il soit fort probable qu’une conversion des 

cellules bordantes en ostéoblastes associée à une diminution de l’apoptose de ces derniers 

soit impliquée (Figure 16) (Whitfield, Morley et al. 2002; Whitfield, Morley et al. 2002).   

 

11..22..33..22..22  LLaa  11,,2255--ddiihhyyddrrooxxyy--vviittaammiinnee  DD  

Au niveau de l’organisme, la vitamine D peut provenir de deux sources : elle est soit 

formée par l’action des UVs sur le 7-déhydrocholestérol de la peau, soit apportée par 

l’alimentation. La molécule subit une première hydroxylation par la vitamine D-25 

hydroxylase (CYP2R1) dans le foie pour aboutir à la 25-hydroxy-vitamine D : 25(OH)-D, puis 

une seconde dans le rein par la vitamine D- 25-hydroxylase-1α-hydroxylase (CYP27B1) pour 

former le métabolite actif, la 1,25(OH)2-D, l’enzyme rénale, la CYP27B1, pouvant être activée 

par la PTH (Omdahl, Morris et al. 2002; Anderson, Turner et al. 2012), ou inhibée par 

rétrocontrôle en cas d’augmentation des taux de 1,25(OH)2-D (Omdahl, Morris et al. 2002).  

La principale action biologique de la 1,25(OH)2-D concerne le maintien de 

l’homéostasie minérale et donc le métabolisme osseux. Plus précisément, elle stimule 

l’absorption intestinale du calcium et du phosphate et inhibe ainsi la production et la 

sécrétion de PTH (Yoshida and Stern 2012). Au niveau osseux, le récepteur à la 1,25(OH)2-D : 

le VDR, est exprimé à la surface de toutes les cellules. Au niveau ostéoblastique, la liaison de 

la molécule à son récepteur induit l'expression de gènes impliqués dans la prolifération, la 

maturation, l’activité de ces cellules, ce qui favorise donc le processus de minéralisation. Il 

faut noter que des taux sériques élevés de 1,25(OH)2-D conduisent à un effet inverse, à 

savoir une augmentation de la résorption osseuse, via la production de RANKL par les 

ostéoblastes (Figure 16) (Downey and Siegel 2006; Anderson, Turner et al. 2012; Yoshida and 

Stern 2012). Les données actuelles suggèrent que les plus hautes concentrations sériques de 

25 (OH)-D sont bénéfiques pour la santé. De solides preuves scientifiques démontrent en 

effet qu’un taux sérique adéquat en 25(OH)-D prévient des chutes et des fractures. De fait, 

pour la prévention des chutes, pour l’optimisation de la densité osseuse et donc la 

prévention des fractures, l’effet optimal est observé avec des niveaux plasmatiques de 

25(OH)-D compris entre 75 nmol/L et 100 nmol/L. Ce seuil peut être atteint chez 50% des 

adultes avec un apport de 800 à 1000 UI de vitamine D par jour (Bischoff-Ferrari, Stahelin et 

al. 2011; Turner, Anderson et al. 2012).  
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11..22..33..22..33  LLaa  ccaallcciittoonniinnee  

La calcitonine est un polypeptide (32 acides aminés) synthétisé par les cellules C de la 

glande thyroïde capable d’inhiber directement les ostéoclastes, ce qui se traduit par une 

diminution des niveaux de calcium sérique. De fait, dans les 30 minutes suivant 

l'administration de doses thérapeutiques de calcitonine, une inhibition complète de la 

résorption osseuse est observée. La liaison de l’hormone à son récepteur, exprimé sur les 

ostéoclastes, est accompagnée d’une modification anatomique de ces cellules (disparition 

de leur bordure en brosse, responsable d’une altération de leur activité catabolique) et 

d’une induction de leur apoptose (Buckwalter, Glimcher et al. 1996; Naot and Cornish 2008).  

 

11..22..33..33  IInnffllaammmmaattiioonn  

De multiples et complexes mécanismes étroitement liés contribuent à l’installation de 

l'inflammation comme l’établissement d’un stress oxydant, un dérèglement du système 

immunitaire (immunosénescence) et d'autres processus tels que l’endocrino-sénescence 

(diminution des hormones sexuelles chez les personnes âgées) (Jenny 2012). Ainsi, la 

carence œstrogénique consécutive à la ménopause est associée au développement d’une 

inflammation à bas bruit caractérisée par une augmentation systémique de la production 

d’un grand nombre de molécules pro-inflammatoires telles qu'IL-1 ou -6, TNF-α, les 

prostaglandines ou le GM-CSF (Probst-Hensch 2010) , état d’ailleurs commun à toutes les 

maladies chroniques associées au vieillissement (Kular, Tickner et al. 2012). En fait, toute 

inflammation est susceptible de déséquilibrer le remodelage osseux, en faveur de la 

résorption et est donc associée à des phénomènes d’ostéopénie (Lacativa and Farias 2010). 

Les modes d’actions et processus impliqués dans la régulation du tissu osseux par 

l’inflammation a fait l’objet de l’écriture d’un chapitre d’une revue de la littérature « Fatty 

acids and bone relationships : I love you… Neither do I » 4.1 - Inflammation controls bone 

health (dont je suis co-auteur, voir page 20 de l’article situé en annexe 1).  

 

11..22..33..44  SSttrreessss  ooxxyyddaanntt    

D’un point de vue mécanistique, l’établissement d’un stress oxydant est multi-

factoriel. Il résulte, en effet, de l’équilibre de la balance des systèmes pro/anti-oxydants de 

l’organisme. Au cours de la dernière décennie, la littérature a établi une association de plus 

en plus avérée entre le stress oxydant, le vieillissement et la physiopathologie de très 

nombreux organes. Les espèces réactives de l'oxygène ont ainsi été largement impliquées 

dans les complications associées au vieillissement (Krause 2007) qui incluent les cancers, les 

maladies cardio-vasculaires, le diabète, les troubles neurologiques (Valko, Leibfritz et al. 

2007) et l’ostéoporose (Banfi, Iorio et al. 2008).  
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Le statut redox de l’organisme est également un paramètre fondamental pour le 

capital osseux. En effet, une augmentation du stress oxydant est associée à de nombreuses 

situations de perte osseuse et l’augmentation de la production d’espèces oxygénées 

réactives est connue à la fois pour activer la différenciation des ostéoclastes et inhiber celle 

des ostéoblastes (Wauquier, Leotoing et al. 2009). Les modes d’actions et processus 

impliqués dans la régulation du tissu osseux par le stress oxydant a également fait l’objet de 

l’écriture d’un chapitre de la revue de la littérature « Fatty acids and bone relationships : I 

love you… Neither do I » 5.1 – Oxidative stress and bone (voir page 28 de l’article situé en 

annexe 1, dont je suis co-auteur). 

 

11..22..33..55  AAuuttrreess  ffaacctteeuurrss  ddee  rriissqquuee  

D’autres facteurs sont reconnus comme favorisant l’ostéoporose : la sédentarité, toute 

déviation alimentaire, tant sur le plan quantitatif que qualitatif, ou encore les 

consommations à risques comme le tabac et l’alcool (Lafage-Proust 2004).  

Il existe de nombreux autres acteurs systémiques capables de moduler l’évolution de 

la masse osseuse. Ainsi, l’usage à long terme de glucocorticoïdes (ou toute augmentation 

endogène) est délétère pour la masse osseuse (Hong, Chen et al. 2008), alors que l’hormone 

de croissance entraîne une accélération des cycles de remodelage en favorisant à la fois la 

formation et la résorption osseuse, mais avec une résultante anabolique pour le squelette 

(Salles 2006). Le tissu osseux est également sous le contrôle des hormones du tube digestif, 

des hormones pancréatiques et d’adipokines. (Article en annexe 1: « Fatty acids and bone 

relationships : I love you… Neither do I » 3 - Organs interactions (page 6 de l’article en 

annexe1, dont je suis co-auteur)) 

 

 

11..33  LL’’OOSSTTEEOOPPOORROOSSEE  ::  UUNN  PPRROOBBLLEEMMEE  MMAAJJEEUURR  DDEE  SSAANNTTEE  PPUUBBLLIIQQUUEE    

 

Parmi les manifestations de la sénescence, l’atteinte de l’appareil locomoteur est 

particulièrement invalidante et accélère considérablement l’entrée en dépendance. Ainsi, 

l’ostéoporose est classée comme un problème majeur de santé par les autorités de santé 

publiques, qui se traduit par un risque augmenté de fractures. Les fractures ostéoporotiques 

sont souvent associées à une surmortalité et génèrent une charge financière importante 

pour la société (Report 1999) (Cotte, Cortet et al. 2008).  
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11..33..11  PPRREEVVAALLEENNCCEE    

Il est clairement établi que l’ostéoporose et les fractures ostéoporotiques sont 

relativement rares avant l'âge de 50 ans. Cependant, l'incidence des fractures dans les 

années suivantes augmente progressivement avec l'âge. Cliniquement, l’ostéoporose, 

souvent longtemps asymptomatique est, en principe, reconnue et diagnostiquée par la 

survenue d’une fracture, les plus fréquentes affectant les vertèbres, l’extrémité distale de 

l’avant-bras et le col fémoral (Report 1998).  

En 2010, il était estimé que 6% des hommes et 21% des femmes âgés de 50 à 84 ans 

souffraient d’ostéoporose, au sein des 5 pays européens les plus importants, ce qui 

représente 2,266 millions de femmes et 613 000 hommes à l’échelon national (12,117 

millions de femmes et 3,331 d’hommes au niveau européen). Pour cette même année, le 

nombre de nouvelles fractures diagnostiquées a été estimé à 2,35 millions en Europe, dont 

67% étaient attribuées à des femmes. La majorité des fractures subies concernaient le col 

fémoral, la hanche, l'avant-bras et les vertèbres (Strom, Borgstrom et al. 2011). Il est admis 

que l’incidence des fractures ostéoporotiques croît rapidement avec l’âge, avec une 

augmentation exponentielle des atteintes de la hanche. De fait, le nombre de « premières 

fractures » ostéoporotique chez les patients de plus de 50 ans, en Europe, pour l’année 

2010, a été estimé comme suit : hanche (55 658), vertèbre (36 691), avant-bras (47 647), 

autres sites (118 903), pour un total de 258 899 (Strom, Borgstrom et al. 2011).  

 

11..33..22  IIMMPPAACCTT  EECCOONNOOMMIIQQUUEE  AASSSSOOCCIIEE  AA  LLAA  PPAATTHHOOLLOOGGIIEE    

Le coût total de l'ostéoporose, incluant la prévention pharmacologique, a été estimé à 

30,7 milliards € en Europe en 2010 (ce qui correspond à environ 3,5% du total des dépenses 

en soins de santé). Le fardeau économique attribué aux fractures ostéoporotiques en Europe 

excède donc ceux induits par la migraine, les accidents vasculaires cérébraux, la sclérose en 

plaques et la maladie de Parkinson, et est similaire à la charge de la polyarthrite rhumatoïde 

(Figure 17. (Strom, Borgstrom et al. 2011).  

 

 

Figure 17 : Coût associés aux principales pathologies au sein des 5 pays les plus importants 
d’Europe pour l’année 2004 
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La majorité de la charge totale des coûts est attribuable aux fractures, alors que la 

gestion pharmacologique préventive et curative représente seulement 4,7% du total des 

dépenses. Il est intéressant de noter que 70% de ces coûts sont imputables aux soins 

dispensés aux personnes âgées de plus de 74 ans. En ce qui concerne la part des dépenses 

attribuée aux différents types de fractures, il a été estimé que 54% sont dues aux fractures 

de la hanche, 5% aux vertébrales, 1% à celles du poignet, et 40% aux « autres » fractures. 

(Strom, Borgstrom et al. 2011) 

 

11..33..33  LL’’IIMMPPAACCTT  DDEE  LL’’OOSSTTEEOOPPOORROOSSEE  SSUURR  LL’’EESSPPEERRAANNCCEE  DDEE  VVIIEE  

Aux fortes dépenses de santé générées par l’ostéoporose s’ajoutent la problématique 

de la perte d’autonomie des patients et de la surmortalité en résultant. En effet, la survenue 

d’une fracture ostéoporotique chez la personne âgée engendre la plupart du temps une 

diminution des capacités physiques permanentes, l’entrée en dépendance, notamment en 

structures de soins spécialisées, et surtout, un risque accru de mortalité (Center, Nguyen et 

al. 1999; Leboime, Confavreux et al. 2010).  

L’ensemble des études sur le sujet est en accord et montre que la mortalité suite à une 

fracture augmente avec l’âge, quel que soit le site concerné. Il est aussi admis que la 

survenue d’une fracture ostéoporotique est associée à un risque de mortalité augmenté 

pendant la première année suivant celle-ci et que 30% de la surmortalité sont causés par la 

fracture elle-même (Strom, Borgstrom et al. 2011). Dans la première année suivant une 

fracture de la hanche, le risque relatif de mortalité chez les femmes varie de 2 à plus de 10 

en fonction de l'âge. Les études ont également montré que le risque de mortalité est plus 

élevé dans la période immédiate suivant la fracture et qu’il diminue ensuite avec le temps, 

tout en restant supérieur à celui de la population générale. En combinant le nombre de 

nouvelles fractures à la surmortalité associée, il a été estimé en Europe que quelques 34 000 

décès par an sont dus aux fractures ostéoporotiques. Environ 49% de ces décès sont causés 

par les fractures de la hanche, 26% par les vertébrales et 25% par les "autres" fractures chez 

la femme (respectivement 46%, 34% et 19% pour les hommes). Même si les deux tiers 

environ de l'ensemble des fractures surviennent chez les femmes, il est estimé que 

seulement la moitié des décès qui leur sont imputables surviennent chez celles-ci. Ceci 

s’explique par le fait que la mortalité de la population générale, ainsi que le risque relatif de 

mortalité suite à une fracture, sont plus élevés chez les hommes que chez les femmes 

(Strom, Borgstrom et al. 2011). 

 

Le fardeau sanitaire et économique de l’ostéoporose va probablement augmenter 

dans l’avenir. En effet, il est important de souligner que le nombre de personnes âgées 

risque d’augmenter de façon marquée ces prochaines années consécutivement à 
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l'amélioration de l'espérance de vie, ce qui signifie que le nombre d’épisodes fracturaires va 

continuer de croitre à mesure que la population vieillit. En Europe, il est prévu que la 

population des plus de 65 ans passera de 58 millions en 1995 à 108 millions en 2040. La 

population des plus de 80 ans, chez lesquels l’incidence des fractures ostéoporotiques est la 

plus élevée, passera de 13,4 millions en 1995 à 43,8 millions en 2050. Ainsi, on s’attend à 

une augmentation du nombre de fractures de hanche survenant chaque année de 135 % 

pendant cette période et de 57 % pour les fractures vertébrales. Ces projections 

conduiraient à un accroissement des dépenses de 2,46 millions d'euros en 2010 à 3,17 en 

2025 (soit une augmentation totale de 28,9%). D’après des études prospectives, la charge 

totale monétaire dans l’Europe des 5 devrait passer de 30,7 milliards € en 2010 à 38,5 

milliards en 2025 (Strom, Borgstrom et al. 2011). 

 

11..33..44  PPRRIISSEE  EENN  CCHHAARRGGEE    

Les professionnels de santé sont confrontés à de tels enjeux socio-économiques et afin 

d’y palier il existe à l’heure actuelle un certain nombre de traitements anti-ostéoporotiques 

prescrits soit de manière préventive lors de la survenue de la ménopause chez la femme, soit 

dans le cadre de stratégies curatives à la suite du diagnostic de la pathologie. Les agents 

pharmacologiques actuellement disponibles dans le traitement de l’ostéoporose peuvent être 

classifiés en deux catégories : les anti-résorptifs qui agissent en inhibant la résorption osseuse 

par les ostéoclastes et les ostéo-anaboliques qui activent l’activité ostéoblastique. Ils 

diminuent le risque de fracture vertébrale d’environ 40 % à 70 % (en fonction des 

médicaments et de la gravité de l’ostéoporose) et le risque de fracture périphérique de 30 à 

40 %. Cependant, de par le couplage existant entre formation et résorption, le remodelage 

osseux est globalement freiné au cours d’un traitement par les anti-résorptifs et accéléré au 

cours d’un traitement avec les ostéo-anaboliques (Luhmann, Germershaus et al. 2012).  

 

11..33..44..11  LLeess  aannttii--rrééssoorrppttiiffss  

11..33..44..11..11  LLee  ttrraaiitteemmeenntt  hhoorrmmoonnaall  ddee  llaa  mméénnooppaauussee    

La perte osseuse post-ménopausique est essentiellement causée par le déficit en 

œstrogènes. Le traitement hormonal substitutif évite cette ostéopénie et réduit le risque de 

fractures vertébrales et périphériques. 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 car il augmenterait de manière modérée le risque de cancer du sein 

et les accidents cardiovasculaires (Cauley, Robbins et al. 2003). Néanmoins, si sa prescription 

est justifiée pour traiter des troubles climatériques invalidants, il s’agit d’un traitement 

préventif et sa prescription est habituellement limitée dans le temps : 5 ans post-ménopause 

(Luhmann, Germershaus et al. 2012).  
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11..33..44..11..22  LLeess  mmoodduullaatteeuurrss  sséélleeccttiiffss  dduu  rréécceepptteeuurr  ddeess  œœssttrrooggèènneess  ((SSEERRMM))  

Parmi les SERMs, le Raloxifène est le produit anti-ostéoporotique le plus 

commercialisé. Ces molécules sont particulièrement utilisées pour le traitement de 

l'ostéoporose peu sévère en raison de leur action modérée sur le remodelage osseux et sur 

l’incidence des fractures vertébrales, bien qu’aucune efficacité n’ait été démontrée sur les 

fractures périphériques (Ettinger, Black et al. 1999). Tout comme pour les œstrogènes, la 

prise de Raloxifène est associée à une augmentation du risque de maladies 

thromboemboliques mais pas de pathologies cardiaques ni de cancer du sein (Barrett-

Connor, Mosca et al. 2006).  

 

11..33..44..11..33  LLeess  bbiisspphhoosspphhoonnaatteess    

Les bisphosphonates dominent le marché des médicaments anti-ostéoporotiques, en 

dépit du fait que certains de ces composés sont associés à des schémas posologiques 

complexes, à une faible biodisponibilité et à des effets secondaires gastriques pouvant être 

évités en utilisant des molécules injectables (Luhmann, Germershaus et al. 2012). Ce sont 

des anti-résorptifs puissants qui possèdent une grande spécificité pour les cristaux 

d’hydroxyapatite de la matrice osseuse. Il existe plusieurs types de formulations, possédant 

des modes d’actions cellulaires et moléculaires variables, mais tous ces composés entraînent 

une nette diminution du nombre d’ostéoclastes, de la résorption osseuse et limitent donc 

l’occurrence de certaines fractures ostéoporotiques (fémur et vertébres). Dans de rares cas, 

la prescription de certains bisphosphonates a été clairement liée à l'ostéonécrose de la 

mâchoire (Khosla, Burr et al. 2007). En dépit de ces événements indésirables, ce traitement 

fait preuve d'une bonne tolérance globale avec une bonne efficacité.  

 

D’autres anti-résorptifs existent, mais ils sont bien moins prescrits et possèdent des effets 

secondaires plus importants. C’est notamment le cas de l’inhibiteur de la cathepsine K qui 

réduit la dégradation de la matrice osseuse collagénique mais qui, étant donné une absence 

de spécificité, entraîne des effets indésirables au niveau de la peau (sclérodermie) 

(Luhmann, Germershaus et al. 2012). La calcitonine est également utilisée car elle possède 

des propriétés anti-résorptives, mais qui sont nettement moins importantes que celles des 

molécules décrites jusque là (MacLean, Newberry et al. 2008). C’est pourquoi son utilisation 

clinique est limitée aux patients ne pouvant pas utiliser les autres composés. On peut encore 

citer le Denosumab qui est un anticorps monoclonal liant RANKL et empêchant sa liaison à 

son récepteur RANK. Cette inhibition réduit la résorption osseuse et le risque de fracture 

avec la même efficacité que les bisphosphonates (Luhmann, Germershaus et al. 2012). Un 

meilleur ciblage de l’os par ces molécules semble cependant nécessaire du fait des effets 

secondaire observés : eczéma, cellulite, et risque de nécrose de la mâchoire (Pichardo, 

Kuypers et al. 2012).  
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11..33..44..22  LLeess  tthhéérraappiieess  oossttééoo--aannaabboolliiqquueess  eett  mmiixxtteess  

11..33..44..22..11  LLee  ttéérriippaarraattiiddee  

Le tériparatide est un fragment recombinant 1-34 de la parathormone. Il augmente le 

remodelage osseux au bénéfice de la formation. Il induit une augmentation de la DMO et 

une diminution de l’incidence des fractures vertébrales et non vertébrales. Il réduit à la fois 

l’occurrence des fractures vertébrales et des autres sites (Neer, Arnaud et al. 2001). De plus, 

le gain de masse osseuse est plus important que celui observé avec un traitement par anti-

résorptifs (Black, Greenspan et al. 2003). Néanmoins, l'utilisation clinique de la PTH (1-34) 

est réservée aux formes sévères d’ostéoporoses, et est limitée à 24 mois, à la suite d'une 

observation d’ostéosarcome chez les rats et les problèmes de sécurité qui sont donc associés 

(Luhmann, Germershaus et al. 2012). 

 

11..33..44..22..22  LLee  rraannééllaattee  ddee  ssttrroonnttiiuumm  

Le ranélate de strontium est composé de deux atomes de strontium stables complexés 

à une molécule d'acide ranélique. Il augmente la formation osseuse tout en diminuant 

modérément la résorption. Ce profil d’action mixte le différencie des autres agents 

thérapeutiques. Son utilisation induit une augmentation de la DMO et réduit l’incidence des 

fractures vertébrales et des fractures périphériques (Meunier, Roux et al. 2004). (Meunier, 

Roux et al. 2004). Cependant, sa consommation peut être associée à la survenue de maux de 

tête, de nausées, de diarrhée et dans de plus rares cas à des évènements 

thromboemboliques veineux et une hypersensibilité cutanée, bien que l’étiologie de ces 

effets secondaires ne soit pas totalement comprise, l’incidence de ces problèmes restant 

toutefois moindre que ceux associés au traitement hormonal substitutif ou la prise de 

SERMs (Rizzoli and Reginster 2011; Luhmann, Germershaus et al. 2012).  

 

L’ensemble des traitements médicamenteux précédemment décrits ont montré leur 

efficacité malgré la présence non négligeable d’effets secondaires associés. De plus, en 

raison de la nature asymptomatique de la pathologie avant la première fracture, ils ne sont 

souvent utilisés qu’à la suite de celle-ci, pour prévenir les récidives. A l'évidence, les 

stratégies thérapeutiques classiques, même si elles apparaissent efficaces, sont insuffisantes 

pour régler la problématique de l’ostéoporose. Or cette pathologie, qui représente déjà une 

charge socio-économique lourde, est en plus amenée à augmenter dans les années à venir. 

L’ostéoporose représente donc un véritable défi de santé publique et la nécessité de 

développer de nouvelles stratégies ciblant la prévention apparaît primordiale. Il est bien 

admis que le statut nutritionnel est d’une importance clé dans les processus de maintien des 
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fonctions vitales. L’utilisation de la nutrition semble donc offrir un potentiel non 

négligeable dans le cadre de la prévention de l’ostéoporose.  

 

 

11..44  LLEESS  PPIISSTTEESS  DDEE  PPRREEVVEENNTTIIOONN  NNUUTTRRIITTIIOONNNNEELLLLEE    

 

Il est évident qu’il est indispensable de maintenir une alimentation tout au long de la 

vie, afin d’optimiser le capital osseux et de retarder l’apparition de signes cliniques. Une 

intervention précoce doit être envisagée, puisque l’acquisition de la masse osseuse 

maximale avant l’âge de 30 ans constitue une phase critique pour la qualité du squelette, au 

même titre que la maîtrise du processus d’ostéopénie au cours du vieillissement.  

Plus particulièrement, dans notre contexte, l’étiologie des phénomènes de perte 

osseuse liée au vieillissement est relativement complexe et multifactorielle. Il est certain que 

toute carence nutritionnelle, ainsi que la malnutrition, constituent des facteurs majeurs de 

morbidité et mortalité. Toutefois, il faut également considérer que notre alimentation 

fournit, non seulement les nutriments essentiels à la couverture des besoins métaboliques, 

mais aussi un panel de molécules bioactives pouvant contribuer au maintien d’une santé 

optimale, y compris pour la cible osseuse. La prévention de l’ostéoporose visera donc à 

atteindre le triple objectif suivant (i) assurer un statut adéquat en éléments constitutifs tels 

que les protéines et les minéraux osseux, (ii) respecter les grands équilibres : bilan acido-

basique et homéostasie phosphocalcique, (iii) mais également dispenser des nutriments / 

micro-nutriments protecteurs.  

 

11..44..11  LLAA  PPRREEVVEENNTTIIOONN  NNUUTTRRIITTIIOONNNNEELLLLEE  ««  CCLLAASSSSIIQQUUEE  »»  

Comme décrit précédemment, l’os est un tissu conjonctif calcifié constitué d’une 

matrice protéique, sur laquelle se déposent des cristaux d’hydroxyapatite, la combinaison 

adéquate d’éléments organiques et inorganiques permettent à cette structure d’être 

durable et résistante, sans devenir cassante. De façon pragmatique, il faut être 

particulièrement vigilant, dans le cadre d’une prévention nutritionnelle, d’assurer la 

fourniture en ces éléments constitutifs du squelette (protéines, calcium associé à la vitamine 

D).  
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11..44..11..11  LLee  ccaallcciiuumm    

En tant que constituant majoritaire de la matrice osseuse, le calcium joue évidemment 

un rôle essentiel pour la santé osseuse et un apport adéquat est essentiel pour l’acquisition 

optimale du pic de masse osseuse et réduire le taux de perte osseuse associée au 

vieillissement (National Osteoporosis Foundation 2008). 

Des études épidémiologiques indiquent qu’un apport élevé en calcium tout au long de 

la vie contribue à réduire le risque de fracture de près de 60% (Heaney 1992; Peters and 

Martini 2010). Chez les adultes, les pertes de calcium doivent être compensées par des 

apports suffisants associés à une absorption intestinale efficace, autrement, l'os en tant que 

principal réservoir de calcium de l’organisme sera mobilisé, afin de maintenir l'homéostasie 

calcique (Rizzoli 2008). Plusieurs méta-analyses des études épidémiologiques et 

d'intervention ciblant l’impact de la supplémentation calcique ont montré que, chez les 

personnes carencées, une augmentation des apports permet d’optimiser le capital osseux, 

par une meilleure absorption du minéral, un remodelage osseux réduit, ainsi qu’une 

diminution du risque de fracture liés à l'âge (Heaney 2000; Shea, Wells et al. 2002; 

Lorentzon, Mellstrom et al. 2005; Lanham-New 2008).  Ceci explique que la calcithérapie soit 

d’ailleurs classiquement préconisée, en association avec la vitamine D, chez les patients 

présentant une densité minérale osseuse faible. 

Ces données placent le calcium comme un nutriment essentiel de la santé osseuse, la 

supplémentation doit cependant être restreinte aux personnes ayant des apports 

alimentaires spontanés inférieurs aux recommandations. D’un point de vue pragmatique, sur 

le plan nutritionnel, le lait et les produits dérivés sont les principaux aliments pourvoyeurs 

de calcium biodisponible. Les produits laitiers ont l'avantage supplémentaire d'être 

d’excellentes sources de protéines et autres micronutriments, qui sont également 

importants pour la santé osseuse et la santé générale. Les autres sources de calcium incluent 

les eaux minérales (à condition que les teneurs en sulfates soient réduites) et les légumes 

secs ou certains légumes verts comme les crucifères (International Osteoporosis Foundation 

2006). 

 

11..44..11..22  LLaa  vviittaammiinnee  DD  

La vitamine D est également un élément clé pour la santé osseuse. Elle contribue, en 

effet, à l’absorption du calcium au niveau intestinal et agit également directement sur le 

squelette pour favoriser l’accrétion minérale. Un apport insuffisant en vitamine D est bien 

décrit comme étant un contributeur important de l’ostéoporose et la déficience sévère en 

vitamine D est connue pour conduire à des défauts de minéralisation de l’os pouvant 

conduire au rachitisme chez l’enfant, à une ostéomalacie chez l’adulte et à une ostéoporose 

chez la personne âgée (International Osteoporosis Foundation 2006). En outre, des données 

bibliographiques récentes révèlent que les effets biologiques de cette vitamine sont 
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beaucoup plus ubiquitaires qu’initialement pressenti, incluant notamment une modulation 

du statut inflammatoire et de la fonctionnalité musculaire, deux autres composants 

impliqués dans le métabolisme du tissu osseux (Annweiler and Beauchet 2010; Kleerekoper, 

Schleicher et al. 2011).  

Ceci explique qu’une supplémentation vitaminique D puisse réduire considérablement 

le risque d'ostéoporose et de fracture osseuse chez les personnes âgées, à conditions que les 

apports calciques ne soient pas limitants. En effet, l’étude NORA de 2008 conduite chez des 

femmes ménopausées caucasiennes révèle qu’un apport adéquat de vitamine D tout au long 

de la vie est associé à un risque réduit d'ostéoporose (Nieves, Barrett-Connor et al. 2008). 

D’autre part, les méta-analyses publiées par Bischoff-Ferrari et al., démontrent que l'apport 

de 700-800 UI/jour 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 reduit également 

le risque de chutes de 19% chez la personne âgée (Bischoff-Ferrari, Willett et al. 2005; 

Bischoff-Ferrari, Dawson-Hughes et al. 2009; Bischoff-Ferrari, Willett et al. 2009). Les 

concentrations sériques optimales de 25(OH)-D pour un effet ostéoprotecteur avéré se 

trouvent entre 90 et 100 nmol/L (Bischoff-Ferrari, Giovannucci et al. 2006). 

La fourniture en vitamine D est assurée, en partie, de façon endogène par synthèse 

cutanée sous l’action des UVs (fourniture environ des 2/3 des apports). Toutefois, les 

habitudes de vie (utilisation de vêtements couvrants, l’utilisation d’écrans solaires, ou dans 

le cas des situations d’anhélie), la couleur de la peau, la latitude, la saison… sont autant 

d’éléments limitants ce processus (Gaugris, Heaney et al. 2005). L’autre voie correspondant 

à la prise alimentaire d’aliments pourvoyeurs de vitamine D, sont malheureusement peu 

nombreux et dont la consommation est réduite (poissons gras, jaune d'œuf, foie). 

L’enrichissement, par l’industrie agroalimentaire, de certains aliments en vitamine D est 

courante (lait, produits laitiers, margarines, céréales)(International Osteoporosis Foundation 

2006). L’insuffisance en vitamine D est fréquente et ne concerne pas seulement les groupes 

classiques de population à risque (femmes enceintes, enfants et personnes âgées), mais 

aussi les adultes dans de nombreux pays, y compris au Moyen-Orient et en Asie, où la 

carence en vitamine D chez les adultes est très répandue (van Schoor and Lips 2011). En 

France, l’étude SUVIMAX révélait en 2006 qu’un déficit en vitamine D était retrouvé non 

seulement chez la personne âgée, mais également chez l'adulte dans la population générale. 

Parmi les sujets adultes en bonne santé de la cohorte, près de 15 % avaient des valeurs de 

vitamine D sérique inférieures au seuil de 30 nmol/L (Guinot, Ezzedine et al. 2006).  

 

11..44..11..33  LLeess  pprroottééiinneess  

Les protéines sont également des constituants essentiels du tissu osseux. La majorité 

des études d’observation soutiennent une association positive entre l'apport en protéines et 

la santé osseuse. Les études cliniques parfois contradictoires ne permettent pas encore de 
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définir précisément l'implication et les mécanismes d'action de ces macromolécules sur le 

métabolisme phosphocalcique, et donc de déterminer quel est le niveau d'apport optimal 

pour l'homéostasie squelettique, et ce en fonction de l'âge. Il existe, toutefois, une 

corrélation positive entre l'apport protéique et l'acquisition du pic de masse osseuse ou la 

minéralisation et il est certain qu’une malnutrition survenant au cours de l'enfance et 

l'adolescence s'accompagne d'un retard de croissance et d'une diminution de la densité 

osseuse. A l'autre extrême de la vie, une consommation insuffisante (avec une absorption 

calcique naturellement diminuée du fait de l'âge) est associée à une fragilité du squelette et 

à l'apparition de fractures, donc à l'ostéoporose. En effet, dans la population âgée, les 

personnes dont l'apport protéique est le plus faible présentent généralement les densités 

minérales les plus basses, et la plus forte incidence de fractures de la hanche. De même, 

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. Ainsi une subcarence en 

protéines est néfaste tant pour l'acquisition du pic de masse osseuse que pour le maintien et 

l'intégrité du squelette au cours du vieillissement. Il a été établi que l’ingestion protéique est 

étroitement corrélée aux taux plasmatiques d'IGF1 (facteur de croissance impliqué dans la 

régulation de l’activité ostéoblastique) (Bonjour, Schurch et al. 1997). Par ailleurs la 

restriction protéique pourrait engendrer une désensibilisation des tissus cibles à l'IGF1. Ainsi, 

les perturbations du métabolisme phosphocalcique lorsque l'individu est carencé en 

protéines pourraient s'expliquer en partie par les variations d'IGF1, d'autant plus que ce 

facteur de croissance stimule la production de calcitriol et le transport rénal de phosphate 

inorganique. A l'opposé, un excès peut également déséquilibrer la balance calcique puisque 

le niveau de consommation de protéines est un déterminant majeur de la fuite de calcium. 

Néanmoins, en cas d’apport calcique suffisant, une amélioration de l’efficacité de 

l’absorption intestinale pourrait éventuellement compenser l’effet calciurique exercé par les 

protéines. En fait, deux mécanismes peuvent intervenir : d'une part, l'excès de protéines 

induit une augmentation de l'excrétion rénale de calcium (stimulation de la filtration 

glomérulaire) et d'autre part, le métabolisme des acides aminés soufrés (méthionine et 

cystéine) qu'elles contiennent, génère une charge acide, ce qui se traduit par une baisse du 

pH sanguin et urinaire (acidose métabolique). Ainsi, afin de tamponner cette acidité, les sels 

calciques seront mobilisés à partir du squelette, engendrant alors une déminéralisation. 

Cependant, ce phénomène est tributaire du type de protéines ingérées. Les protéines 

végétales bénéficient d’un environnement alcalin qui assure une neutralisation intrinsèque, 

sans faire appel aux cations de l’organisme. Toutefois, bien que l'on puisse considérer 

qu’une surcharge protéique soit délétère pour le squelette, le principal vecteur de perte 

osseuse, chez les seniors, est la carence protéique (Bonjour, Schurch et al. 1997; Kerstetter, 

Looker et al. 2000; Promislow, Goodman-Gruen et al. 2002; Rapuri, Gallagher et al. 2003; 

Bonjour 2005; Rizzoli 2008) ..  
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En pratique, le besoin protéique correspond à une exigence globale en matières 

azotées (ou acides aminés). Il est, de plus, tributaire d’un apport spécifique en acides aminés 

indispensables. En pratique, la consommation moyenne en Europe est 3 à 5 fois supérieure 

aux besoins. Concernant les adultes, les besoins protéiques doivent pouvoir être couverts 

par un apport quotidien de 0,8 g /kg de poids corporel. Il n'y a pas de différence entre 

hommes et femmes, l'efficacité des protéines alimentaires étant la même dans les deux 

sexes. L'apport conseillé en protéines pour les personnes âgées est de 1 g/kg/jour, valeur 

suffisante pour stimuler le renouvellement de ces molécules. 

 

En résumé, actuellement les interventions nutritionnelles pour la santé osseuse 

s’appuient exclusivement sur le concept de base de l’intérêt avéré de la supplémentation en 

calcium et en vitamine D. Pourtant, bien d’autres nutriments dotés de propriétés 

potentiellement intéressantes (par exemple anti-oxydantes/anti-inflammatoires, 

alcalinisantes, minéralisantes, hormonales…) pourraient jouer un rôle important tels que le 

potassium, les vitamines K, C, B6, B9, B12, les acides gras (ratio omégas 3 / omégas 6), ou 

encore certains composés phytochimiques comme les polyphénols (resvératrol, 

isoflavonoïdes…). De fait, outre l’intérêt des produits laitiers (en raison notamment de leur 

richesse en minéraux), la possibilité d'un lien positif entre la santé osseuse et la 

consommation de fruits et légumes, riches en nutriments phytochimiques biologiquement 

actifs, a été mise en évidence plus récemment (New 2003; Tucker 2009).  

 

11..44..22  IIMMPPLLIICCAATTIIOONN  DDEESS  FFRRUUIITTSS  EETT  DDEESS  PPHHYYTTOONNUUTTRRIIMMEENNTTSS  DDAANNSS  LLAA  

PPRREEVVEENNTTIIOONN  NNUUTTRRIITTIIOONNNNEELLLLEE  DDEE  LL’’OOSSTTEEOOPPOORROOSSEE  

Les fruits, riches en phytonutriments et en antioxydants puissants, sont susceptibles de 

représenter de bons candidats dans le cadre du développement de nouvelles stratégies 

ciblant la prévention de mise en place de l’ostéoporose (Balsano and Alisi 2009).  

Ce sujet a en effet fait l’objet de plusieurs études épidémiologiques et d’observations. 

Une étude transversale rapporte une association positive entre la consommation de fruits et 

la densité minérale osseuse et le contenu minéral osseux à tout âge, suggérant la capacité 

d'épargne osseuse de ces aliments (Li, Huang et al. 2013). L'étude de Zalloua et al (Zalloua, 

Hsu et al. 2007) soutenait déjà cette association positive : les sujets consommant le plus de 

fruits possèdent une DMO augmentée. New et al (New, Robins et al. 2000) ont d’ailleurs 

rapporté que la DMO du col fémoral était plus élevée chez les femmes qui avaient 

consommé de grandes quantités de fruits dans leur enfance, par rapport à celles dont les 

régimes alimentaires en apportaient moins. Ceci explique que la revue de Prynne et al 

(Prynne, Mishra et al. 2006) confirme qu’une consommation de fruits plus élevée ait des 
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effets positifs sur le statut minéral osseux, en particulier au niveau du col du fémur et de la 

colonne vertébrale.  

Parmi les constituants des fruits et légumes, une étude récente a mis en exergue 

l’intérêt des polyphénols puisque les modifications annuelles de masse osseuse lors de la 

péri-ménopause étaient corrélées aux consommations de flavonoïdes (Hardcastle, Aucott et 

al. 2011).  

 

Ces données épidémiologiques sont corroborées par les résultats des investigations de 

laboratoire (précliniques et cellulaires) menées au cours de la dernière décennie qui 

confirment que les composés phytochimiques des fruits seraient vecteurs d’effets 

bénéfiques sur la santé osseuse, en raison notamment de leur capacité d’interaction directe 

ou indirecte avec les cellules osseuses. Divers fruits couramment consommés et leurs 

composés phytochimiques, comme la tomate (lycopène), le pruneau (acides phénoliques), 

les agrumes (hespéridine), les fruits rouges (anthocyanines), le raisin (resvératrol), et bien 

d’autres, ont ainsi fait l’objet d’un bon nombre d’investigations sur la santé osseuse. Les 

données scientifiques les plus pertinentes sur les effets de certains fruits sur la biologie 

osseuse sont brièvement détaillées ci-dessous. 

 

11..44..22..11  LLaa  ttoommaattee  eett  llee  llyyccooppèènnee  

La consommation de tomates et de son polyphénol caractéristique : le lycopène, 

génère chez la femme, dès 1 mois de supplémentation, une augmentation de la capacité 

antioxydante totale et une diminution du marqueur de résorption le NTX (N-telopeptide of 

type 1 collagen) (Boileau, Boileau et al. 2002; Rao and Rao 2007; Rao, Mackinnon et al. 2007; 

Mackinnon, Rao et al. 2011; Mackinnon, Rao et al. 2011).  

De même, une étude préclinique a rapporté sur un modèle animal d’ostéoporose 

postménopausique (souris ovariectomisées), que le groupe d’animaux consommant du 

lycopène avait une masse osseuse, une teneur fémorale en calcium et une résistance à la 

fracture plus élevées que celle des animaux témoins (Cheong and Chang 2009).  

En résumé, ces résultats suggèrent donc le potentiel de la consommation de tomates 

et de lycopènes sur la santé osseuse, bien que des travaux supplémentaires nécessiteraient 

d’être conduits pour préciser les mécanismes impliqués (Kim, Rao et al. 2003; Rao, 

Krishnadev et al. 2003). 

 

11..44..22..22  LLee  pprruunneeaauu  eett  lleess  aacciiddeess  nnééoocchhlloorrggéénniiqquueess  eett  cchhlloorrooggéénniiqquueess  

En ce qui concerne le pruneau, sa consommation (pendant 3 mois) entraine une 

augmentation d’un marqueur de la formation osseuse chez la femme ménopausée (IGF1) 



57 

(Arjmandi, Khalil et al. 2002). Une amélioration de la BMD par rapport au groupe placébo est 

d’ailleurs démontrée après 1 an de supplémentation (Hooshmand, Chai et al. 2011).  

Les études précliniques sur le sujet confirment ces effets bénéfiques de la 

consommation de pruneau, de son jus ou de ses composés polyphénoliques, sur la 

microarchitecture et la masse osseuse (Deyhim, Stoecker et al. 2005; Franklin, Bu et al. 2006; 

Halloran, Wronski et al. 2010; Rendina, Lim et al. 2012). Ce potentiel ostéo-protecteur serait 

expliqué par une réduction de la résorption associée à une augmentation de l’accrétion 

osseuse (activité et niveaux d’expression des principaux marqueurs cellulaires)  (Muhlbauer, 

Lozano et al. 2003; Franklin, Bu et al. 2006; Bu, Lucas et al. 2007).  

In-vitro, les polyphénols du pruneau, améliorent l’activité et la fonction des 

ostéoblastes (RunX2, ostérix, IGF1) et diminuent celles des ostéoclastes (NFATc1 et 

marqueurs de l’inflammation) (Bu, Lerner et al. 2008; Bu, Hunt et al. 2009). Il apparaît donc 

que le pruneau et ses composés pourraient potentialiser la synthèse de matrice osseuse en 

favorisant la formation et/ou en diminuant la résorption au cours du remodelage osseux. 

 

11..44..22..33  LLeess  aaggrruummeess,,  llaa  nnaarriinnggiinnee  eett  ll’’hheessppéérriiddiinnee  

En ce qui concerne les agrumes, outre leur apport en micronutriments minéraux et 

vitaminiques (magnésium, potassium, vitamine C et acide folique), ce sont des sources 

importantes de flavonoïdes (naringine, hespéridine), de limonoïdes et de coumarines 

(Densupsoontorn, Jirapinyo et al. 2002; Riso, Visioli et al. 2005; Yu, Wang et al. 2005). Les 

études sur les modèles précliniques d’ostéoporose sénile indiquent que la consommation 

d’agrumes et de leurs dérivés (parties de fruit ou flavonoïdes) est susceptible d’améliorer le 

statut oxydant et inflammatoire de l’organisme, de restaurer partiellement la DMO, de 

préserver les propriétés microarchitectales et biomécaniques, ce qui s’explique, entre 

autres, par une réduction des marqueurs de la résorption (TRAP, hydroxyproline et calcium 

sériques) (Galati, Monforte et al. 1994; Chiba, Uehara et al. 2003; Deyhim, Garica et al. 2006; 

Habauzit, Nielsen et al. 2009; Mandadi, Ramirez et al. 2009).  

L’hespérétine, le principal composé phytochimique des agrumes, stimule la 

différenciation des ostéoblastes via la voie de signalisation des BMP. Cette molécule, 

influence également le processus de minéralisation en diminuant l'expression de 

l’ostéopontine. Elle stimule l'expression des gènes spécifiques de la différenciation des 

ostéoblastes (ALP, Runx2 et ostérix) et induit la phosphorylation des Smad1-5- 8 en culture 

(Trzeciakiewicz, Habauzit et al. 2010; Trzeciakiewicz, Habauzit et al. 2010). La naringine des 

agrumes favorise aussi l’ostéoblastogénèse en améliorant l’activité alcaline phosphatase des 

cellules, ces effets étant médiés par l’induction de la phosphorylation du récepteur aux 

œstrogènes ER-α ostéoblastique (Wong and Rabie 2006; Pang, Wang et al. 2010). Ainsi, les 

agrumes et leurs composés polyphénoliques peuvent s'avérer intéressants pour la santé des 

os. Cependant, ces résultats précliniques restent à être vérifiées chez l’Homme. 
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11..44..22..44  LLee  rraaiissiinn  eett  llee  rreessvvéérraattrrooll  

Le resvératrol est un stilbène naturellement présent à des concentrations élevées dans 

la peau du raisin et le vin rouge (Gu, Creasy et al. 1999). Il possède d'importantes propriétés 

anti-inflammatoires et anti-oxydantes, qui peuvent améliorer la santé osseuse. En effet, il a 

été montré qu’il augmente la résistance de l’os à la fracture, la densité minérale osseuse, le 

contenu minéral osseux, qu’il atténue la perte osseuse et qu’il préserve la microarchitecture 

trabéculaire tibiale chez l’animal ovariectomisé (Mizutani, Ikeda et al. 2000; Habold, 

Momken et al. 2011; Li, Danmark et al. 2011).  

Parmi les polyphénols des fruits, le resvératrol est le plus étudié pour son action 

ostéogénique. Les études in-vitro ont montré qu’il augmente la prolifération et la 

différenciation ostéoblastique (Boissy, Andersen et al. 2005) tandis qu’il diminue la 

différenciation des ostéoclastes (Boissy, Andersen et al. 2005; He, Andersson et al. 2010). 

Outre sa forte capacité anti-oxydante, ses action passeraient par l’activation des récepteurs 

aux œstrogènes ER-α et –β, pour l’induction de la prolifération et la différenciation 

ostéoblastique par les voies de signalisation associées à ERK1/2 et à Wnt. (Bowers, 

Tyulmenkov et al. 2000; Dai, Li et al. 2007; Zhou, Shang et al. 2009; He, Andersson et al. 

2010). Ainsi, le resvératrol et ses métabolites démontrent un fort potentiel dans la prise en 

charge de la santé osseuse en préclinique, qui nécessite toutefois d’être vérifiée par la mise 

en place d’essais cliniques. 

 

11..44..22..55  LLaa  mmyyrrttiillllee  eett  lleess  aanntthhooccyyaanniinneess  

La myrtille contient un grand nombre de composés phytochimiques, dont des acides 

phénoliques (acide gallique, p-hydroxybenzoïque, chlorogénique, p-coumarique, caféique, 

férulique et ellagique) et des flavonoïdes (anthocyanes, catéchine, épicatéchine, quercétine, 

kaempférol, et myrecetin) (Sellappan, Akoh et al. 2002; Taruscio, Barney et al. 2004). Sa 

consommation préviendrait la chute de la DMO par l’amélioration du remodelage osseux, 

comme en témoigne la diminution des niveaux d'expression au niveau fémoral des ARNm de 

TRAP et l’augmentation de ceux de l'ALP et du collagéne de type I (Devareddy, Hooshmand 

et al. 2008). Les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires des anthocyanines des 

myrtilles contribueraient également à son effet ostéo-protecteur (Taruscio, Barney et al. 

2004).  

In-vitro, il a été montré que la myrtille augmentait la prolifération et la différenciation 

ostéoblastique en activant la voie de signalisation de la β-caténine (Bickford, Tan et al. 2006; 

Chen, Lazarenko et al. 2010). Le potentiel ostéogénique de ce fruit est confirmé chez la 

femme ménopausée puisque la consommation pendant 3 mois d’un yaourt enrichi en 

myrtille (en calcium et vitamine D) est associée à une augmentation significative d’un 

biomarqueur de formation (l’ALP), alors que la résorption tend à diminuer, par rapport à ce 
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qui est observé chez les volontaires ayant reçu le yaourt contrôle (c'est-à-dire enrichi en 

calcium et vitamine D) (Davicco et al, 2013 sous presse). 

 

Ainsi, la pertinence du principe de nutrition préventive dans le cadre de la prévention 

de l’ostéoporose est d’ores et déjà bien reconnue. Au-delà du calcium et de la vitamine D, de 

nombreux autres nutriments et micronutriments, notamment les éléments phytochimiques 

concentrés dans les fruits sont à prendre en considération pour leurs capacités à optimiser 

et à préserver la santé osseuse. Cependant, l’étude du potentiel ostéoprotecteur des 

phytonutriments contenus dans les fruits reste trop peu étoffée, descriptive et dans la 

plupart des cas les données précliniques nécessitent encore d’être vérifiées chez l’Homme. Il 

est probable qu’ils puissent réguler positivement l’ostéoblastogénèse et négativement 

l'ostéoclastogénèse. Leur action sur les ostéoblastes semble être médiée par une 

modulation de l’activité ALP et de la transcription de de Runx2, d’osterix, de l’ostéocalcine, 

du collagène de type 1, des BMPs, des Smads et de la signalisation associée à Wnt. Leurs 

effets sur les ostéoclastes se résument à une diminution de l’activité TRAP, et des niveaux 

d’expression de NFATc1 et des MMPs. En outre, les effets ostéoprotecteurs des polyphénols 

des fruits impliqueraient également des processus anti-oxydants et anti-inflammatoires 

connus pour leurs effets bénéfiques sur l’os.  
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22..    LLAA  GGRREENNAADDEE    
 

Depuis des milliers d’années, le grenadier, Punica granatum, ses fruits, ainsi que ses 

graines, son écorce et ses fleurs, sont utilisés, au Moyen-Orient et en Asie, régions dont cet 

arbuste est originaire, pour leurs propriétés médicinales. Prescrit de façon empirique dans les 

médecines traditionnelles pour soigner les maladies gastro-intestinales et les affections 

parasitaires, le grenadier fait son apparition dans la pharmacopée française en 1818.  

Le grenadier fait l’objet, depuis une dizaine d’années, d’un regain d’intérêt, tant sur un 

plan médical et pharmacologique que pour des objectifs cosmétologiques. En effet, sa 

richesse particulière en micronutriments dotés de propriétés potentiellement intéressantes 

pour la santé lui confère un atout non négligeable dans les stratégies de prévention du 

développement des principales maladies chroniques. En effet, la consommation de grenade 

est envisagée dans le cadre de la prise en charge de certaines pathologies telles que les 

maladies cardiovasculaires (effets anti-athérogènes) (Aviram, Dornfeld et al. 2000; Aviram, 

Volkova et al. 2008; Davidson, Maki et al. 2009), le diabète (McFarlin, Strohacker et al. 2009), 

le surpoids (Al-Muammar and Khan 2012), la dysfonction érectile (Forest, Padma-Nathan et 

al. 2007), l’hygiène buccale (Haidari, Ali et al. 2009) et même pour les cancers du sein, de la 

prostate et du colon du fait de son activité chémopréventive (Malik, Afaq et al. 2005; 

Seeram, Adams et al. 2005; Lansky and Newman 2007; Hong, Seeram et al. 2008; Koyama, 

Cobb et al. 2010).  

 

 

Les scientifiques tentent actuellement d’élucider les mécanismes impliqués dans les 

effets biologiques constatés de ce fruit ou de ses constituants, dans le cadre d’une démarche 

de recherche translationnelle.  

 

 

Ainsi, après une brève présentation du fruit, de ses différents organes et sa 

composition chimique seront abordée et pour finir, son potentiel santé et les nouvelles 

propriétés thérapeutiques qui lui sont attribuées seront détaillés.  
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22..11  DDEESSCCRRIIPPTTIIOONN  DDEE  LLAA  GGRREENNAADDEE  

22..11..11  OORRIIGGIINNEE,,  CCUULLTTUURREE,,  BBOOTTAANNIIQQUUEE  EETT  TTRRAADDIITTIIOONNSS  

La grenade (Punica granatum L.) est le membre principal de la famille des Punicaceae, 

qui partage sa famille botanique uniquement avec Punica protopunica (grenadier de 

Socotra). Ce dernier est recensé exclusivement sur l’île de Socotra, située dans l’océan 

Indien, au large des côtes de Somalie (Courchet 1897). Plus de 1000 cultivars de P. granatum 

existent. Ce fruit est originaire d’Iran et d’Afghanistan, où le grenadier croît de façon 

spontanée depuis plus de 4000 ans. Aujourd’hui sa culture s’étend à tout le bassin 

Méditerranéen, à la Chine, l'Inde, et au sud-ouest américain (Californie et Mexique) (Levin 

1994).  

Dans le monde, les plus importants producteurs de grenades sont les pays d’Orient 

dont l’Iran (production annuelle de 665 000 tonnes [2003]), la Turquie, la Transcaucasie et 

l’Inde, mais aussi dans la zone méditerranéenne la Tunisie, le Maroc, l’Espagne, l’Italie et la 

Grèce. Aux Etats-Unis et plus particulièrement en Californie, la culture de la grenade est 

également très développée (Lansky and Newman 2007). 

 

 

Figure 18 : Planche anatomique de la grenade, définition des différentes parties du fruit.  
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La grenade, fruit du grenadier, est délimitée par un péricarpe épais (ou peau), à 

l'intérieur duquel sont contenus de nombreux arilles. Chacun est constitué d’une graine (ou 

pépin) entourée de jus translucide contenu par une très fine membrane. Les arilles sont 

rencontrés dans des loges séparées par de minces membranes qui s'étendent à l'intérieur du 

fruit, prenant naissance au niveau du péricarpe et constituant ainsi une base pour 

l’attachement des arilles (Figure 18) (Dallas and Bonewald 2010). Le fruit donne donc 

naissance à trois parties bien distinctes: les pépins (environ 3% du poids du fruit) qui 

contiennent eux-mêmes 20% d'huile, le jus (environ 30% du poids du fruit) et la peau qui 

comprend également les membranes intérieures, dont la composition phytochimique est 

détaillée dans les paragraphes suivants (Lansky and Newman 2007). 

Connue depuis plus de 4000 ans, ce fruit a fait l’objet d’un grand nombre de croyances 

et d’utilisations dans le domaine médical. En effet, la grenade était considérée comme un 

symbole de vie, longévité, santé, féminité, fécondité, connaissance, morale et de spiritualité, 

si ce n'est de Divinité (Mahdihassan 1984). Dans la culture égyptienne antique, la grenade 

était considérée comme un reflet de la prospérité et de l'ambition. C’est pourquoi des 

représentations de la plante étaient couramment utilisées pour décorer les sarcophages. En 

médecine ayurvédique, la grenade était considérée comme «une pharmacie en tant que 

telle». L'écorce et les racines auraient des propriétés vermifuges et antiparasitaires. La peau 

serait un puissant astringent et remède contre la diarrhée et les aphtes oraux (Naovi, Khan 

et al. 1991). Les auteurs d'Inde (Nagaraju and Rao 1990), de Tunisie (Boukef, Souissi et al. 

1982), et du Guatemala (Caceres, Giron et al. 1987), indiquaient que les pelures séchées 

étaient consommées en décoction dans de l'eau pour les mêmes affections que citées 

précédemment. Des mélanges de pépins, jus et peau de grenade ont paradoxalement 

montré des effets contraceptifs (Gujral, Varma et al. 1960). Dans la médecine Unani, un 

système médical traditionnel du Moyen-Orient, les fleurs de grenade servaient de remède 

pour le diabète mellitus (Saxena and Vikram 2004). 

 

22..11..22  CCOOMMPPOOSSIITTIIOONN  DDEESS  DDIIFFFFEERREENNTTEESS  FFRRAACCTTIIOONNSS  DDUU  FFRRUUIITT  

De manière générale, la composition de la partie comestible de la grenade est bien 

décrite. En ce qui concerne la peau du fruit et les pépins, seules certaines classes de 

molécules ont été relativement bien étudiées. Chacun de ses compartiments possède des 

constituants spécifiques (Figure 19) dont les teneurs dépendent de la variété, la saison, le 

stade de maturité, ainsi que du lieu géographique et des conditions de culture (Gil, Tomas-

Barberan et al. 2000; Al-Maiman and Ahmad 2002; Kulkarni and Aradhya 2005; Mirdehghan 

and Rahemi 2007; Schwartz, Tzulker et al. 2009). 
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Figure 19 : Principaux constituants des différentes parties de la grenade ou de leur extrait 
(Figure modifiée de (Al-Muammar and Khan 2012)) 

 
 

22..11..22..11  LLaa  ppaarrttiiee  llaa  pplluuss  ccoonnssoommmmééee  ::  llee  jjuuss    

Le jus représente la partie la plus consommée de la grenade, c’est pour cette raison 

que sa composition est bien documentée. Avec une valeur énergétique comprise entre 62 et 

83 Kcal pour 100g, il est composé de 85,4% d’eau, de 14 à 19% de sucres (≈50% de glucose 

et 50% de fructose dont sous forme de pectine : 1,4%), 1,7% de protéines (acides aminés 

majoritaires : proline, valine, méthionine) et 0,3 à 1,2% de lipides et d’acides organiques 

(acide citrique, malique, tartarique, fumarique et succinique notamment).  

Le jus de grenade est une source importante de micronutriments. Il est naturellement 

riche en potassium et en cuivre (>15% des AJR pour 100Kcal) et contient également du 

manganèse, du fer et du zinc (entre 5 et 15% des AJR pour 100Kcal). Sa composition 

minérale inclut également les éléments suivants : Ca, Ce, Cl, Co, Cr, Cs, Cu, K, Mg, Mn, Mo, 

Na, Rb, Sc, Se, Sn, Sr, et Zn. Le jus de grenade est concentré en vitamines C, B6 et B9 (>15% 

des AJR pour 100Kcal) et apporte également les vitamines E, B1, B2 et B5 (entre 5 et 15% des 

AJR pour 100Kcal) (Paul and Shaha 2004; Waheed, Siddique et al. 2004; Madrigal-Carballo, 

Rodriguez et al. 2009; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 2010; ANSES 2012).  

D’autre part, il contient une part non négligeable de phyto-micronutriments de type 

polyphénolique (0,2 à 1%) (Aviram, Volkova et al. 2008). Les polyphénols majeurs sont les 

anthocyanes, avec notamment la delphinidine, la cyanidine et la pélargonidine (sous formes 
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natives, et 3 et 3,5-O-glucosidées) (Figure 20). Les tannins hydrolysables y sont également 

présents, notamment la punicalagine et la punicaline, les acides ellagique et gallagique 

(Figure 20). On y trouve aussi, en petite quantité des flavan-3-ols (catéchine, épicatéchine, 

quercétine, rutine), des acides hydroxycinnamiques (acide caféique, chlorogénique, p-

coumarique) et de l’α-tocophérol (Tzulker, Glazer et al. 2007; Alighourchi, Barzegar et al. 

2008; Mousavinejad, Emam-Djomeh et al. 2009).  

Ainsi, du fait de sa composition, le jus de grenade est doté d’un fort pouvoir 

antioxidant, trois fois supérieur à celui du vin rouge et du thé vert (Lansky and Newman 

2007; Edeas 2010).  

 

22..11..22..22  LLeess  ppééppiinnss  eett  lleeuurr  hhuuiillee  

L’huile de pépins de grenade (12 à 20% du poids des pépins) est composée à plus de 

95% de triglycérides, eux-mêmes constitués majoritairement (>70%) d’un acide gras 

conjugué de l’acide linolénique (CLnA) : l’acide punicique (C 18:3 - 9cis, 11trans, 13cis) 

(Figure 20). Le deuxième acide gras majoritaire est l’acide linoléique, puis on trouve les 

acides oléique, palmitique et stéarique en quantité très minoritaire (Kaufman and Wiesman 

2007). L'huile contient aussi des composés mineurs tels que des tocophérols, stérols, 

stéroïdes, et cérébrosides (Tsuyuki, Itoh et al. 1981). Les pépins, sont composés d’une 

matrice rigide dont la composition est bien moins décrite. Elle comporte en majorité des 

lignines (≈35,3%), des protéines (≈13,2%), des pectines (≈6%), des sucres (≈4,7%) (Dalimov, 

Dalimova et al. 2003) et des acides hydroxycinnamiques (Wang, Xie et al. 2004). A l’heure 

actuelle, les principales techniques d’extraction utilisées sont le pressage à froid et 

l’extraction critique au CO2.  

 

22..11..22..33  LLaa  ppeeaauu  

La peau de la grenade est composée à 80% d’eau, de polysaccharides complexes 

(≈8%), dont des polysaccharides solubles (≈5%), représentés par des pectines et de 

l’hémicellulose. Elle contient aussi des minéraux, dont le potassium, calcium, magnésium, 

phosphore et sodium (Jahfar, Vijayan et al. 2003; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 

2010). Sa particularité réside en sa richesse en polyphénols (entre 3 et 7%). C’est cette classe 

de molécules de la peau qui est la mieux décrite. Celle-ci est majoritairement composée 

d’ellagitannins (75 à 90% des polyphénols), notamment la punicalagine et la punicaline, mais 

elle contient également des tannins hydrolysables tels que les acides ellagique et gallagique, 

des anthocyanines (les mêmes que pour le jus) (Figure 20), des flavan-3-ols et flavonoïdes 

(catéchine, épicatéchine, lutéoline, kaempférol, quercétine, rutine), des acides 

hydroxycinnamiques (les mêmes que pour le jus) et des proanthocyanidines (Ozcal and Dinc 

1993; Lansky and Newman 2007; Dell'agli, Galli et al. 2010). 
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Figure 20 : Structure chimiques des principaux polyphénols de la grenade ainsi que de l’acide 
punicique. 
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22..22  PPOOTTEENNTTIIEELL  SSAANNTTEE  DDEE  LLAA  GGRREENNAADDEE    

 

Les études scientifiques et cliniques actuelles démontrent la valeur santé de la grenade, 

avec plus de 600 publications sur le sujet. La grenade, avec le chocolat noir, le thé vert et la 

myrtille apparait comme un des fruits les plus riches en antioxydants. C’est pourquoi sa 

consommation contribuerait à la prévention des phénomènes oxydatifs (de Nigris, Williams-

Ignarro et al. 2005; Kulkarni Anand P. 2005; Seeram, Adams et al. 2005; Rozenberg, Howell 

et al. 2006; de Nigris, Williams-Ignarro et al. 2007; M., C. et al. 2008; G., Z. et al. 2009; M. 

and I. 2009; S., G. et al. 2009) et inflammatoires (F., M. et al. 2009; Rasheed, Akhtar et al. 

2009; Larrosa, Gonzalez-Sarrias et al. 2010).  

Elle aurait un effet bénéfique sur certaines pathologies telles que les maladies 

cardiovasculaires (effets anti-athérogènes) (Aviram, Dornfeld et al. 2000; Aviram, Volkova et 

al. 2008; Davidson, Maki et al. 2009), le diabète (McFarlin, Strohacker et al. 2009), le 

surpoids (Al-Muammar and Khan 2012), la dysfonction érectile (Forest, Padma-Nathan et al. 

2007), l’hygiène buccale (Haidari, Ali et al. 2009) et même une activité chémopréventive plus 

spécifiquement sur les cancers du sein, du colon (Seeram, Lee et al. 2004; Malik, Afaq et al. 

2005; Seeram, Adams et al. 2005; Lansky and Newman 2007; Hong, Seeram et al. 2008; 

Koyama, Cobb et al. 2010), et le cancer prostatique (Lansky and Newman 2007). 

 

Cette partie de l’étude de la littérature a fait l’objet de la rédaction d’une revue 

soumise pour publication dans les « Cahiers de Nutrition et de Diététique » : « Rôle de la 

grenade dans la prévention des maladies chroniques » 
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Résumé 

Récemment, les avantages nutritionnels et pharmacologiques de la grenade ont fait 
l’objet d’intérêts scientifiques croissants. Bien que ce fruit soit traditionnellement utilisé dans 
l’alimentation courante de nombreux pays, les études scientifiques relatives à son potentiel 
santé sont récentes. Les vertus santé de ce fruit seraient directement liées à son exceptionnelle 
composition, notamment en polyphénols (anthocyanines et ellagitannins), ainsi qu’en acide 
punicique contenu dans l’huile préparée à partir de ses pépins. Ainsi les principaux effets 
santé de la grenade seraient médiés par les fortes capacités anti-inflammatoires et 
antioxydantes de ces molécules. La présente revue offre une synthèse des travaux ciblant le 
potentiel de la grenade et de ses principaux constituants bioactifs pour la prévention des 
maladies chroniques majeures. De fait, la grenade représente un candidat potentiel dans le 
cadre du développement de nouvelles stratégies préventives de l’apparition des grandes 
pathologies associées au vieillissement. 

 

 

Mots-clés :  

Grenade, aliment à valeur santé optimisée, maladies chroniques, vieillissement, 
prévention 
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Introduction  

Pathologies chroniques associées au vieillissement des populations, données 
contextuelles 

Selon le rapport de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) relatif aux maladies 
non transmissibles, publié en Avril 2011, les maladies chroniques représentent la principale 
cause de mortalité au niveau mondial (WHO 2011). De fait, 80% des décès sont imputables 
aux complications de ces pathologies : les maladies cardio-vasculaires sont responsables de 
17 millions de décès par an; elles sont suivies par le cancer (7,6 millions), les maladies 
respiratoires (4,2 millions) et le diabète (1,3 million) (WHO 2008). En outre, selon les 
projections pour les dix prochaines années, si des mesures idoines ne sont pas engagées, une 
augmentation de 17 % (soit 44 millions de décès par suite d’une maladie chronique) devrait 
être enregistrée entre 2010 et 2020 (WHO 2010).  

Cette constatation s’explique principalement par les évolutions démographiques. En 
effet, d’un point de vue sociétal, l’allongement de l'espérance de vie, l'occidentalisation des 
modes de vie et l’urbanisation sont les principaux facteurs de risque incriminés (Figure 1). 
Les risques comportementaux doivent également être considérés. De fait, l’alimentation, tant 
sur le plan quantitatif que qualitatif, les consommations à risques comme le tabac et l’alcool et 
le manque d’activité physique sont des facteurs aggravants qui constituent néanmoins un 
levier intéressant (Figure 1)(WHO 2005).  

 

Contexte biologique et perturbations métaboliques à l’origine des maladies 
chroniques  

Différents mécanismes biologiques sont associés au développement des maladies 
chroniques, notamment une inflammation et un stress oxydant, bien que leur rôle précis dans 
l’étiologie de ces pathologies reste encore débattu : ces perturbations métaboliques sont-elles 
de simples biomarqueurs ou des acteurs actifs (Khansari, Shakiba et al. 2009) ? 
L’inflammation à bas bruit caractérisée par une augmentation systémique de la production de 
cytokines pro-inflammatoires, ainsi que d’autres molécules telles que notamment la CRP, est 
typique du vieillissement (Probst-Hensch 2010). Or ce statut délétère pour l’organisme, 
associé à des polymorphismes génétiques et épigénétiques défavorables, conduit à une 
augmentation du risque d'apparition de complications liées au vieillissement et donc au 
développement de maladies (Cevenini, Caruso et al. 2010). Au cours de la dernière décennie, 
la littérature a établi une association de plus en plus avérée entre le stress oxydant et la 
physiopathologie de très nombreux organes. En effet, en fonction de leur concentration, les 
espèces réactives de l'oxygène (ROS) peuvent conduire à des effets bénéfiques (stratégies 
défensives contre des agressions, par exemple) ou délétères sur les tissus. Les ROS ont ainsi 
été largement décrits pour leur rôle dans les complications associées au vieillissement (Krause 
2007) qui  incluent les cancers, les maladies cardio-vasculaires, le diabète, les pathologies 
ostéo-articulaires ou encore les troubles neurologiques (Valko, Leibfritz et al. 2007). 
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Les nouvelles pistes en matière de stratégie de prévention des maladies chroniques 
liées à l’âge 

Dans ce contexte physio-pathologique, les recherches dans le domaine de 
l’alimentation permettent d’envisager la mise en place d’une réelle prévention des maladies 
chroniques associées au vieillissement, à l’échelle populationnelle ; l'accent n’étant plus mis 
uniquement sur l'équilibre alimentaire, mais également sur l'existence de relations fortes entre 
la nutrition et la santé. D’une part, les perturbations physiologiques observées au cours du 
vieillissement, ainsi que l’évolution des contraintes environnementales, contribuent à 
perturber le statut nutritionnel en modifiant les apports, la biodisponibilité et le devenir des 
nutriments. L’altération des fonctions nutritionnelles est donc systématiquement perceptible 
au troisième âge et il est donc fondamental d’essayer d’instaurer une correction. D’autre part, 
en modulant et en ciblant des fonctions cibles de l’organisme, l’alimentation peut contribuer à 
atteindre une santé optimale, en réduisant le risque de maladies. En effet, de nombreuses 
études épidémiologiques ciblant la relation entre les habitudes alimentaires et le risque de la 
maladie ont mis en exergue l’impact direct de la nourriture sur la santé de l’homme (Prentice, 
Sugar et al. 2002; Prentice, Willett et al. 2004; Serra-Majem, Roman et al. 2006).  

Il est ainsi généralement admis que les aliments d'origine végétale tels que les fruits, 
les noix, les légumes, les céréales, les légumineuses, les épices, etc., exercent des effets 
bénéfiques (Kushi, Meyer et al. 1999; Lampe 1999; Meydani 2001; Piscopo 2009). Cette 
capacité à réduire le risque de maladies chroniques pourrait s’expliquer, au moins en partie, 
par la présence de composés bioactifs exerçant un large éventail d'activités biologiques, 
notamment des effets anti-oxydants et anti-inflammatoires. C’est notamment le cas des 
composés organo-soufrés de l'ail et des oignons, des isothiocyanates dans les légumes 
crucifères, des mono-terpènes des agrumes et des divers groupes de polyphénols (le 
resvératrol du raisin, les lycopènes des tomates, les catéchines du thé, les anthocyanes des 
fruits rouges, etc.) (Kris-Etherton, Hecker et al. 2002; Edwards 2005; Venkatesan, 
Punithavathi et al. 2007; Rao and Snyder 2010).  

La présente revue décrit le potentiel de la grenade et de ses principaux constituants 
bioactifs pour la prévention des maladies chroniques majeures, fruit pour lequel le dossier 
scientifique s’est étoffé particulièrement ces dernières années. La grenade, avec le chocolat 
noir, le thé vert et la myrtille, apparait effectivement comme un des fruits les plus riches en 
antioxydants. Avec plus de 600 publications sur le sujet, nous nous attacherons plus 
particulièrement à décrire les mécanismes d’action responsables de leurs propriétés anti-
oxydatives et anti-inflammatoires.   

 

 

La grenade, une composition unique  

Dans un souci de lisibilité, cette partie ayant déjà été traitée, ce paragraphe a été 
volontairement enlevé (le manuscrit complet se trouve en Annexe 2) 
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Propriétés fonctionnelles de la grenade  

Bien que la grenade soit traditionnellement utilisée dans l’alimentation courante de 
nombreux pays, les études scientifiques relatives à son potentiel santé sont récentes. 
Néanmoins, il est évident qu’en raison de ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, 
la grenade représente un candidat potentiel dans le cadre du développement de nouvelles 
stratégies préventives de l’apparition des grandes pathologies associées au vieillissement. Les 
effets bénéfiques de la grenade ont ainsi été investigués à grande échelle tant dans les modèles 
in-vitro qu’in-vivo, cependant les études chez l’homme restent peu nombreuses.  

 

Biodisponibilité et toxicité des principaux constituants de la grenade 

Les anthocyanes, composants majoritaires, sont absorbés sous leur forme intacte 
glycosylée et sont détectées dans le plasma et l’urine chez l’homme et l’animal (Wang, Zou et 
al. 2011). Seule une petite partie de la quantité ingérée est excrétée suggérant que ces 
molécules sont métabolisées (Wu, Cao et al. 2002; Talavera, Felgines et al. 2003). Par 
exemple, l’acide protocatéchique est un métabolite de la cyanidine-3-O-glucoside et 
représente environ 73% de la quantité de cyanidine-3-O-glucoside ingérée (Vitaglione, 
Donnarumma et al. 2007).  

Les ellagitannins sont peu absorbés au niveau stomacal et dans l’intestin grêle, ils sont 
convertis en acide ellagique au niveau du colon par la microflore bactérienne. En revanche, ils 
sont largement métabolisés par la microflore bactérienne dans le lumen intestinal pour 
produire des urolithines (principalement les formes A et B) (Espin, Gonzalez-Barrio et al. 
2007; Gonzalez-Sarrias, Gimenez-Bastida et al. 2010; Larrosa, Gonzalez-Sarrias et al. 2010; 
Gimenez-Bastida, Larrosa et al. 2012). Concernant leur toxicité, une administration orale de 
punicalagine à hauteur de 180 mg/kg/jour, pendant 90 jours, chez le rat suggère que cette dose 
est sans effet toxique observable (NOAEL) (Patel, Dadhaniya et al. 2008). 

Selon les travaux de Tsuzuki et al. (Tsuzuki, Kawakami et al. 2006), l’acide punicique 
serait absorbé par l’intestin et rapidement converti en acide gras conjugué de l’acide 
linoléique (CLA), l’isoforme 9cis, 11 trans (Yuan, Sinclair et al. 2009). D’autres études in-
vivo de toxicité ont montré que la dose maximale d’huile de pépins ingérée dépourvue d’effet 
toxique observable (NOAEL) est de 5% d’huile soit 4,3 g PSO/kg/jours (Meerts, Verspeek-
Rip et al. 2009; Yuan, Sinclair et al. 2009). 

Par conséquent, la composition unique de la grenade, ainsi que l’absence d’effets 
délétères liés à sa consommation, font donc de la grenade un candidat intéressant pour 
l’exploration de nouvelles stratégies (nutritionnelles) pour prévenir le développement des 
maladies chroniques. 
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Actions spécifiques sur l’inflammation 

Comme mentionné précédemment, l’installation d’un statut inflammatoire à bas bruit 
est associée au développement des maladies chroniques et des principales pathologies liées au 
vieillissement. Dans ce cadre, la grenade et ses molécules bioactives sont susceptibles d’agir 
directement sur les mécanismes spécifiques responsables de telles perturbations métaboliques. 
La littérature décrit notamment la modulation de l’activité des médiateurs responsables de 
l’établissement et de la progression de l’inflammation tels que les cytokines (TNFα, IL-6, IL-
1), les chimiokines (IL-8), les dérivés lipidiques, (prostaglandines, leukotriènes) (Lansky and 
Newman 2007), les récepteurs (TNFR, TLR) et certaines enzymes (COX, MMP, PLA2) 
(Figure 4) (Lansky and Newman 2007; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 2010; Ismail, 
Sestili et al. 2012). 

Modulation des principales voies de signalisation impliquées dans les processus 
inflammatoires  

La figure 4 décrit les 2 principales voies de signalisation cellulaires responsables de la 
production des médiateurs de l’inflammation. La liaison de ces agents inflammatoires à leurs 
récepteurs respectifs aboutit principalement à l’activation des principales voies 
inflammatoires : AP-1 (activator protein 1), NFκB (nuclear factor-kappa B) ou le dimère 
p50/p65). Ces deux facteurs de transcription stimulent l'expression des cytokines pro-
inflammatoires, des chimiokines, des enzymes et propagent ainsi l'inflammation. Leur 
activation repose sur des cascades de signalisations, mettant en jeu des facteurs 
intracellulaires intermédiaires et particulièrement des kinases (Beck, Vanden Berghe et al. 
2009). La grenade et ses dérivés (jus, huile de pépins, extrait, tannins, punicalagine, acide 
punicique) sont susceptibles d’inhiber de la voie NFκB (Ismail, Sestili et al. 2012), considérée 
comme un régulateur central de la transcription de nombreux gènes pro-inflammatoires. Les 
produits issus de la grenade pourraient effectivement bloquer la phosphorylation d’IKKβ, 
d’IKKα, d’IκB et de p65 (Lansky and Newman 2007; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 
2010) et donc inhiber l’activation de NFκB et par conséquent, empêcher l’expression et la 
production des cytokines inflammatoires IL1-β, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23 et TNFα (Hayden 
and Ghosh 2008; Shih, Tsui et al. 2011; Ismail, Sestili et al. 2012). De plus, les produits issus 
de la grenade auraient également les capacités d’inhiber la phosphorylation et donc 
l’activation des Mitogen-activated protein kinase (MAPK) : ERK1/2, JNK et p38 (Figure4) 
(Lansky and Newman 2007; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 2010) conduisant à 
l’activation du facteur de transcription AP-1. La grenade empêcherait donc la transcription de 
gènes cibles d’AP-1 impliqués dans la prolifération cellulaire, la différenciation, l'apoptose et 
l’inflammation (Kyriakis and Avruch 2012). Il est important de noter que ce potentiel de 
régulation de la grenade sur ces voies de signalisations ce qui suggère un effet bénéfique 
global sur le statut inflammatoire, ces effets sont décrits un grand nombre de types 
cellulaires : cellules endothéliales vasculaires (Schubert, Neeman et al. 2002), cellules 
microgliales (BV2) (Jung, Kim et al. 2006), enterocytes (CaCo2) (Romier-Crouzet, Van De 
Walle et al. 2009; Coursodon-Boyiddle, Snarrenberg et al. 2012; Hollebeeck, Winand et al. 
2012), adipocytes (3T3-L1) (Hontecillas, O'Shea et al. 2009), chondrocytes (Ahmed, Wang et 
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al. 2005; Shukla, Gupta et al. 2008; Rasheed, Akhtar et al. 2010) , granulocytes basophiles 
(KU812) (Rasheed, Akhtar et al. 2009), kératinocytes (Afaq, Malik et al. 2005) (Khan, Syed 
et al. 2012), monocytes (THP-1) (Dell'agli, Galli et al. 2010) et des cellules issues de 
différents types de cancer : du colon (HT-29) (Adams, Seeram et al. 2006) (Gonzalez-Sarrias, 
Larrosa et al. 2010) (Rosillo, Sanchez-Hidalgo et al. 2012), du sein (Khan, Gorin et al. 2009), 
du foie (Bishayee, Thoppil et al. 2012). Ces données sont corroborées par les résultats 
d’études sur modèle animaux et d’investigations cliniques qui montrent que la consommation 
de grenade ou de ses dérivés entraine une modulation des taux circulants des biomarqueurs de 
l’inflammation (Schubert, Lansky et al. 1999; Sastravaha, Gassmann et al. 2005; Shukla, 
Gupta et al. 2008; Asghari, Sheikholeslami et al. 2012). 

 

Potentiel antioxydant et action sur les mécanismes redox 

L’activité antioxydante de la grenade a fait l’objet de nombreux travaux scientifiques 
(Schubert, Lansky et al. 1999; Ricci, Giamperi et al. 2006; Hajimahmoodi, Oveisi et al. 2008; 
Bialonska, Kasimsetty et al. 2009; Pande and Akoh 2009; Zaouay, Mena et al. 2012), la 
plupart menés aussi bien in-vivo qu’in-vitro. Comparativement à d’autres boissons telles que 
les jus de pomme, de myrtille, de canneberge, de raisin ou le vin rouge, le jus de grenade 
aurait un indice antioxydant supérieur de 20 % (Seeram, Aviram et al. 2008). Ce potentiel 
résulte très probablement de la diversité des composés phénoliques présents dans le fruit 
comme la punicalagine, l’acide ellagique, les anthocyanes (delphinidine, la cyanidine et 
pélargonidine 3-glucosydes, et 3,5-diglucosydes). Ces molécules sont effectivement connues 
pour leur capacité à piéger les radicaux libres et à inhiber l’oxydation lipidique in-vitro (Gil, 
Tomas-Barberan et al. 2000; Noda, Kaneyuki et al. 2002; Singh, Chidambara Murthy et al. 
2002; Kaur, Jabbar et al. 2006). La punicalagine (surtout concentrée dans la peau du fruit) 
possède la capacité anti-oxydante la plus élevée (Tzulker, Glazer et al. 2007).  

D’un point de vue mécanistique, l’établissement d’un stress oxydant est multi-
factoriel. Il résulte, en effet, de l’équilibre de la balance pro/anti-oxydative de l’organisme 
(Figure 5). Une production trop importante d’espèces oxygénées réactives (ROS reactive 
oxygene species) est toxique pour l’intégrité cellulaire, elles réagissent, dans l’environnement 
où elles sont produites, avec toute une série de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN, 
glucose,..), et sont impliquées dans le développement de diverses pathologies. Ainsi, les 
systèmes de défense contre les radicaux libres induits par un tel stress associent des 
mécanismes de prévention, des phénomènes de réparation, des processus physiques et des 
défenses antioxydantes. Les défenses antioxydantes enzymatiques comprennent la superoxyde 
dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx), la catalase (CAT) (Valko, Leibfritz et al. 
2007). Or il est décrit sur lors d’études in-vitro et ex-vivo sur différents types cellulaires, ainsi 
que dans le cadre d’études pré-cliniques, que la grenade et certains de ses constituants 
contribuent à augmenter l’expression, la production et l’activité de ces enzymes de défense 
vis-à-vis d’un stress oxydant (Figure 5) (Chidambara Murthy, Jayaprakasha et al. 2002; 
Sudheesh and Vijayalakshmi 2005; Kaur, Jabbar et al. 2006; Saha, Dasgupta et al. 2012). La 
grenade pourrait ainsi contribuer à maintenir et à améliorer le système cellulaire de défense 
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contre les ROS (Reactive oxygen species). D’autre part, la génération excessive de ROS peut 
se traduire par une altération des phospholipides et des protéines, conduisant à la 
peroxydation et à l’oxydation des groupements thiols. Or la peroxydation lipidique et la 
formation de LDL oxydées sont fortement associés au développement de l’athérosclérose 
(Valko, Leibfritz et al. 2007). Certaines études ciblant les effets de la grenade décrivent sa 
capacité à inhiber cette peroxydation lipidique, en réduisant les niveaux de lipides et de LDL 
peroxydés (dans les milieux de culture ou au niveau plasmatique chez l’animal et l’homme), 
en augmentant l’expression, la synthèse et l’activité de la paraoxonase (hydrolyse des lipides 
péroxydés) (Kaplan, Hayek et al. 2001; Aviram, Dornfeld et al. 2002; de Nigris, Williams-
Ignarro et al. 2006; Rosenblat, Volkova et al. 2010; Shema-Didi, Sela et al. 2012). Les 
espèces réactives de l'oxygène (ROS) jouent également un rôle important dans l’établissement 
des pathologies chroniques liées au vieillissement en tant que médiateurs régulant les 
processus de signalisation comme, par exemple, les cascades de signalisation des MAPK, 
l’activation des facteurs de transcription NFκB et AP-1 (Droge 2002). La grenade aurait 
effectivement le potentiel d’inhiber ces voies de signalisation, comme décrit dans le 
paragraphe précédent sur l’inflammation. Les effets anti-inflammatoires de la grenade 
pourraient ainsi être en partie médiés par ses propriétés antioxydantes. 

 

 

Bases conceptuelles de l’utilisation de la grenade comme moyen de prévention des 
maladies chronique 

Maladies cardiovasculaires  

L’augmentation de l’agrégation des plaquettes et des altérations de la fonction 
endothéliale contribuent majoritairement au développement des maladies cardiovasculaires 
(MCV). De nombreux facteurs ont un impact négatif sur cet endothélium, comme la 
dyslipidémie, l'hypertension, le diabète de type 2, le tabagisme, le vieillissement, l'inactivité 
physique, l'inflammation systémique et la résistance à l'insuline (Chong, Macdonald et al. 
2010). En complément des recommandations en terme d’activité physique classiquement 
prodiguées, la contribution potentielle des substances phytochimiques bioactives présentes 
dans l’alimentation est actuellement considérée. Ainsi les approches épidémiologiques 
révèlent que la consommation de grenade est associée à une réduction de l’incidence des 
pathologies cardiaques telles que l’athérosclérose, l’hypertension et l’ischémie/reperfusion. Il 
est supposé que cette protection serait due à sa capacité à inhiber l’oxydation des LDL et la 
formation des cellules spumeuses (Basu and Penugonda 2009; Edeas 2010). En effet, comme 
le montre le tableau 1 regroupant les études cliniques et précliniques majeures sur le sujet, la 
consommation de produits issus de la grenade limite l’apparition des lésions 
athérosclérotiques, inhibe l’oxydation lipidique, réduit le taux de lipides sériques et diminue 
l’élévation de la pression artérielle.  
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Cancers 

Le développement cancéreux est un processus fortement influencé par un certain 
nombre de variables telles que l'âge, les habitudes alimentaires et l'équilibre hormonal (Syed, 
Afaq et al. 2007). Parce que les options visant à minimiser les effets secondaires des 
traitements pour les cancers restent insuffisantes, le développement d'approches 
nutritionnelles efficaces semble être une stratégie prometteuse. Plusieurs études menées pour 
évaluer l'efficacité d’extraits de grenade sur diverses lignées cellulaires cancéreuses révèlent 
un effet anti-prolifératif, anti-invasif et pro-apoptotique (Adhami, Khan et al. 2009). Le 
potentiel de la grenade et de ses composés sur le développement de plusieurs types de cancers 
(prostate, colon, leucémie, langue et peau) a également été étudié chez l’animal, et chez 
l’homme uniquement pour le cancer de la prostate. Le tableau 2 regroupe et résume les 
principaux résultats des études précliniques et cliniques réalisées et tend à démontrer que la 
grenade, son jus, les extraits du fruit ou de la peau et l’huile de pépins, sont dotés de vertus 
anti-carcinogènes. En effet, la plupart décrivent qu’une administration de grenade, quelque 
soit la partie, diminuerait l’incidence et la taille des tumeurs étudiées, s’expliquant notamment 
par des mécanismes antioxydants et anti-inflammatoires.  

Obésité, diabète de type 2 et syndrome métabolique 

L’incidence de l'obésité, du diabète de type 2, et du syndrome métabolique qui en 
résulte, connait une croissance rapide au sein des populations, dans un grand nombre de pays 
occidentaux. Ces 3 pathologies sont caractérisées par une inflammatoire chronique 
systémique et un stress oxydant élevé. Leur développement est généralement associé à une 
hyperlipidémie, une hyperglycémie, une insulino-résistance (diabète de type 2) et à certaines 
complications cardio-vasculaires (Al-Muammar and Khan 2012). Les stratégies de prévention 
et de traitement classiques pour ces syndromes sont souvent associées à des effets 
secondaires. C’est pourquoi, les démarches nutritionnelles sont de plus en plus encouragées 
dans le cadre de prises en charge préventives (Devalaraja, Jain et al. 2011). En ce qui 
concerne la grenade, les études scientifiques sur le sujet ont d’ores et déjà démontré le 
potentiel de ce fruit pour diminuer la prévalence de l’obésité, du diabète de type 2 et du 
syndrome métabolique chez l’animal (Medjakovic and Jungbauer 2012). Le tableau 3 
regroupe les principales études in-vivo et cliniques démontrant l’impact du fruit sur ces cibles 
biologiques. De fait, la grenade présente une action hypoglycémiante. Elle est également 
susceptible d’améliorer la sensibilité à l'insuline et le profil lipidique circulant.  

Autres effets santé 

Outre ses effets sur les maladies chroniques décrits précédemment, la grenade suscite 
un grand intérêt au sein de toutes les disciplines de recherches à vocation santé. En effet, 
l’étude du potentiel des produits dérivés de ce fruit est déclinée pour un grand nombre de 
pathologies et d’affections. 

-Pathologies ostéoarticulaires. Quelques études ont montré le rôle préventif de la 
grenade, notamment dans le développement de l’ostéoarthrite. Chez la souris, la 
consommation de jus préviendrait les dommages chondrocytaires visibles en histologie liés au 
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développement de la pathologie (Hadipour-Jahromy and Mozaffari-Kermani 2010). Il a 
également été décrit qu’un extrait de grenade riche en ellagitannins est capable d’inhiber 
l’installation d’une arthrite rhumatoïde, en diminuant l’infiltration de macrophages et donc la 
dégradation du cartilage chez la souris (Shukla, Gupta et al. 2006; Shukla, Gupta et al. 2008). 
Chez l’homme, une réduction du statut oxydant sérique a été rapportée chez des patients, 
après consommation de grenade (Balbir-Gurman, Fuhrman et al. 2011).  

- L’ostéoporose, principale pathologie du squelette, est caractérisée par une 
déminéralisation et une détérioration de la micro-architecture de l’os. Mori-Okamoto et ses 
collaborateurs ont démontré qu’un extrait de grenade (pépins + jus) prévenait la 
déminéralisation, la réduction du volume osseux et du nombre de trabécules osseuses chez la 
souris ovariectomisée, modèle classique de l’ostéoporose postménopausique (Mori-Okamoto, 
Otawara-Hamamoto et al. 2004). De plus, une étude in vitro sur la lignée ostéoblastique 
MC3T3-E1, suggère une stimulation de la croissance osseuse, via une induction de l’activité 
ALP et une réduction simultanée du stress oxydant et de l’inflammation, après incubation en 
présence d’un extrait éthanolique de grenade (Kim and Choi 2009).  

- Les pathologies parodontales sont des affections inflammatoires buccales associées à 
un développement viral, bactérien et/ou fongique, consécutif à une mauvaise hygiène 
buccodentaire. L’application de préparations à base de grenade s’est révélée efficace pour 
réduire la plaque dentaire (Menezes, Cordeiro et al. 2006), la gingivite (DiSilvestro and 
DiSilvestro 2009), la parodontite (Sastravaha, Yotnuengnit et al. 2003; Sastravaha, Gassmann 
et al. 2005) et la stomatite prothétique (Vasconcelos, Sampaio et al. 2003). 

- Les affections dermiques : La grenade est dotée de vertus intéressantes pour la 
réparation tissulaire après exposition aux radiations UV (Hayouni, Miled et al. 2011), ainsi 
que sur la régulation de la pigmentation/dépigmentation de la peau (Afaq, Malik et al. 2005; 
Kasai, Yoshimura et al. 2006; Afaq, Khan et al. 2010) (Yoshimura, Watanabe et al. 2005).  

- Les infections bactériennes : les propriétés antimicrobiennes, antifongiques, anti 
psalmodiques de dérivés de la grenade ont été étudiées in-vitro. Ces travaux ont permis de 
mettre en exergue des effets bénéfiques sur les organismes pathogéniques tels que 
Escherichia coli entéro-hémorragique (Voravuthikunchai, Lortheeranuwat et al. 2004) ou le 
virus de la grippe (Haidari, Ali et al. 2009). Cependant l’extrapolation de ces données 
obtenues in-vitro à des modèles animaux reste à démontrer avant de pouvoir initier des études 
chez l’homme. 

D’autres travaux ont été entrepris sur la maladie d’Alzheimer (Hartman, Shah et al. 
2006), la neuroprotection néonatale (Loren, Seeram et al. 2005), la fonction immunitaire 
(Yamasaki, Kitagawa et al. 2006), la dysfonction érectile (Azadzoi, Schulman et al. 2005). 
Cependant les résultats très préliminaires nécessitent d’être approfondis et validés.  
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Conclusion 

Le potentiel santé de la grenade suscite actuellement un grand intérêt scientifique et un 
engouement certain auprès des consommateurs. En effet, sa richesse particulière en 
micronutriments dotés de propriétés particulières lui confère un potentiel avéré dans les 
stratégies de prévention du développement des principales maladies chroniques. Cette fruit, au 
cœur des traditions, a fait l’objet d’un grand nombre d’utilisations empiriques dans le 
domaine médical depuis près de 3000 ans (traitement du diabète, de la diarrhée, des aphtes 
buccaux, de la parodontite et des ulcères). (Fuentes and Exposito 1995; Gracious Ross, 
Selvasubramanian et al. 2001; Kim, Mehta et al. 2002; Murthy, Reddy et al. 2004; Lansky 
and Newman 2007). Malgré l’avancée des connaissances, les scientifiques tentent 
actuellement d’élucider les mécanismes impliqués dans les effets biologiques de ce fruit ou de 
ses constituants, dans le cadre d’une démarche de recherche translationnelle. Les études 
convergent vers le concept selon lequel le potentiel de ce fruit exceptionnel serait du à sa 
composition en punicalagine et en acide punicique, et surtout à son potentiel anti-oxydant et 
anti-inflammatoire. Toutefois, les résultats obtenus sur des modèles animaux ou des 
investigations in vitro doivent être validés par des études de grande envergure chez l’Homme.  

 

Ce travail est le résultat d’une collaboration entre l’unité de l’UMR 1019, Unité de 
Nutrition Humaine, INRA (Clermont-Ferrand – France) et l’entreprise GREENTECH  SA  
(Saint-Beauzire – France) 

 

Conflit d’intérêt : Le présent travail ne fait l’objet d’aucun conflit d’intérêt. 
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Tableau 1 : Effet de la grenade et des produits issus du fruit sur des cibles 
biologiques potentiellement impliquée dans les maladies cardiovasculaires : principales études 
in-vivo et chez l’homme. 

Auteur, Année Modèle et durée de 
l’étude Traitement Résultats 

ETUDES CHEZ L’HOMME 

(Lynn, Hamadeh et al. 
2012) 

Patients sains  
(n=51) 4 semaines 

Jus 
330mL/j � Pression sanguine  

(Hashemi, Kelishadi 
et al. 2010) 

Syndrome métabolique 
(n=30) 4 semaines 

Jus 
240mL/j Amélioration de la fonction endothéliale 

(Davidson, Maki et al. 
2009) 

Risque de MCV > 1  
(n=189) 18 mois 

Jus 
240mL/j 

� Lipides peroxydés, TGs/HDL-C, total 
cholestérol/HDL-C et l’apolipoprotéine-B100 

(Sumner, Elliott-Eller 
et al. 2005) 

Ischémie coronarienne 
(n=45) 3 mois 

Jus 
240mL/j � Ischémie myocardique  

(Aviram, Rosenblat et 
al. 2004) 

Athérosclérotiques et 
sténose de la carotide  

(n=10) 1 à 3 ans 

Jus 
50mL/j 

� Épaisseur de l’intima-media, pression 
sanguine  

� Activité PON1 
� Lipides peroxydés � antioxydant sérique 

(Aviram and Dornfeld 
2001) 

Hypertendus  
(n=10) 2 semaines 

Jus 
50mL/j 

� Activité ACE sérique 
� Pression sanguine systolique 

(Aviram, Dornfeld et 
al. 2000) 

Patients sains  
(n=13) 2 semaines 

Jus 
50mL/j 

� Agrégation et rétention des LDL 
� Activité PON1 

ETUDES CHEZ LE RAT 

(Hassanpour Fard, 
Ghule et al. 2011) Cardiotoxicité  Extrait de fruit 

100mg/kg/j 
� CK-MB, LDH 

� GSH 

(Jadeja, Thounaojam 
et al. 2010) 

Nécrose cardiaque 
1 mois 

Jus 
85mg/kg/j 

� Peroxydation lipidique 
� Antioxydants endogènes 

(de Nigris, Balestrieri 
et al. 2007) Obèses Zucker Extrait de fruit Tous les traitements � expression de TSP-1 

Extrait de fruit et jus � TGFβ1 

(Huang, Yang et al. 
2005) 

Obèses Zucker 
6 semaines 

Extrait de fleur 
500mg/kg/j 

� Fibronectine, collagènes 1 et 3, d’ET-1 et A  
� Activation de NF-kB dans les macrophages 

ETUDES CHEZ LA SOURIS 

(Aviram, Volkova et 
al. 2008) 

Athérosclérotiques Ap0E 
3 mois 

Extrait de fruit 
200µg/j 

� Surface des lésions athérosclérotiques 
� Peroxydes macrophagiques 

� Activité PON2 

(Rosenblat, Volkova 
et al. 2006) 

Athérosclérotiques Ap0E 
3 mois 

Peau 
17-51 µg pp/j 

� Taille des lésions athérosclérotiques 
� Stress oxydatif et ox-LDL des macrophages 

(de Nigris, Williams-
Ignarro et al. 2005) Hypercholestérolémiques Jus � Zones athérosclérotiques 

� Progression de l’athérosclérose 

(Kaplan, Hayek et al. 
2001) 

Athérosclérotiques Ap0E 
2 mois Jus � Taille des lésions athérosclérotiques 

� Activité PON2 et � ox-LDL macrophagiques 

ABBREVIATIONS:  
ACE: angiotensin converting enzyme, CK-NB: créatine kinase-MB isoenzyme , ET: Endotheline, GSH; glutathion 

réductase, HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol, LDH: lactate déshydrogénase, LDL : low-density 
lipoprotein, MCV: maladie cardiovasculaire, NF-kB ; nuclear factor-kappa B, ox-LDL: oxidized-LDL, PON2: 

paraoxonase 2, TG: triglycérides, TGFβ1 : Transforming growth factor beta 1, TSP-1: thrombospondine-1 
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Tableau 2 : Principales études scientifiques chez l’animal et l’homme du potentiel de 
la grenade et des produits issus du fruit sur les différentes formes de cancer.  

Auteur, Année Modèle et durée de 
l’étude Traitement Résultats 

PROSTATE 
(Paller, Ye et al. 

2012) 
HOMMES (n=104) 

18 mois 
Extrait de fruit 

1 à 3g/j � Temps de doublement du PSA  

(Pantuck, 
Zomorodian et al. 

2006) 

HOMMES (n=46) 
15 à 54 mois 

Jus de grenade 
250mL/j 

� Capacités antioxydante et antiproliférative du 
plasma 

(Adhami, Siddiqui 
et al. 2012) 

SOURIS 
28 semaines 

Extrait de fruit 
0,1 ou 0,2% 

� Incidence de tumeur � Voie de signalisation 
IGF-1/Akt/mTOR 

(Sartippour, 
Seeram et al. 2008) SOURIS 

Xénogreffe  
4 semaines 

Extrait de peau 

� Taille des greffes, densité des vaisseaux, niveau 
de peptide VEGF et expression d’HIF-1 

(Seeram, Aronson 
et al. 2007) 

� Taille des greffes 
� Quantité d’acide ellagique dans la xénogreffe 

COLON 

(Waly, Ali et al. 
2012) 

RATS 
6 semaines Extrait de peau � Incidence de cryptes aberrantes 

� Indicateurs du stress oxydant 

(Boateng, Verghese 
et al. 2007) 

RATS 
10 semaines 

Jus de grenade 
20% dans l’eau 

� Incidence de cryptes aberrantes 
� Activité GST hépatique 

(Kohno, Suzuki et 
al. 2004) 

RATS 
32 semaines 

Huile 
0,01 à 1% 

� Incidence de cryptes aberrantes 
� Multiplicité des adénocarcinomes 

CARCINOME HÉPATOCELLULAIRE 

(Bishayee, Thoppil 
et al. 2012) 

RATS 
22 semaines 

Extrait de fruit 
1 à 10 g/kg/j 

� Marqueurs et signalisation de l’inflammation 
� Signalisation redox Nrf-2 

(Bishayee, Bhatia 
et al. 2011) 

RATS 
22 semaines 

Extrait de fruit 
1 à 10 g/kg/j 

� Incidence, nombre, taille et volume des nodules 
� Oxydation des lipides et protéines hépatiques 

LANGUE 

(Khan, Afaq et al. 
2007) 

SOURIS 
20 semaines Extrait de fruit � Incidence et taille des tumeurs 

Inhibition de la voie de signalisation NF-kB 

PEAU 

(George, Singh et 
al. 2011) 

SOURIS 
18 semaines 

Extrait de fruit 
10% 

� Incidence et volume des tumeurs 
� Voies de signalisation ERK1/2 et NF-kB 

(Afaq, Khan et al. 
2010) 

SOURIS 
2 semaines 

Extrait de fruit 
0,2% dans l’eau 

� Hyperplasie, infiltration leucocytaire, 
peroxydation lipidique, stress oxydant, … 

� Voie de signalisation NF-kB 

(Afaq, Malik et al. 
2005) SOURIS Extrait de fruit 

2mg/j en cutané 

� Nombre de tumeurs 
� Hyperplasie, activité ODC 
� Voie de signalisation NF-kB 

(Hora, Maydew et 
al. 2003) SOURIS Huile 

5% d’une crème 
� Incidence et volume des tumeurs 

�Activité ODC 

ABBREVIATIONS :  
GST : glutathion-S-transférase, HIF-1 : hypoxia-inducible factor-1, NF-kB ; nuclear factor-kappa B, ODC : 
ornithine decarboxylase, Nrf2 : nuclear factor E2-related factor 2, PSA : antigène spécifique de la prostate, 

VEGF : vascular endothelial growth factor 
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Tableau 3 : Potentiel biologique de la consommation de grenade et de ses dérivés 
dans le cadre de la problématique de l’obésité et du diabète de type 2 : études cliniques et 
précliniques. 

Auteur, Année Modèle et durée 
de l’étude Traitement Résultats 

ETUDES CHEZ L’HOMME 
(Asghari, Sheikholeslami 

et al. 2012) 
Dyslipidémiques 
(51) 4 semaines 

Huile 
400mg/j � TNF-α sérique 

(Gonzalez-Ortiz, 
Martinez-Abundis et al. 

2011) 

Obèses  
(10) 1 mois 

Jus 
120mL/j � Poids corporel, masse grasse  

(Fuhrman, Volkova et al. 
2010) 

Diabétiques 
(6) 4semaines 

Jus concentré 
50mL/j � Liaison de rePON1 aux HDL non oxydées 

(Mirmiran, Fazeli et al. 
2010) 

Hyperlipidémiques 
(51) 4 semaines 

Huile 
400mg 2x/ jour � TG, TG/HDL-c 

(Rock, Rosenblat et al. 
2008) 

Diabétiques 
(30) 4 semaines 

Jus (50mL/j) 
Extrait (5mL/j) 

� Stress oxydant sérique 
� Liaison de rePON1 aux HDL, activité lactonase 

(Rosenblat, Hayek et al. 
2006) 

Diabétiques 
(20) 3 mois 

Jus 
50mL/j 

� Lipides peroxydés sériques 
� Glutathion et � Ox-LDL macrophagiques 

(Esmaillzadeh, Tahbaz et 
al. 2004) 

Diabétiques  
(22) 8 semaines 

Jus concentré 
40g/j � TG, LDL-c, LDL-C/HDL-c, TC/HDL-C 

ETUDES CHEZ LE RAT 

(Bagri, Ali et al. 2009) Diabétiques 
3 semaines 

Extrait de fleurs 
250-500mg/j 

� CT, TG, GLC, LDL-C sériques 
� Péroxydation lipidique dans les tissus 

(Xu, Zhu et al. 2009) Obèses Zucker 
6 semaines 

Extrait de fleurs 
500mg/kg/j 

� TG et gouttelettes lipidiques hépatiques 
� Expression PPARα, CPT1, ACO et  � SDC-1 

(Huang, Peng et al. 
2005) 

Obèses Zucker 
6 semaines 

Extrait de fleurs 
500mg/kg/j 

� TG, CT, AG plasmatiques 
� Expression PPARα, CPT1, ACO, AMPK 

(Huang, Peng et al. 
2005) 

Obèses Zucker 
6 semaines 

Extrait de fleurs 
500mg/kg/j � Expression PPARγ et GLUT-4 

(Arao, Wang et al. 2004) Obèses OLETF 
2 semaines 

Huile 
1% du régime � TG et AGMI hépatiques 

ETUDES CHEZ LA SOURIS 

(Vroegrijk, van Diepen 
et al. 2011) 

Obèses (HFD) 
12 semaines 

Huile 
1% du régime 

� Poids corporel, masse grasse 
Amélioration de la sensibilité à l’insuline  

(McFarlin, Strohacker et 
al. 2009) 

Diabétiques (CD1) 
14 semaines 

Huile 
61,79 mg/j 

� Poids corporel, masse grasse 
� Leptine et � adiponectine  plasmatiques 

(Lei, Zhang et al. 2007) Obèses (HFD) 
5 semaines 

Extrait de feuilles 
400-800mg/kg/j 

� Poids corporel, prise alimentaire, masse grasse 
� TC, TG, GLC, TC/HDL-C sériques 

ABBREVIATIONS:  
AMPK: AMP activated proteine kinase, ACO: acylCoA oxydase, AG: acides gras, AGMI: acide gras 

monoinsaturé, CPT1: carnitine-palmitoyltransferase-1, GLC: glucose, GLUT-4: glucose transporter 4, HDL-C: high-
density lipoprotein cholesterol, HFD: high-fat diet, LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol, ox-LDL: oxidized 

LDL, PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor, rePON1: recombinant paraoxonase-1, SCD -1: Stearoyl-CoA 
desaturase-1, CT: cholestérol total, TG: triglycérides, TNF-α : tumor necrosis factor α 
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Figure 1: Principaux facteurs de risque et conséquences impliqués dans le 
développement des maladies chromiques majeures  
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Figure 4 : Schéma simplifié des deux principales cascades de signalisation cellulaires 
activées lors de l’induction d’un stress inflammatoire : NFκB et MAPK, et effet de la 
consommation de grenade sur les membres de ces voies de signalisation (Inhibition : ). 

La voie de transduction du signal MAPK est initiée par un stimulus inflammatoire et 
conduit à une modification de l’expression du gène et par conséquent une réponse biologique. 
Les trois principales MAPK de cette cascade sont ERK1/2, p38 et JNK. Une fois 
phosphorylées par les MAPKK, elles vont activer une large gamme de substrats, y compris les 
facteurs de transcription comme ATF2 ou AP-1. La voie classique d’activation de NF-kB, 
illustrée ici, montre l’induction d’une réaction inflammatoire par le biais de l’hétérodimère 
p50/p65. Ce dimère est maintenus inactif par une famille d’inhibiteurs appelés IκB. La 
signalisation consécutive à la liaison d’un stimulus inflammatoire à son récepteur conduit à 
l’activation du complexe IKKαβγ qui phosphoryle complexe IκB. La phosphorylation d’IκB 
aboutit à sa dégradation par la voie de l’ubiquitine/protéasome, de la sorte que le dimère 
p50/p65 est libéré et se transloque vers le noyau pour jouer son rôle de facteur de 
transcription. L’activation de ces 2 voies de signalisation conduit à l’activation de la 
transcription de nombreux gènes, notamment ceux des principaux médiateurs pro-
inflammatoires. Abréviations : (AP-1) activator protein 1; (ATF2) activating transcription 
factor 2; (ERK1/2) Extracellular signal-regulated kinases ½; (IκB) inhibitor of kappa B ; 
(IKK) IκB kinase; (IL-1) interleukin-1; (JNK) c-Jun N-terminal kinases; (MAPK) Mitogen-
activated protein kinase; (MAPKK) MAPK kinase ; (MAPKKK) MAPK kinase kinase ; (MEF) 
myocyte-specific enhancer factor; (NF-kB) nuclear factor-kappa B; (p38) p38 MAPK; (TCF) 
Transcription factor ; (TNFα) tumour necrosis factor α.  
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Figure 5 : Sources des principaux agents pro et antioxydants conduisant à l’altération de 
l’équilibre de la balance oxydante et à la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

et effets de la grenade sur ces agents (Activation : ). 
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33..    OOBBJJEECCTTIIFFSS  EETT  CCAARRAACCTTEERREE  NNOOVVAATTEEUURR  DDUU  PPRROOJJEETT  

DDEE  RREECCHHEERRCCHHEE  
 

C’est dans le contexte précédemment détaillé que nous nous sommes intéressés aux 

effets potentiels de la grenade sur la biologie osseuse. En effet, ce « superfruit » est 

actuellement sur le « devant de la scène » car il suscite l’engouement des médias et des 

industriels de l’agroalimentaire. En outre, les avantages nutritionnels et pharmacologiques 

de la grenade font l’objet d’intérêts scientifiques croissants (Johanningsmeier and Harris 

2011). Il ressort de ces travaux que les vertus santé de la grenade seraient principalement 

liées à ses fortes capacités anti-inflammatoires et antioxydantes, les processus oxydants et 

inflammatoires étant l’un des principaux facteurs étiologiques impliqués dans la 

pathogénèse de la plupart des maladies chroniques, notamment l’ostéoporose. C’est donc 

tout naturellement que nous nous sommes interrogés sur l’éventuel potentiel de la 

grenade dans le cadre de la prise en charge de la santé osseuse.  

L’objectif du présent travail a été de sélectionner et d’extraire plusieurs catégories de 

molécules présentes dans la grenade, présumées potentiellement intéressantes car 

médiatrices des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires du fruit. 

Ensuite, dans le cadre d’une approche intégrée, les effets du fruit et de ses extraits sur la 

biologie osseuse ont été évalués sur un modèle préclinique d’ostéoporose post-

ménopausique. Ces études ont été complétées par une approche ex-vivo, afin d’appréhender 

les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués, pour pouvoir à terme éventuellement 

élaborer et concevoir de nouvelles stratégies nutritionnelles innovantes, pertinentes et 

sécurisées de prévention de l’ostéoporose.  

 

Plus précisément, cette thèse a été initiée par une étude bibliographique de façon à 

étudier la composition précise si particulière de ce fruit, et d’établir une cartographie des 

potentiels effets santé de la grenade décrits par la communauté scientifique. Ceci a permis 

d’identifier les mécanismes d’actions attribués, dans les divers domaines de la santé. Cette 

analyse, la plus exhaustive que possible, a fait l’objet de l’écriture d’une revue de la 

littérature : « Rôle de la grenade dans la prévention des maladies chroniques ». Ce travail a 

permis d’extrapoler les voies mécanistiques décrites pouvant être retranscrites dans le 

contexte osseux et de cibler les extraits à produire. 
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Figure 21 : Hypothèses de travail : cibles biologiques visées pour l’étude du potentiel ostéo-
protecteur éventuel de la grenade 

 

Le travail a ensuite consisté à réaliser des extraits pour évaluer leur impact sur la 

biologie osseuse. L’objectif était de cribler les différentes fractions (totum, peau, jus, 

pépins), afin de sélectionner celle(s) qui renferme(nt) les plus grandes quantités de 

molécules d’intérêt (polyphénols, acides gras). Cette étape impliquait de sélectionner la 

variété de grenade, mais aussi de définir les principaux compartiments vecteurs des 

molécules d’intérêt dans le fruit. Les modes opératoires d’extraction et de concentration de 

ces composés ont été optimisés et validés au sein de la société Greentech. Différents types 

d’extraits et de produits issus de la grenade ont ainsi été réalisés pour les études 

d’interventions nutritionnelles ultérieures.  

 

Figure 22 : Caractérisation des compartiments vecteurs de molécules d’intérêts et mise au 
point des conditions pour les extraire 

 

Dans le cadre de l’étude du potentiel ostéo-protecteur de la grenade et d’extraits de 

ses constituants d’intérêt, nous avons privilégié une approche nutritionnelle, basée sur une 

étude d’intervention préclinique. Les effets biologiques de la consommation du fruit dans sa 

globalité (totum), de son jus ou de sa peau ont été testés pour définir la capacité à maintenir 

la structure osseuse dans un modèle murin classique d’ostéopénie. Cette partie du travail a 
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permis, outre la confirmation de notre hypothèse de départ sur la capacité de la grenade à 

préserver la santé osseuse, et d’orienter plus précisément les axes de recherches à 

développer pour la poursuite de l’étude sur les plans cellulaire et mécanistique.  

Premier article (1) : « Pomegranate and its derivatives can improve bone health 

through decreased inflammation and oxidative stress in an animal model of 

postmenopausal osteoporosis ». 

 

Figure 23: Evaluation du potentiel ostéo-protecteur des différentes parties de la grenade 

 

Nous avons ensuite choisi de cibler nos recherches sur les effets spécifiques des 

ellagitannins de la peau de grenade et de son huile de pépins. Ainsi, dans le but de 

déterminer les aspects mécanistiques potentiellement en jeu, nous avons étudié l’impact de 

la consommation de grenade sur la biologie osseuse via une double approche in-vivo / 

ex-vivo. Il s’agissait de tester l’huile de pépins et un extrait de peau concentré en 

ellagitannins, à la fois sur le modèle d’étude préclinique précité et sur des ostéoblastes et 

ostéoclastes en culture, tenant compte des modifications systémiques ainsi que de la 

production des métabolites circulants spécifiques associés à une telle consommation (soit en 

respectant le métabolisme et la biologie de ces micronutriments). Cette dernière partie de 

mon travail a notamment visé à vérifier la cohérence entre les observations in-situ sur le 

modèle animal et le modèle cellulaire ex-vivo et également à identifier les mécanismes 

cellulaires impactés par l’ingestion de ces dérivés de la grenade, afin de clarifier leur mode 

d’action sur le remodelage osseux. 

Deuxième et troisième articles (2 et 3):  

« Pomegranate seed oil prevents bone loss in a mice model of osteoporosis, through 

osteoblastic stimulation, osteoclastic inhibition and decreased inflammatory status ». 
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« Pomegranate peel extract improves bone metabolism in a preclinical mice model 

of postmenopausal osteoporosis and stimulates osteoblastic differentiation in vitro ». 

 

 

Figure 24: La consommation des dérivés de grenade a-t-elle un impact sur les processus 
cellulaires du remodelage et les paramètres physiologiques osseux ? 
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22EEMMEE  PPAARRTTIIEE  ::    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RREESSUULLTTAATTSS  
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11..    TTRRAAVVAAUUXX  SSUURR  LLAA  GGRREENNAADDEE  

EEXXTTRRAACCTTIIOONN  DDEESS  MMOOLLEECCUULLEESS  DD’’IINNTTEERREETT  
 

Face à la diversité et la complexité chimique de la grenade, nous avons choisi d’étudier 

les effets biologiques de ce fruit (sur la cible osseuse), soit en le considérant dans sa globalité, 

soit en ciblant chacun de ses différents constituants (jus, peau, huile), ou encore en 

privilégiant certains de ses constituants, notamment les composés phyto-chimiques 

polyphénoliques.  

 

Nous avons choisi de travailler sur la variété Wonderful. En effet, parmi la diversité à 

notre disposition, il s’agit de celle dont la composition est la mieux décrite et dont les « effets 

santé » sont les plus étudiés (nombre de publications scientifiques : n=129 sur Sciendirect et 

n=11 sur Pubmed). Le travail sur la grenade a donc consisté à cribler les différentes fractions 

(totum, peau, jus, pépins) de la variété Wonderful, afin de sélectionner celle ou celles qui 

renferme(nt) les plus grandes quantités de molécules d’intérêt (polyphénols, polysaccharides 

insolubles). Ces travaux ont permis de définir les principaux compartiments vecteurs des 

molécules d’intérêt dans le fruit. 

 

11..11  EEXXTTRRAAIITT  PPOOLLYYPPHHEENNOOLLIIQQUUEE  DDEE  GGRREENNAADDEE  

 

Il existe de nombreuses méthodes pour extraire les polyphénols de la grenade. Parmi 

les plus classiques, on compte l'extraction par des solvants organiques (méthanol, éthanol, 

acétate d’éthyle …), la distillation, et l'extraction à l'eau. L’analyse comparative de ces 

différents procédés indique que les extractions à base de solvants organiques et d'eau sont 

considérées comme les plus « industrialisables » (coût, faisabilité et rendement) pour 

purifier les composés phénoliques à partir de la grenade, selon un meilleur rendement 

qu’avec le méthanol (Rababah, Banat et al. 2010). Toutefois, les modalités d’extraction des 

polyphénols de la grenade sont assez peu décrites, le but restant cependant 

systématiquement de purifier au maximum ces composés. En général, les auteurs utilisent 

des solvants « non alimentaires » de type acétone, méthanol, acétate d’éthyle, qu’ils 

acidifient dans certains cas. Les données concernant les temps et températures d’extractions 

sont très variables, allant de 20 minutes à température ambiante à 24 heures à 60°C (Noda, 

Kaneyuki et al. 2002; Murthy, Reddy et al. 2004; Li, Guo  et al. 2006; Mirdehghan and Rahemi 

2007; Seeram, Aronson et al. 2007; Tzulker, Glazer et al. 2007; Mousavinejad, Emam-Djomeh 

et al. 2009; Schwartz, Tzulker et al. 2009). Ces techniques sont très pointues, mais les 
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quantités produites sont en générale faibles, elles ne seront donc pas détaillées pour ce 

travail.  

 

 

Dans le présent travail, la contrainte principale était de développer des 

méthodologies d’extraction et de concentration des composés en vue d’applications 

futures dans les domaines de l’agroalimentaire et de la nutraceutique (techniques et 

solvants d’extraction utilisables dans ces domaines d’activité).  

 

 

11..11..11  CCHHOOIIXX  DDEESS  CCOONNDDIITTIIOONNSS  DD’’EEXXTTRRAACCTTIIOONN  DDEESS  PPOOLLYYPPHHEENNOOLLSS  DDEE  LLAA  

GGRREENNAADDEE  

11..11..11..11  CChhooiixx  dduu  ssoollvvaanntt  eett  ddee  llaa  tteemmppéérraattuurree  dd’’eexxttrraaccttiioonn  

Suite à l’analyse des données bibliographiques sur le sujet, une série d’études 

préliminaires a été réalisée dans le but de déterminer et de sélectionner les meilleures 

conditions d’extractions des polyphénols de la grenade. En effet, nous devions définir le type 

de solvant, le ratio solide/liquide (grenade/solvant), le temps et la température qui 

permettraient d’extraire la plus grande quantité de molécules d’intérêt. Ces premiers tests 

ont été mis en œuvre sur une purée de grenade entière. 

Nous nous sommes d’abord concentrés sur le choix du solvant d’extraction. Nous 

avons donc extrait la grenade avec différents types de solvant: eau (H2O), éthanol (EtOH), 

méthanol (MeOH), acétate d’éthyle (AcOEt), dichlorométhane (CH2CL2), toluène et heptane, 

afin d’identifier le plus performant pour l’extraction des polyphénols de la grenade. Les 

conditions expérimentales, choisies grâce aux données de la littérature, étaient les 

suivantes : extraction de 2 heures à température ambiante ou à la température d’ébullition 

des différents solvants (sous reflux), avec une agitation de 800rpm et un ratio 

grenade/solvant de 1/7. Les extraits ont été analysés par une technique qualitative rapide 

utilisant la chromatographie sur couche mince. Les résultats montrent la variabilité 

d’extraction des polyphénols de la grenade en fonction des solvants :  

- Température ambiante : H20> EtOH > MeOH > AcOEt> CH2Cl2> Heptane> Toluène 

- Température d’ébullition : MeOH > EtOH > H20 > AcOEt> CH2Cl2> Toluène > Heptane 

De plus les extractions à la température d’ébullition des solvants sont les plus 

efficaces. Le méthanol, l’éthanol et l’eau, à température d’ébullition, sont donc les 3 solvants 

qui semblent posséder la plus grande capacité d’extraction des polyphénols de la grenade.  
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Ce travail étant réalisé dans le but de développer un produit destiné à la 

consommation, pour des raisons législatives et de sécurité, nous avons décidé de poursuivre 

nos recherches en utilisant uniquement l’éthanol et l’eau comme solvant d’extraction.  

Ensuite, nous avons défini grâce à quel solvant ou mélange de ces 2 solvants 

l’extraction de polyphénols de la grenade serait optimale : aqueuse ou hydroalcoolique 

(Ethanol / eau (m/m) 70/30 ou 30/70) avec des ratios grenade/solvant (m/m) de (1/7), 

(1/10), (1/15) ou (1/20) à 90°C, pendant 2 heures sous reflux et agitation (800 rpm). La purée 

de grenade étant composée en majorité d’eau (matière sèche d’environ 25%), nous avons 

pris en compte la quantité d’eau qu’apporte la purée de grenade pour calculer les ratios 

d’extraction. Les extraits ont été analysés par dosages spectrophotométriques de type Folin 

et les résultats montrent que le mélange hydroalcoolique (éthanol / eau (m/m) 70/30) avec 

le ratio grenade/solvant (m/m) de (1/15) permet la meilleure extraction des polyphénols de 

la grenade (environ 13% de polyphénols dans la MS d’extrait).  

 

Les futurs tests concernant l’extraction des polyphénols de grenade seront donc 

réalisés avec de l’éthanol en tenant compte de l’eau contenue dans la grenade afin d’obtenir 

un ratio final éthanol/eau (m/m) 70/30 et un ratio grenade/solvant de 1/15 à 90°C. 

 

11..11..11..22  CChhooiixx  ddee  llaa  ffrraaccttiioonn  ddee  ggrreennaaddee    

Nous avons alors criblé différentes fractions de la grenade de la variété Wonderful, 

afin d’identifier la plus riche en polyphénols : totum, peau, compartiment intérieur (arilles), 

jus. Chaque fraction, à l’exception du jus, a été extraite à 90°C sous reflux et agitation 

(800rpm) avec le mélange hydroalcoolique (éthanol / eau (m/m) 70/30) selon le ratio 

grenade/solvant (m/m) de (1/15) pendant 24h. Des prélèvements aux temps 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8 et 24 heures ont été réalisés, afin de déterminer le temps optimal d’extraction. Les 

polyphénols présents dans les extraits ont ensuite été analysés : estimation des polyphénols 

totaux par Folin, dosage de l’acide ellagique par HPLC et migration sur chromatographie sur 

couche mince par HPTLC.  

Les résultats montrent que la quantité de polyphénols extraite des différents 

compartiments de la grenade est optimale dès les temps courts (2-3 heures). Le graphique 

ci-après (Figure 25) représente la cinétique d’extraction des polyphénols de la grenade en 

fonction du compartiment. 

Les résultats montrent également que la peau et le totum de grenade sont les 

compartiments qui renferment la plus grande quantité de polyphénols (26, 25% et 12,39 %, 

par rapport à la MS de l’extrait respectivement). Le tableau 1 suivant rapporte la quantité de 

polyphénols extraite au temps optimal (% de polyphénols dans la MS de l’extrait), en 

fonction de la fraction de grenade étudiée.  
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Figure 25 : Cinétique d’extraction des polyphénols en fonction de la fraction de grenade 

 

 
% par rapport à la MS 

de l'extrait 
Temps optimal 
d'extraction (h) 

Peau 
Acide ellagique 0,42 6 

Polyphénols 26,25 2 

Totum 
Acide ellagique 3,00 6 

Polyphénols 12,39 5 
Purée 

intérieure 
Acide ellagique 0,22 7 

Polyphénols 5,81 7 

Pépins 
Acide ellagique 0,06 8 

Polyphénols 4,8 8 

Jus 
Acide ellagique 0,05 X 

Polyphénols 0,68 X 

Tableau 1 : Quantité de polyphénols extraite au temps optimal d’extraction en fonction de la 
fraction de grenade  

 

11..11..11..33  VVaalliiddaattiioonn  dduu  pprroottooccoollee  dd’’eexxttrraaccttiioonn    

Afin de valider ces résultats, nous avons donc choisi de réaliser à nouveau les 

extractions polyphénoliques du broyat total de grenade et de la peau dans le cadre d’une 

cinétique de 5 heures. Chaque essai est répété 3 fois, sur un lot différent de 5 fruits, afin 

d’en observer la répétabilité. Une extraction avec 70% d’éthanol à 90°C pendant 5 heures 

est réalisée, trois prélèvements sont effectués après 1 heure et 3 heures d’extraction, afin de 

mesurer la quantité de polyphénols présents dans l’extrait à ces 3 temps (estimation des 

polyphénols totaux par Folin, dosage de la quantité de sucres libres par DNS et la matière 

sèche des extraits a été évaluée). 

Les résultats (Tableau 2) montrent que la peau est plus riche en polyphénols que le 

totum, les écarts types pour les 3 répétions sont assez faibles (inférieur à 3%) et l’extraction 

des polyphénols de la grenade semble être maximale à 3 heures. La matière sèche est 

relativement constante, quelle que soit la partie du fruit extraite (environ 5%). La quantité 
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de sucres libres extraite est légèrement inférieure pour la peau, cependant les écarts types 

entre les 3 répétitions sont assez élevés.  

Temps 
d'extraction  

Partie de 
grenade 

Matière sèche 
extrait (%) 

Rapport massique polyphénols 
dans la MS de l'extrait (%) 

Rapport massique sucres dans la 
MS de l'extrait  (%) 

Moy EC Moy EC Moy EC 

1 heure 
  

Totum 4,94 0,25 11,20 1,27 63,13 7,69 
Peau  5,11 0,23 22,54 2,30 56,60 14,93 

3 heures 
  

Totum 5,01 0,24 13,78 3,05 67,53 12,92 
Peau  5,11 0,16 22,56 2,21 65,60 14,52 

5 heures 
  

Totum 5,23 0,48 12,09 2,76 58,95 19,44 

Peau  5,04 0,21 17,56 2,71 56,00 8,29 

Tableau 2 : Analyse des extraits du totum et de la peau de grenade en fonction du temps  

 

L’extrait «polyphénols» de grenades qui a été réalisé pour les études précliniques est 

issu de la peau et est réalisé avec de l’éthanol en tenant compte de l’eau contenue dans la 

grenade et obtenir un ratio final éthanol/eau (m/m) 70/30 et un ratio grenade/solvant de 

1/15 à 90°C pendant 3 heures. 

 

11..11..22  PPRROODDUUCCTTIIOONN  EETT  CCAARRAACCTTEERRIISSAATTIIOONN  DDEE  LL’’EEXXTTRRAAIITT  DDEE  PPOOLLYYPPHHEENNOOLLSS  DDEE  

GGRREENNAADDEE  

11..11..22..11  DDoonnnnééeess  ddee  pprroodduuccttiioonn  ddee  ll’’eexxttrraaiitt  ddee  ppoollyypphhéénnoollss  ddee  ggrreennaaddee  

Une extraction de peau de grenade avec un mélange Ethanol/Eau (m/m) 70/30 à 90°C 

pendant 3 heures a été réalisée pour sortir préférentiellement les polyphénols de la grenade 

(Tableau 3).  

 

 

 

 

Tableau 3 : Méthode d’extraction de la peau de grenade 

 
Suite à l’extraction, quelques dosages spectrophotométriques généraux sont réalisés 

en interne afin de s’assurer de la reproductibilité du protocole (Tableau 4).  

 

 

 

 

MODE D’EXTRACTION 

Matière sèche peau de grenade (%) 21,42 
Solvant (m/m) EtOH : 70/ H20 : 30 

Température (°C) 90 
Temps (Heures) 3 

RESULTATS DES DOSAGES GENERAUX 

Matière sèche extrait (%) 6,18 
RAPPORT MASSIQUE DANS LA MS DE L’EXTRAIT (%) 

Phénols totaux (FOLIN) 15,06 
Sucres totaux (DNS) 81,62 
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Tableau 4 : Synthèse des résultats d’extraction de peau de grenade 

Afin de caractériser l’extrait hydro alcoolique de grenade plus finement, nous avons 

fait appel à différentes structures :  

(i) Caractérisation «globale» de l’extrait (glucides, protides, lipides, cendres) : AGROBIO 

(ii) Caractérisation des polyphénols de l’extrait :  

- Composition générale en polyphénols : VEGEPOLYS  

- Dosage des polyphénols spécifiques contenus dans la grenade : CTCPA. 

Les rapports de résultats des études que nous avons externalisées se trouvent en annexes 3 

et 4 du document.  

 

11..11..22..22  CCaarraaccttéérriissaattiioonn  ««gglloobbaallee»»  ddee  ll’’eexxttrraaiitt    

Les résultats obtenus par Agrobio sont cohérents avec ceux obtenus en interne suite à 

l’extraction de la peau de grenade (Tableau 5).  

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5: Analyse globale de l’extrait hydroalcoolique de peau de grenade 

 

Pour le calcul de la matière sèche de l’extrait, nous obtenions 6,2% et Agrobio 6,8%. 

En ce qui concerne le dosage des sucres totaux, le résultat spectrophotométrique DNS 

en interne donnait 81,62% de sucres dans la MS de l’extrait. Agrobio utilise une technique 

différente pour connaitre la quantité de sucres. C’est à partir du dosage des lipides, 

protéines, cendres, de la matière et de l’humidité, qu’ils extrapolent la teneur de l’extrait en 

glucides totaux. Celui-ci contient 83,82% de glucides par rapport à sa matière sèche. Ces 

sucres sont principalement composés de fructose (32,79% de la MS) et de glucose (27,94% 

de la MS). 

 
g/100g d’extrait de peau de 

grenade 
g/100g de MS d’extrait de 

peau de grenade 

 VALEUR NUTRITIONNELLE 

Protéines 0,105 1,54 
Lipides Totaux 0,142 2,09 
Matière sèche 6,80 100 

Cendres 0,88 12,94 
Glucides calculés 5,7 83,82 

Valeur nutritionnelle(Kcal) 24,1 / 
 CARTOGRAPHIE DES SUCRES 

Glucose 1,90 27,94 
Fructose 2,23 32,79 

Fibres solubles <0,5 / 
Fibres insolubles <0,5 / 
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Bien que la méthode utilisée pour quantifier les fibres ne soit pas précise, il faut 

également noter que cet extrait ne contient pas ou peu de fibres (solubles ou insolubles) : 

moins de 0,5g de fibres de chaque type pour 100g d’extrait frais. L’extrait hydroalcoolique 

de peau de grenade contient des protéines et des lipides en très faible quantité 

(respectivement 1,54 et 2,09 g/100g de MS). 

 

11..11..22..33  AAnnaallyyssee  qquuaalliittaattiivvee  ddeess  ppoollyypphhéénnoollss    

A partir d’un extrait hydro-alcoolique de grenade, l’objectif du projet est d’identifier 

les familles de polyphénols présentes dans l’extrait, en vue de leur analyse plus fine, voire de 

leur quantification. L’extrait a donc été analysé en chromatographie sur couche mince en 

combinant plusieurs systèmes de solvants, avec différents révélateurs spécifiques des 

familles chimiques (pour la mise en évidence des sucres, des tanins et des polyphénols 

(Figure 24). 

 

Figure 26: Analyse de l’extrait hydroalcoolique de peau de grenade par HPTLC 
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(i) Sucres : La présence d’une importante quantité de sucres dans l’extrait, déjà 

indiquée par les dosages effectués dans de précédentes études, est confirmée par la 

révélation avec le réactif au thymol sulfurique (spécifique des sucres). L’extrait de grenade 

contient majoritairement 3 sucres dont un en quantité importante (Figure 26). 

(ii) Acides phénoliques : Les chromatogrammes mettent en évidence la présence de 

composés présentant un profil de révélation identique à celui des acides caféique et 

chlorogénique (révélés en bleu avec le réactif de NEU) (Figure26). 

(iii) Tanins : La présence de tanins dans l’extrait est avérée par la migration sur plaque 

de cellulose et révélation au FeCl3. Bien que cette technique soit la seule à permettre une 

légère migration de la punicalagine, celle-ci présente une tache mal définie. Il faut 

cependant noter que dans l’extrait on observe un composé révélé de façon identique, mais 

le manque de résolution ne permet pas d’affirmer s’il s’agit de la punicalagine ou d’un 

mélange de la molécule et de ses dérivés. Ces composés sont,soit présents en quantités trop 

faibles pour être détectés, soit cachés par d’autres molécules qui traînent. Il est cependant 

difficile d’augmenter les concentrations de l’extrait de grenade déposées, car d’autres 

composés présents en grandes quantités gênent la migration ou la révélation, notamment 

les sucres (Figure26).  

Parallèlement, l’observation de l’extrait à l’aide d’un révélateur dit «universel» 

(vanilline sulfurique) indique que très peu de composés sont présents, en dehors de ceux 

détectées par les révélateurs spécifiques utilisés dans les autres CCM, si ce n’est quelques 

molécules très minoritaires révélées en bleu/violet dans la zone des génines triterpéniques. 

 

11..11..22..44  AAnnaallyyssee  qquuaannttiittaattiivvee  ddeess  ppoollyypphhéénnoollss  ssppéécciiffiiqquueess  ccoonntteennuuss  
ddaannss  llaa  ggrreennaaddee  

La présence de certains composés polyphénoliques, spécifiques de la grenade tels que 

la punicalagine, l’acide gallique, l’acide ellagique, la cyanidine et la delphinidine a été 

évaluée par HPLC-DAD. Dans ce but, l’extrait de polyphénols de grenade a été dilué (d10) et 

filtré sur filtre seringue 0,45μM avant injection. Le système HPLC-DAD utilisé est le suivant :  

- Colonne ACE C18 250×4,6 mm, diamètre des particules 5 μm. 

- HPLC HP 1200 équipée avec une pompe quaternaire, échantillonneur thermostaté, 

four à colonne (température = 20°C). 

- Détecteurs : barrettes de diodes. 

Les résultats obtenus (Tableau 6) montrent que la punicalagine, l’acide gallique et 

l’acide ellagique semblent être les principaux composés phénoliques de l’extrait de peau de 

grenade. Des pics présentant des spectres proches de celui de l’acide ellagique ont été 

identifiés, ils sont présentés dans le tableau comme des dérivés d’acide ellagique et 

quantifiés en équivalent acide ellagique.  
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De l’acide chlorogénique, acide coumarique sont également retrouvés en petites 

quantité dans l’extrait. Aucun anthocyane n’est retrouvé dans l’extrait de peau de grenades, 

ce résultat ne semble pas surprenant, compte tenu des conditions d’extraction (à chaud) et 

de la « sensibilité » de ces composés à la chaleur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 6 : Dosage des principaux polyphénols de l’extrait hydroalcoolique de peau de 
grenade par HPLC 

 
 

L’ensemble des résultats obtenus par les différentes structures sont cohérents et 

l’extrait hydroalcoolique de peau de grenade utilisé pour les travaux sur la biologie osseuse 

est composé d’environ 80% de sucres libres (fructose et glucose en proportion quasi 

équivalente) et d’environ 15% de polyphénols comprenant majoritairement (par ordre 

croissant) des dérivés d’acide ellagique, de la punicalagine et de l’acide ellagique. 

 

 

11..22  HHUUIILLEE  DDEE  PPEEPPIINNSS  DDEE  GGRREENNAADDEE  

En ce qui concerne l’huile de pépins de grenade, il ne nous était techniquement pas 

possible de la préparer par nos propres moyens. Nous nous en sommes procuré chez 

différents fournisseurs, afin d’analyser leur composition en acides gras et de choisir l’huile 

qui possédait la plus grande concentration d’acide punicique. En effet, comme décrit 

précédemment, cet acide gras (C18:3 n-5) est le composé majoritaire de cette huile.  

La composition en acides gras a donc été déterminée par chromatographie en phase 

gazeuse, après avoir converti les triglycérides de l’huile en esters méthyliques d'acides gras 

(FAMEs), selon les méthodes décrites par Folch& al  (Folch, Lees et al. 1957) et Ledoux & al 

 
mg/100g d’extrait  

de peau de grenade  
mg/100g de MS d’extrait  

de peau de grenade 

Acide ellagique 196,3 2886,76 
Dérivés d’acide ellagique 345,5 5080,88 

Punicalagine 207,6 3052,94 
Acide gallique 60,3 886,76 

Acide protocatéchuique 0 0 
Delphine chloride 0 0 

Delphinidine 0 0 
Cyanine chloride 0 0 

Cyanidine 0 0 

Acide chlorogénique 1,4 20,59 

Acide coumarique 3,2 47,06 
DAHC 0 0 

TOTAL DES POLYPHENOLS 

DOSES 
814.3 11975,00 
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(Ledoux, Chardigny et al. 2005). La comparaison des temps de rétention des FAMEs contenus 

dans l’échantillon à ceux de standards connus a permis d’identifier les acides gras qui 

composent les différentes huiles. L’acide punicique de l’huile que nous avons choisi d’utiliser 

représente 74,6% des acides gras totaux. Cette huile comporte également des quantités 

conséquentes d’acides linoléique et oléique (7,46% et 5,91% respectivement) (Figure 27 et 

Tableau 7). 

 

Figure 27 : Profil de l'huile de pépins de grenade réalisé en chromatographie en phase 
gazeuse (détection des acides gras estérifiés) 

 

Acides gras 
Huile de pépins 

(% des AG totaux) 

C16:0 3,58 ± 0,04 
C18:0 2,86 ± 0,05 

C18:1n-9 cis 5,91 ± 0,06 
C18:1n-7 0,63 ± 0,06 

C18:2n-6 cis 7,46 ± 0,01 
C20:0 0,44 ± 0,01 

C18:3n-3 0,44 ± 0,02 
C18:3 n-5 74,60 ± 0,10 

C24:1 3,53 ± 0,00 
C22:3 0,58 ± 0,01 
TOTAL 100,00 

Tableau 7 : Composition quantitative en acides gras de l’huile de pépins de grenade (% 
d’esters d’acides gras)   
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22..    EETTUUDDEE  DDEESS  EEFFFFEETTSS  NNUUTTRRIITTIIOONNNNEELLSS  DDEE  LLAA  

GGRREENNAADDEE  SSUURR  LLAA  BBIIOOLLOOGGIIEE  OOSSSSEEUUSSEE  EETT  

LL’’OOSSTTEEOOPPOORROOSSEE  ::    

  

  

  

  

  

PPUUBBLLIICCAATTIIOONNSS  
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AARRTTIICCLLEE  NNUUMMÉÉRROO  11  ::    

 

 

 

 

PPOOMMEEGGRRAANNAATTEE  AANNDD  IITTSS  DDEERRIIVVAATTIIVVEESS  CCAANN  IIMMPPRROOVVEE  BBOONNEE  HHEEAALLTTHH  TTHHRROOUUGGHH  

DDEECCRREEAASSEEDD  IINNFFLLAAMMMMAATTIIOONN  AANNDD  OOXXIIDDAATTIIVVEE  SSTTRREESSSS  IINN  AANN  AANNIIMMAALL  MMOODDEELL  OOFF  

PPOOSSTTMMEENNOOPPAAUUSSAALL  OOSSTTEEOOPPOORROOSSIISS..  
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AARRTTIICCLLEE  NNUUMMEERROO  11  ::    

 

La revue de synthèse réalisée sur la capacité de la grenade à prévenir le 

développement des principales maladies chroniques a permis de définir que la peau et le jus 

du fruit étaient les principaux vecteurs des polyphénols de la grenade, responsables de ses 

activités biologiques. Ils possèdent chacun une composition polyphénolique qui leur est 

spécifique, la peau étant concentrée en ellagitannins et le jus en anthocyanines, ces 

molécules possédant des capacités anti-oxydantes et anti-inflammatoires avérées.  

Nous avons donc choisi d’étudier ces deux parties de la grenade, ainsi que le fruit dans 

sa globalité, dans le cadre de la prévention nutritionnelle de l’ostéoporose post-

ménopausique. Afin d’évaluer ce potentiel, nous avons réalisé une étude d’intervention sur 

un modèle murin, bien décrit, de carence œstrogénique (souris ovariectomisées de façon à 

mimer les effets de la ménopause chez la femme). Pour tester notre hypothèse, les animaux 

ont été nourris ad libitum pendant 30 jours avec des régimes qui différaient uniquement au 

niveau des proportions respectives des différentes parties de grenade testées : le totum, le 

jus et la peau de grenade (Figure 28).  

 

 

Figure 28 : Schéma expérimental de l’article 1 

 
Dans ce modèle, le déficit en œstrogènes induit par l’ovariectomie génère une 

déminéralisation du squelette et une altération de la microarchitecture trabéculaire 

associées à une modulation transcriptionelle au niveau des cellules osseuses (inhibition 

ostéoblastique et stimulation ostéoclastique), ainsi qu’une augmentation de l’expression des 

principaux marqueurs de l’inflammation et du stress oxydant. La supplémentation du régime 

en grenade, quelle que soit la partie considérée, permet de limiter le processus d’ostéopénie 

consécutif à l’ablation des ovaires (comme en témoigne la mesure de la densité minérale 

osseuse) et les dommages trabéculaires, s’expliquant par une optimisation du remodelage 

osseux. En outre, une amélioration des paramètres oxydants et inflammatoires est observée.  
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Cette étude met donc en évidence la capacité de la grenade, de son jus et de sa peau, 

à préserver le capital osseux dans un modèle préclinique d’ostéoporose postménopausique. 

Elle confirme également notre hypothèse de travail selon laquelle les effets biologiques du 

fruit pourraient être expliqués par ses propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes, en 

plus d’effets directs sur les cibles osseuses. 
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Abstract 

Recently, nutritional and pharmaceutical benefits of pomegranate (PG) have raised a 
growing scientific interest. Since PG is endowed with anti-inflammatory and antioxidant 
activities, we hypothesized that it may have beneficial effects on osteoporosis. We used 
ovariectomized mice as a well described model of postmenopausal osteoporosis to study the 
influence of pomegranate consumption on bone health. Mice were divided into five groups as 
following: two control groups sham-operated (SH CT) and ovariectomized (OVX CT) mice 
fed a standard diet, versus three treated groups OVX mice given a modified diet from the 
AIN-93G diet, containing 5.7% of pomegranate lyophilized mashed totum (OVX PGt), or 
9.6% of pomegranate fresh juice (OVX PGj) or 2.9% of pomegranate lyophilized mashed peel 
(OVX PGp). As expected, ovariectomy was associated with a decreased femoral bone mineral 
density (BMD) and impaired bone microarchitecture parameters. Consumption of PGj, PGp 
or PGt induced bone sparing effects in those OVX mice, both on femoral BMD and bone 
microarchitecture parameters. In addition, PG (whatever the part) up-regulated osteoblast 
activity and decreased the expression of osteoclast markers, when compared to what was 
observed in OVX CT littermates. Consistent with the data related to bone parameters, PG 
consumption elicited a lower expression of pro-inflammatory makers and of enzymes 
involved in ROS generation, whereas the expression of anti-inflammatory markers and anti-
oxidant actors was enhanced. These results indicate that all pomegranate parts are effective in 
preventing the development of bone loss induced by ovariectomy in mice. Such an effect 
could be partially explained by an improved inflammatory and oxidative status.  

 

Introduction  

Pomegranate (Punica granatum L. Punicaceae), one of the oldest known edible fruits, 
represents a phytochemical reservoir with high potential medicinal value. This fruit, grown 
mainly in the Mediterranean region, has been used for centuries to treat many ailments such 
as parasitic and microbial infections, ulcers, diarrhea, hemorrhage, and dysentery (Kim, 
Mehta et al. 2002; Murthy, Reddy et al. 2004) (Johanningsmeier and Harris 2011). This is 
why, over the past decade, evaluation of nutritional and pharmaceutical benefits of 
pomegranate has raised a great scientific interest with more than 600 publications now 
available on the subject.  

Pomegranate composition is very complex and each part is built up with specific 
components. Indeed, the fruit can be divided in two parts: (1) the edible one, called the aril, 
comprising 78% juice and 22% seeds, which constitutes 52% of the total fruit (w/w) and (2) 
the peel or pericarp, which is non-edible although it has been traditionally used in folk 
medicine (Lansky and Newman 2007). A large array of phytochemicals has been identified in 
those two parts of pomegranate, including polyphenolic compounds such as anthocyanins 
(cyaniding and delphinidin) in the juice and hydrolysable tannins (ellagic acid, punicalagin, 
gallagic acid) in the peel) (Lansky and Newman 2007). Actually, the main benefit of 
pomegranate has been attributed to its unique polyphenols composition (Gil, Tomas-Barberan 
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et al. 2000). Indeed, pomegranate polyphenols have been shown to exhibit high anti-oxidant 
and anti-inflammatory capacities interesting for the prevention of several age-related diseases 
(Faria and Calhau 2011). In this light, the health benefits of pomegranate consumption in 
preventing cancers (Lansky and Newman 2007) and cardiovascular diseases (Stowe 2011) 
have been widely focused. However, only a few studies have targeted the eventual benefice of 
pomegranate consumption toward bone health (Shukla, Gupta et al. 2008; Hadipour-Jahromy 
and Mozaffari-Kermani 2010; Balbir-Gurman, Fuhrman et al. 2011), although in the present 
context of longer life expectancy, the prevalence of osteoporosis has considerably increased. 
As a matter of fact, with more than 50% of women and 20% of men affected in the United 
States population over 50 years-old, osteoporosis, the most common bone disease, represents 
a major economic and public health issue (Cooper 2010), and this is true worldwide. This 
condition is characterized by a slow decline of bone mass and impaired micro-architecture 
leading to increased bone susceptibility to fracture (Mundy 2001; Schulman, Weiss et al. 
2011). Pathology establishment involves disruption of formation/resorption balance through 
uncoupling osteoblasts and osteoclasts activities (Gallagher and Sai 2010; Kular, Tickner et 
al. 2012). Besides, literature has linked inflammation and oxidative status establishment with 
bone alteration, osteoclast bone resorption being promoted while osteoblast-mediated 
formation is inhibited (Wauquier, Leotoing et al. 2009; Lacativa and Farias 2010).  

Along with drugs ensuring bone homeostasis strategies, recent nutritional approaches 
have been developed and have revealed major interests for phenolic compounds such as: 
flavonoids, anthocyanins and tannins derived from vegetables and drinks (green tea, wine…) 
(Park, Kim et al. 2004; Shen, Wang et al. 2008; Welch, MacGregor et al. 2012). In this 
context, we investigated the effect of pomegranate consumption on bone status. So far, most 
of the studies targeting  pomegranate health benefits have been focused on juice or purified 
peel polyphenol extracts: ellagic acid (Rosillo, Sanchez-Hidalgo et al. 2012), punicalagin 
(Adams, Seeram et al. 2006), anthocyanins (Afaq, Saleem et al. 2005). In our hand, we 
investigated the in-vivo (in a murine model of postmenopausal osteoporosis) potential 
benefits of pomegranate, in the context of osteoporosis prevention through different 
nutritional approaches: (i) juice, (ii) peel, (iii) whole fruit. The objective was to elucidate 
whether pomegranate should be considered as one or as parts of new strategies to better 
contribute to bone health Preservation. 

 

Materials and methods  

Pomegranate 

Pomegranates (the Wonderfull variety cultured in Israel) were purchased from 
POMONA (Clermont-Ferrand, France). Totum sample was prepared from blended whole fruit 
(Philips HR2084, France) to obtain a homogenous mixture. Mashed peel was obtained 
following the same protocol as for the totum sample, separation of peel and arils being 
performed manually. Arils were squeezed and juice was filtered through filter paper 
(Whatman filter paper Cat n°: 1001-090, Grade 1: 11 µm, GE healthcare). Totum and mashed 
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peel were dried using a freeze drier (CHRIST, Gamma 1-20, Germany). The yield of the 
lyophilized powder of the pomegranate totum was 21.2% and 25.4% from pomegranate peel. 
All samples were frozen at -20°C, directly after preparation and until diet formulation.  

Animals 

All the animal procedures were approved by the institution’s animal welfare committee 
(Comité d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animale Auvergne: CEMEAA) and were 
conducted in accordance with the European’s guidelines for the care and use of laboratory 
animals (2010-63UE). The animals were housed in the animal facilities of the Human 
Nutrition Unit at INRA Research Center 
(http://www1.clermont.inra.fr/unh/telechargementinternet/ienplaquette.pdf). (Agreement N°: 
C6334514). Surgery was performed under anesthesia, and all efforts were made to minimize 
suffering. 

Fifty 8-week-old female C57BL/6J mice were purchased from JANVIER (St Berthevin, 
France). The animals were housed in a controlled environment (12:12h light-dark cycle, at 
20–22°C, with 50–60% relative humidity), 1 mice per plastic cage with free access to water. 
After an acclimatization period of one week, they were randomly divided into 5 groups (n=10 
per group). Two groups were surgically ovariectomized (OVX), while the other animals were 
sham operated (SH), under anesthesia. The control mice (SH CT and OVX CT) were fed with 
a standard diet, modified from the AIN-93G powdered diet. PG groups were fed with the 
same standard diet containing different amounts of PG parts. As far as the totum group is 
concerned (OVX PGt), 5.7% of the pomegranate lyophilized totum were added to the 
standard diet. With regards to the juice group (OVX PGj), 9.6% of the pomegranate fresh 
juice was added and 2.9% of the pomegranate lyophilized mashed peel was introduced into 
the diet for the peel group (OVX PGp). According to the Human/Mouse conversion principle 
(Lindstedt and Schaeffer 2002), the experimental dose for pomegranate juice 
(550µL/mouse/day) in the present study was set equivalent to the corresponding nutritional 
dose of 250mL for a 70kg human subject. Then, the diet content of totum and peel from 
pomegranate (non-edible parts) was calculated by considering the amount of fruit needed to 
achieve 550µL of juice. In this light, daily quantity of pomegranate given to the animals 
represented 1.4g/mice/day of fresh totum (considering that juice = 37.5% of the whole fruit) 
or 622µg/mouse/day of fresh peel (based on the fact that peel = 42.4% of the whole fruit). 
Diets were purchased from SAFE (Scientific Animal Food and Engineering, Augy, France).  

Body weight was measured every two days during the study period. Besides, body 
composition was assessed at the beginning and at the end of the study, using a QMR 
EchoMRI-900™ system, without any anesthesia or sedation. After the 30-days treatment was 
completed, blood was withdrawn under anesthesia and centrifuged (3000rpm for 5 minutes at 
room temperature). Serum was frozen at -80°C. Then, the mice were sacrificed. Liver, spleen 
and uterus were weighted. Femurs and tibias were harvested and stored at -80°C prior to 
investigation.  
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Analyses 

Bone micro-architecture and bone mineral density analyses 

After removing soft tissues, left femurs of the 14 week-old mice were placed in PBS 
buffer (Phosphate-Buffer Saline, Gibco) with 10% formaldehyde at 4°C for one week. Micro-
architecture (secondary spongiosa) was analyzed using X-ray radiation micro-CT (SkyScan 
1072). Pictures of 1024*1024 pixels were obtained at 37kV and 215µA. Bone morphological 
analysis was performed using an eXplore CT 120 scanner (GE Healthcare, Canada). 
Acquisitions were processed with X-ray tube settings at 100kV and 50mA.  

Taqman Low Density Arrays (TLDA)  

For each experimental group, four sets of extractions were performed with two tibias 
pooled in each. Frozen bones were ground in liquid nitrogen to obtain a fine powder. Then, 
total RNA was extracted from either bone powder using TRIzol reagent (Life Technology), 
following the manufacturer's instructions. RNA was converted to cDNA using the high 
capacity cDNA reverse transcription (RT) kit (Applied Biosystems). Resulting cDNA was 
used for TaqMan® low-density arrays (TLDAs) (Applied Biosystems 7900HT real-time PCR 
system). Relative expression values were calculated using the comparative threshold cycle 
(2−ΔΔCT) according to Data Assist software (Applied Biosystems). 18S, GAPDH and actin 
served as housekeeping genes. 

Statistical analysis 

Results are expressed as means with their standard error (SEM). All the data were 
analyzed using XLSTAT (ExcelStat Pro software - Microsoft Office 2007) using a two way 
analysis of variance (ANOVA) to test for difference among groups. If the result was found to 
be significant (p<0.05), the fisher multiple comparison test was then used to determine 
specific difference between means.  

 

Results 

Validation of the animal model 

During the experimental period mean body weight, as well as lean and fat mass, 
increased in all the experimental groups, which reflects the health of the animals (Figure 1A). 
Furthermore, no significant difference was observed among groups, which means that neither 
castration (SH CT vs OVX CT) nor the different diets (OVX PG vs OVX CT) have had an 
impact on weight change. Nevertheless, ovariectomy was associated with a significant 
decrease in uterine weight, in all the four OVX groups (Figure 1B). This atrophy was not 
prevented by pomegranate consumption (% change compared to the values measured in the 
SH CT group: -72.6% in OVX CT mice, -80.1% in OVX PGt mice, -78.1% in OVX PGj mice 
and -78.6% in OVX PGp mice, p<0.001). The fruit is thus devoid of any uterotrophic effect at 
this physiological level.  
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Consumption of pomegranate and its derivatives was associated with improvement of 
bone mineral density in ovariectomized mice, the ultimate biomarker for bone health 

The biological effect of ovariectomy and of the test systems has been studied were first 
investigated on bone morphological parameters, using micro-CT analysis. We thus confirmed 
the deleterious effect of ovariectomy on femoral bone mineral density (BMD), the animals in 
the OVX CT group having a lower BMD (p<0.001), when compared to what was measured in 
the SH CT mice (-35.6%) (Figure 2A).  

Pomegranate consumption was able to counter such an osteopenic process induced by 
estrogen deficiency (% change in BMD values when compared to the OVX CT animals: PGt 
(+11.4%), PGj (+27.1%) (p<0.001) and PGp (+16.2%) (p<0.05).  

 

Pomegranate was able to partially preserved bone microarchitecture in 
ovariectomized mice, but not its derivatives 

Significant results were also observed on trabecular bone microarchitecture parameters 
of distal femur, as shown in Figures 2B and 2C. As expected, ovariectomy significantly 
impaired bone microarchitecture, as shown by a decrease in trabecular number (TbN -25.0%; 
p<0.05), bone volume (BV/TV -23.6%; p<0.01), bone surface (BS/TV -23.9%; p<0.05) and 
connectivity (Conn Dn-19.7%; p<0.01) in the OVX CT, as compared with the SH CT one. 
Moreover, a significant increase in trabecular separation (TbSP +26.1%; p<0.001) and in total 
porosity (Po tot +3.5%; p<0.01) were observed as well. Consistently with BMD data, 
pomegranate was endowed with bone sparing properties as its consumption partially 
prevented (p<0.01) all these micro architectural deteriorations induced by OVX: BV/TV 
(+27.8%), TbN (+26.7%), Conn Dn (+24.6%), BS/TV (+22.4%), TbSP (-10.3%) and Po tot (-
3.0%), when compared to what was measured in the OVX CT animals. With regards to PGj 
and PGp, only a trend towards improved biomarkers was observed, without reaching 
significant values.  

 

Pomegranate was able to improve the expression profile of specific bone markers  

To investigate the potential molecular mechanisms involved in the bone sparing effect 
of pomegranate, we performed transcriptomic analyses on bone tissue samples harvested from 
treated mice, using Taqman Low Density Arrays (TLDA). Due to the large amount of 
modulated genes, only results for the most important bone markers are presently given. Data 
from the OVX PG totum, juice and peel groups were compared to those measured in the OVX 
CT animals. Consistently with data of bone phenotype, Figure 3A indicates that ovariectomy 
(OVX CT) was associated with an up-regulation of two major osteoclastogenesis markers: the 
calcitonin receptor (CTR) for mature cells and the Fos for proliferating one (1.58 fold 
p<0.001 and 1.61 fold, respectively, as compared to the SH CT group). In this context, 
pomegranate consumption, regardless the part of the fruit which was given, significantly 
counteracted this effect, as demonstrated by the decreased expression of CTR and Fos in all 



111 

the groups fed the pomegranate diet (PGt: 0.48 fold; PGj: 0.49 fold; PGp: 0.31 fold; p<0.001 
and PGt: 0.30 fold; PGj: 0.19 fold; PGp: 0.20 fold; p<0.001, respectively, as compared to the 
OVX CT animals). Furthermore, the expression of the major integrin synthesized by mature 
and active osteoclasts (integrin β3; ITG β3) was significantly decreased in all the animals 
(PGt: 0.59 fold; PGj: 0.66 fold; PGp: 0.61 fold; p<0.001). In the same way, the expression of 
key enzymes for osteoclast activity involved in collagen degradation such as metallo-
proteinase 2 (MMP2) was also significantly down-regulated in the OVX PG groups (PGt: 
0.52 fold; PGj: 0.52 fold; p<0.05; PGp: 0.48 fold; p<0.001. As well, tartrate-resistant acid 
phosphatase (TRAP) expression was lowered, but only in the OVX PGp group (0.69 fold; 
p<0.01), thus reflecting inhibition of both osteoclast maturity and activity by the different 
pomegranate studied parts. 

On another hand, while ovariectomy (OVX CT) decreased the expression of osteoblast 
markers (0.44 fold compared to SH CT group; p<0.001), as shown in the Figure 3B, TLDA 
analysis reveals that consumption of pomegranate as the totum or as juice was associated with 
improved expression of a co-receptor implied in Wnt/β-catenin, one of major osteoclast 
signaling pathway: LRP5 (PGt: 1.86 fold, p<0.001; PGj: 1.60 fold, p<0.05 PGp: 1.19 fold 
compared with the OVX CT group). Nevertheless, the others major osteoblast differentiation 
markers which have presently been investigated were not modified by any of the studied diets. 

 

Pomegranate improved bone inflammatory and oxidative status  

To further conclude on the bone protective effect of pomegranate linked to its 
consumption, we investigated the impact of PGt, PGj and PGp on major inflammation and 
oxidation markers known to exacerbate bone resorption. Accordingly, a transcriptomic 
analysis of targeted inflammatory and oxidation markers was performed on bone tissue 
samples using TLDA, as previously described.  

As expected, ovariectomy (OVX CT) enhanced the inflammatory context in bone 
environment when compared to sham operated animals (SH CT), as demonstrated by the 
increased expression of pro-inflammatory markers such as CCL2 (4.76 fold; p<0.001),while 
the expression of IL1-R2 and IL1-Rn, 2 anti-inflammatory mediators, was reduced (0.62 fold; 
p<0.01 and 0.51 fold; p<0.001, respectively) (Figure 4A). In contrast, consumption of each 
part of pomegranate, and of the entire fruit by ovariectomized mice was able to prevent the 
establishment of such an inflammatory status measured in the OVX CT animals given the 
control diet. This protection occurred mainly through a down-regulation of CCL2 (PGt: 0.16 
fold; PGj: 0.22 fold; PGp: 0.20 fold; p<0.001) and IL1-R1 (PGt: 0.68 fold; PGj: 0.68 fold; 
PGp: 0.56 fold; p<0.001) and an up-regulation of IL1-R2 (PGt: 3.40 fold; PGj: 3.76 fold; 
PGp: 3.31 fold; p<0.001) and IL1-Rn expression (PGt: 1.72 fold, p<0.05; PGj: 1.89 fold; 
PGp: 1.77 fold; p<0.001).  

On another hand, consistently, ovariectomy led to the establishment of an oxidative 
stress in mice bones as shown in the Figure 4B by an increase of enzymes implied in ROS 
generation (nitric oxide synthase 2: NOS2 and NADPH oxidase 4: NOX4; 2.63 fold, p<0.001; 
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1.37 fold p<0.05; respectively in the OVX CT animals compared to what was observed in the 
SH CT group), while expression of glutathione peroxidase: GPx and glutathione reductase: 
GSR (0.68 fold, p<0.001; 0.41 fold p<0.05; respectively versus SH CT) were down-regulated. 
Interestingly, consumption of pomegranate, whatever the part, was able to enhance those bone 
anti-oxidant defenses in ovariectomized mice. Indeed, an up-regulation of those antioxidant 
enzymes expression [GPx (PGt: 1.72 fold, p<0.05; PGj: 1.72 fold; PGp: 1.46 fold; p<0.001) 
and GSR (PGt: 4.76 fold; PGj: 3.92 fold; PGp: 5.47 fold; p<0.001)] was measured, while, in 
contrast, the expression of ROS producing enzymes was down-regulated: NOS2 (PGt: 0.24 
fold; PGj: 0.23 fold; PGp: 0.27 fold; p<0.001) and NOX4 (PGt: 0.23 fold; PGj: 0.20 fold; 
PGp: 0.16 fold; p<0.001), further supporting the bone sparing effect of pomegranate. 

 

Figure 1: Effect of ovariectomy on body weight, body composition and uterine weight 
in mice under different diets.  

 
A: Body weight and composition data. B: Uterine weight data. Animals were fed a 

standard diet AIN-93 (SH and OVX control) or the same standard diet modified from AIN-93 
containing 5.7% of pomegranate lyophilized mashed totum (OVX PGt), or 9.6% of 
pomegranate fresh juice (OVX PGj), or 2.9% of pomegranate lyophilized mashed peel (OVX 
PGp) for 30 days. n=10 per group. Values are presented as means±SEM. ***P<0.001 vs SH 
group. 
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Figure 2: Effect of consumption of pomegranate or its derivatives on femoral bone 
parameters in ovariectomized mice. 

 
 
A: Bone mineral density analysis of left femurs: in sham operated mice SH CT , 

ovariectomized (OVX) mice given the control diet OVX CT  or a modified from AIN-93 
containing 5.7% of pomegranate lyophilized mashed totum: (OVX PGt  ), or 9.6% of 
pomegranate fresh juice (OVX PGj  ), or 2.9% of pomegranate lyophilized mashed peel 
(OVX PGp  ). Each group contained 10 animals. Results are presented as means±SEM. 
**P<0.01 and ***P<0.001 vs OVX CT group. 

B-C: Micro-CT analysis of left femurs in sham operated (SH CT) or ovariectomized 
(OVX) animals given the control diet (OVX CT) or the diet containing 5.7% of pomegranate 
lyophilized mashed totum (OVX PGt), or 9.6% of pomegranate fresh juice (OVX PGj), or 
2.9% of pomegranate lyophilized mashed peel (OVX PGp) for 30 days (n=6 per group). B: 
Representative microCT images of the distal left femur for each group: SH CT, OVX CT, 
OVX PGt, OVX PGj and OVX PGp. C: Analysis of bone micro-architectural parameters.  

Values represent means±SEM. *P<0.05 vs OVX CT group. BV/TV: Percent bone 
volume; TbN: trabecular number; TbSP: trabecular spacing; ConnDn: connectivity density; 
Po tot: total porosity; BS/TV: bone surface density.  
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Figure 3: Effect of pomegranate consumption on specific bone markers expression in 
femurs.  

 
 
A-B: Expression profile analysis of bone markers in femurs from OVX mice raised 

either under control conditions (SH CT  , OVX CT  ) or exposed to different parts of 
pomegranate added in the diet : 5.7% in the diet of pomegranate lyophilized mashed totum 
(OVX PGt  ), or 9.6% of pomegranate fresh juice (OVX PGj  ), or 2.9% of pomegranate 
lyophilized mashed peel (OVX PGp  ) for 30 days. Transcriptomic analysis of bone tissue 
mRNA levels was determined by Taqman Low density Arrays. Results are presented as fold 
change compared to what was observed in the OVX CT group (fold change=1) and expressed 
as means±SD (n=8). *P<0.05.  

A: Osteoclastogenic genes: TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase; CTR: calcitonin 
receptor; FOS; ITG b3: integrin β3; MMP2: metalloproteinase 2. B: Osteogenic genes: OCN: 
osteocalcin; Lrp5; RunX2, Osterix; OPN: osteopontin. 
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Figure 4: Effect of pomegranate consumption on inflammatory and oxidative status in 
femurs. 

 
 
A-B: Expression profile analysis of inflammatory and oxidative stress markers in 

femurs harvested from Sham operated (SH) or ovariectomized (OVX) mice raised either 
under control conditions (SH CT , OVX CT  ) or exposed to different parts of 
pomegranate added to their diet: 5.7% of pomegranate lyophilized mashed totum (OVX PGt 

 ), or 9.6% of pomegranate fresh juice (OVX PGj  ), or 2.9% of pomegranate lyophilized 
mashed peel (OVX PGp  ) for 30 days. Transcriptomic analysis of bone tissue mRNA 
levels was performed by Taqman Low density Arrays. Results are presented as fold change 
compared to what was meadured in the OVX CT group (fold change=1) and expressed as 
means±SD (n=8). *P<0.05.  

A: Inflammation: CCL2: Chemokine (C-C motif) ligand 2; INFγR1: interferon gamma 
receptor 1; IL1-R1: interleukine 1 receptor 1; IL1-R2: interleukine 1 receptor 2; IL1-Rn: 
interleukine 1 receptore antagonist. B: Oxidative stress: Catalase; GPx: glutathione 
peroxidase; GSR: glutathione reductase; NOS2: nitric oxide synthase 2; NOX4: NADPH 
oxidase 4.  
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Discussion 

The present study demonstrates for the first time that pomegranate (as well as its 
derivatives (peel and juice)) consumption, may contribute to bone health during ageing. 
Actually, all pomegranate parts were able to prevent bone loss in a well characterized model 
of postmenopausal osteoporosis by modulating bone cells differentiation, as well as 
inflammatory and oxidative status in bone microenvironment.  

First of all, to validate our experimental model, we assessed the effect of ovariecctomy 
on bone health. As a matter of fact, in comparison to what was observed in the SH CT group, 
the OVX control animals (i.e., fed the standard diet) exhibited decreased femoral BMD values 
and altered bone micro-architecture, as indicated by a lower number of trabeculae (TbN), 
decreased bone volume (BV/TV), bone surface (BS/TV) and connectivity density (ConnDn), 
in addition to a higher trabecular spacing (TbSp) and increased total porosity (Po tot) (Figure 
2). This is highly relevant to the human situation after menopause and consistent with 
previous data (Kalu 1991; Lei, Xiaoying et al. 2009). 

With regards to the dietary intervention with pomegranate and its derivatives, the 
present study carried out in OVX mice showed that consumption of any of the presently 
studied part of pomegranate elicited a protective effect on both bone mass and bone 
microarchitecture, the two parameters mainly altered in osteoporosis. Actually, our results 
evidenced a greater potential of pomegranate juice and peel in preventing bone mineral 
density loss, while when given as a totum (OVX PGt), pomegranate better counteracted bone 
microarchitecture impairment (Figure 2C). Accordingly, our data are consistent with those 
previously published by Mori-Okamoto et al. showing that pomegranate extracts from seed 
and juice exerted estrogen activities and improved bone parameters following ovariectomy 
(Mori-Okamoto, Otawara-Hamamoto et al. 2004). Nevertheless, in the present study and in 
contrast to the previous work, PG consumption (whatever the part) exhibited a bone sparing 
not only by modulating bone histological parameters but also through regulation of cellular 
processes, as well as by improving bone inflammatory and oxidative status.  

Actually, pomegranate is known for its large amount of phytochemicals and for the 
specific polyphenolic composition of its different parts including anthocyanins (cyanidin, 
delphinidin, mainly in the juice) and hydrolysable tannins in the peel such as ellagic acid, 
punicalagin, and gallagic acid (Lansky and Newman 2007). Among the great variety of those 
chemicals, punicalagin and ellagic acid seem to be the two important components of 
pomegranate (Gil, Tomas-Barberan et al. 2000). It was raised that such an unique polyphenols 
composition could explain the potential of the pomegranate to prevent various chronic 
diseases associated with aging, through its high anti-oxidant and anti-inflammatory capacities 
(Viuda-Martos, Fernández-López et al. 2010; Johanningsmeier and Harris 2011; Ismail, 
Sestili et al. 2012; Mastrodi Salgado, Baroni Ferreira et al. 2012). In the present experiment, it 
appears that pomegranate action could imply all its components: polyphenols (anthocyanins 
for the juice and ellagitannins for the peel), proteins, sugars, fibers, minerals, etc, although the 
relationship between the chemical constituents of pomegranate and their pharmacologic 
effects is still not clear (Faria and Calhau 2011). Accordingly, it appears crucial to investigate, 
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like in the present study, the benefits of the whole fruit, considering the interactions between 
the various compounds in the pomegranate matrix that could be of great importance for the 
final result (Faria and Calhau 2011).  

Nevertheless, we demonstrated here that the juice or the peel exhibited a better action 
on bone mineral density than the totum. This could be due to molecules common to both parts 
such as ellagic acid or punicalagin.  

As a matter of fact, when considering the PG totum, those molecules could be less 
concentrated in the whole fruit, explaining that PG totum did not significantly impact BMD, 
although a trend was observed. As BMD mainly depends from hydroxyapatite content 
(Gautam, Bhargavan et al. 2011), such a result would suggest a greater calcium apposition 
rate in the animals given PG either under the peel-enriched diet or the juice, leading to a 
higher BMD. This is actually consistent with the recent published work by both (Monsefi, 
Parvin et al. 2011) showing that a PG juice extract could increase calcium bone content 
during gestation in mice, even though a peel extract or a mixture of both were devoid of any 
significant effect). 

Inversely, we demonstrated that the whole fruit had a greater impact on bone 
microarchitecture parameters than the juice or the peel alone. This could be explained by the 
molecules present in PG totum such as seed compounds (punicic acid for example) that we do 
not find in other parts of the fruit. As microarchitecture parameters mainly result from better 
bone remodeling and expansion of osteoblast pool (by proliferation, recruitment and/or 
increased survival) (Gautam, Bhargavan et al. 2011), we could suggest that PG totum 
improved osteoblastogenesis, leading to an improved microarchitecture.  

To further investigate cellular mechanism linked to such a bone rescue, the expression 
of the main markers for osteoblast and osteoclast differentiation and activity was analyzed. As 
expected, the osteopenia process induced by ovariectomy was associated with a down-
regulation of osteoblast differentiation markers and an increase of osteoclast ones. With 
regards to present dietary interventions, we demonstrated that each part of pomegranate was 
able to counteract such a bone loss in OVX mice (Figure 3). Moreover, as inflammation and 
oxidative stress play a major role in bone remodeling by modulating bone resorption (Mundy 
2007; Wauquier, Leotoing et al. 2009), .the expression of major markers of those processes 
was investigated in bone tissues (Figure4). In this light, our data dealing with the effect of 
ovariectomy control are consistent with previous publications (Muthusami, Ramachandran et 
al. 2005). Indeed, we confirmed that ovariectomy enhanced inflammation and oxidative stress 
in bones with unbalanced expression of pro- and anti-inflammatory and oxidative stress 
markers (Muthusami, Ramachandran et al. 2005). In this context, pomegranate and its 
derivates were able to preserve this balance and consequently to prevent from excessive bone 
loss.  

 

In conclusion, those data suggest that pomegranate may be used as an innovative 
alternative agent for the prevention of osteoporosis. However, further studies are now 
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required to determine the detailed contribution of each nutrients composing pomegranate in 
mediating the observed bone sparing effect, and to assess if those data, obtained in an animal 
model for the disease, can be extrapolated to the postmenopausal women. 
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AARRTTIICCLLEESS  NNUUMMEERROO  22  EETT  33  ::    

 

Après cette première validation de notre hypothèse principale de travail, selon laquelle 

la grenade possède un potentiel ostéoprotecteur, nous avons choisi de cibler nos recherches 

sur les effets spécifiques de l’huile de pépins (article 2) et des ellagitannins de la peau de 

grenade (article 3). Comme décrit précédemment, la punicalagine, ainsi que l’acide 

punicique, sont les deux molécules les plus spécifiques de la grenade. Ainsi, grâce à une 

étude plus complète allant de la pathogénèse aux mécanismes cellulaires in-vivo, nous avons 

pu identifier plus précisément les mécanismes grâce auxquels la grenade préserve le capital 

osseux. Nous avons ainsi montré que ces effets semblent être liés, au moins pour partie, aux 

capacités anti-oxydantes et anti-inflammatoire du fruit, ainsi qu’à un effet sur les cellules 

osseuses qui reste à définir.  

 

Ainsi dans cette partie du travail, l’effet de la consommation de grenade sur la biologie 

osseuse est abordée grâce à une double approche in-vivo / ex-vivo. Dans un premier temps il 

s’agit de tester l’influence de la consommation de l’huile de pépins et de l’extrait de peau 

concentré en ellagitannins sur le même modèle préclinique que pour l’article 1, afin de 

définir si les extraits de grenade choisis sont bien vecteurs des effets bénéfiques identifiés 

précédemment (Figure 29).  

 

 

Figure 29 : Protocole expérimental des études précliniques des articles 2 et 3 

 
Ensuite l’approche ex-vivo sur les ostéoblastes et les ostéoclastes en culture 

développée a permis de définir plus précisément les effets de la consommation des extraits 

de grenade sur les acteurs du remodelage osseux. Cette approche originale, respectant la 

biologie générale des micronutriments concentrés dans ces extraits (à savoir en intégrant les 

modification systémiques consécutives à la prise alimentaire et les métabolites circulants 
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générés), a permis de déterminer que les résultats obtenus in-vivo sur l’os, pouvaient être 

expliqués par une action directe sur les cellules osseuses (Figure 30).  

 

 

Figure 30 : Protocole général de l’expérimentation ex-vivo développé pour les articles 2 et 3 

 
Cette dernière partie de mon travail complète donc, les résultats précédents et amène 

certains éléments de réponse quant aux mécanismes d’action impliqués dans cette 

modulation de la biologie osseuse lors de la consommation de grenade. En effet, ce travail a 

permis de démontrer que la consommation d’huile de pépins et d’un extrait de peau riche 

en ellagitannins prévient la perte de densité minérale et l’altération des trabécules osseuses 

associées à la carence œstrogénique. Cet effet bénéfique est en partie expliqué par un effet 

direct sur les cellules osseuses : augmentation de la différenciation ostéoblastique, que ce 

soit en termes d’activité ou de transcription, ce qui favorise donc la synthèse de matrice 

osseuse, alors que l’activité des ostéoclastes n’est pas modifiée (toutefois une modulation 

des principaux acteurs impliqués dans la différenciation de ce type cellulaire est observée). A 

cela s’ajoute la capacité de l’huile de pépins et de l’extrait de peau à protéger le 

microenvironnement osseux du développement d’un stress oxydatif et d’une inflammation, 

comme le montre la modulation de l’expression des principaux marqueurs de ces deux 

processus.  

 

De manière intéressante, l’ensemble de ces études montre que la capacité ostéo-

protectrice de la grenade est expliquée par un effet direct sur les différenciations 

ostéoblastique et ostéoclastique, associé à une amélioration des statuts inflammatoires et 

oxydants. Il est également important de souligner la cohérence des résultats obtenus in-situ 

sur le modèle animal avec ceux de culture cellulaire ex-vivo. Ce travail a donc permis, de la 

manière la plus précise et la plus proche des conditions systémiques, de clarifier les 

mécanismes impliqués dans l’amélioration de la santé osseuse lors de la consommation 

chronique de grenade.    
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AARRTTIICCLLEE  NNUUMMÉÉRROO  22  ::    
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Abstract 
In the current context of longer life expectancy, the prevalence of osteoporosis is 

increasingly important. This is why development of new strategies of prevention is highly 
suitable. Some dietary fats and particularly conjugated linoleic acid have a positive impact on 
bone formation leading to improved bone mineral density (BMD). Pomegranate seed oil 
(PSO) and its major component: punicic acid, a conjugated linolenic acid specific to this fruit, 
have potent anti-inflammatory and anti-oxidative properties both in-vitro and in-vivo, two 
process strongly involved in osteoporosis establishment. In this study, we demonstrated that 
PSO consumption (5% of the diet) improved significantly bone BMD and prevented 
trabecular microarchitecture impairment in ovariectomized (OVX) mice C57bl6j, compared 
to OVX controls animals. Those findings are associated with transcriptional changes in bone 
tissue, suggesting involvement of both osteoclastogenesis inhibition and osteoblastogenesis 
improvement. In addition, thanks to an ex-vivo experiment, we provided evidence that serum 
from mice fed pomegranate seed oil (5% by gavage) had the ability to significantly down-
regulate the expression of specific osteoclast differentiation markers and RANK-RANKL 
downstream signaling targets in  osteoclast like cells (Raw264.7). Moreover, in osteoblast like 
cells (MC3T3-E1) it elicited significant increase in ALP activity, matrix mineralization and 
transcriptional levels of major osteoblast lineage markers involving the Wnt/β-catenin 
signaling pathways may. Our data also reveal that PSO inhibited pro-inflammatory factors 
expression, while stimulating anti-inflammatory ones. These results demonstrate that PSO is 
highly relevant regarding osteoporosis. Indeed, it offers promising alternatives in the design 
of new strategies in nutritional management of age-related bone complications. 

 

 

Introduction  

Osteoporosis, the most common bone disease is considered as a major public health 
problem for the society. For example, it has been estimated to affect more than 50% of 
women and 20% of men of the United States population ≥50 years of age (Cooper 2010; 
Holroyd, Harvey et al. 2012). Osteoporotic fractures are associated with significant morbidity 
and excess mortality (Johnell 1996; Sanchez-Riera, Wilson et al. 2010). Moreover the 
financial burden associated with treating fractures is huge (it was estimated to be $19 billion 
in 2005 and is projected to increase to $25.3 billion by 2025 in the United States (Burge, 
Dawson-Hughes et al. 2007)). This disease is characterized by a systemic impairment of bone 
mass and micro-architecture that results in fragility fractures (Mundy 2001; Schulman, Weiss 
et al. 2011). Osteoporosis involves a high rate of bone turnover due to an imbalance between 
bone resorption by osteoclasts and formation by osteoblasts (Gallagher and Sai 2010; Kular, 
Tickner et al. 2012). Besides, osteoporosis establishment has been linked to inflammation, 
which has been extensively investigated as a key parameter favoring bone degradation 
(Lacativa and Farias 2010), while inhibiting osteoblast-mediated bone formation (Lacativa 
and Farias 2010; Shen, Yeh et al. 2011; Cagnetta and Patella 2012).  
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As a matter of fact, relationships between inflammatory status and dietary fats has been 
described, fatty acids exhibiting both pro- and anti-inflammatory effects, depending on their 
structures and metabolism (Raisz, Alander et al. 1989; Laneuville, Breuer et al. 1995). In this 
context, modulation of dietary lipids could represent a good opportunity in bone health 
preservation and is thus especially challenging in technologically advanced societies. Indeed 
it is increasingly admitted that fatty acids and bone metabolism are closely related. A growing 
body of evidence suggests that ω-6 fatty-acids promote bone loss, while ω-3 fatty acids 
restrain it (Albertazzi and Coupland 2002; Watkins, Li et al. 2003; Poulsen, Moughan et al. 
2007; Salari, Rezaie et al. 2008; Kruger, Coetzee et al. 2010). However, mechanisms remain 
far from being fully elucidated and extended literature review has revealed additional tracks to 
further investigate the field (Gimble, Zvonic et al. 2006; Rosen and Bouxsein 2006; Duque 
2008; Reid 2008; Rosen 2009). Recent data have focused attention on fatty acids with 
conjugated double bonds like conjugated linoleic acid (CLA) and conjugated linolenic acid 
(CLnA), because of their possible benefits on inflammation (Nagao and Yanagita 2005; 
Hwang, Kundu et al. 2007). In western countries, CLA and ClnA are most often found as 
trace in dietary fats. In other countries such as in Orient, CLA and CLnA are essentially 
provided by plants. While the most documented sources of these components are flax- and 
rapeseed oils, some data suggest that pomegranate seed oil could deserve special mention as 
well, due to its unique fatty acid profile.  

Pomegranate seed oil (PSO) which actually represents up to 12-20% of total seed 
weight, contains more than 95% of fatty acids, among which 99% are triacylglycerols. It is 
actually largely composed of punicic acid, a three-double-bond (in position 9-cis, 11-trans and 
13-cis) conjugated linolenic acid (CLnA, C18:3 (n-5)) (Figure 1A), which represents between 
60-80% of the fatty acid content of PSO (Hernandez, Melgarejo et al. 2000). Some studies 
have revealed the potential effect of pomegranate punicic acid on inflammatory diseases, 
through inhibition of tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) (Lansky and Newman 2007; 
Boussetta, Raad et al. 2009; Hontecillas, O'Shea et al. 2009).  

Given this advantage and the need to develop new innovative strategies for management 
of osteoporosis, we investigated the effect of pomegranate seed oil consumption on bone 
health status. Indeed, the aim of the present study was to elucidate the in-vivo effects of PSO 
consumption on bone loss in a murine model of postmenopausal osteoporosis and to 
understand the cellular and molecular mechanisms of action that are involved, thanks to an 
ex-vivo study on osteoblast and osteoclast cell lines. 

 

 

Materials and methods  

Fatty acid profile of pomegranate seed oil  

PSO extracted from pomegranate seed by SFE-CO2 extraction was obtained from 
Honsea Sunshine Bio Science & Technology Co., Ltd. The fatty acids composition was 
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determined by gas liquid chromatography (Thermo Fischer Scientific, Courtaboeuf, France), 
after converting the triglycerides into their corresponding fatty acid methyl esters (FAME), 
according to the methods described by (Folch, Lees et al. 1957) and (Ledoux, Chardigny et al. 
2005). The identification of sample methyl esters was performed by comparing their relative 
retention times with those of well-known FAMEs standards mixtures (Sigma Aldrich, Saint 
Quentin Fallavier, France and Elysian, MN, USA) (Figure 1B and 1C).  

 

Animals 

Ethics 

All animal procedures were approved by the institution’s animal welfare committee 
(Comité d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animale Auvergne: CEMEAA) and were 
conducted in accordance with the European’s guidelines for the care and use of laboratory 
animals (2010-63UE). Animals were housed in the animal facilities of the Human Nutrition 
Unit at INRA Research Center 
(http://www1.clermont.inra.fr/unh/telechargementinternet/ienplaquette.pdf). (Agreement N°: 
C6334514). Surgery was performed under anesthesia, and all efforts were made to minimize 
suffering. 

In-vivo study design 

Thirty 8-week-old female C57BL/6J mice were purchased from JANVIER (St 
Berthevin, France). After an acclimatization period of one week, the mice were randomly 
divided into 3 groups (n=10 per group). Two groups were surgically ovariectomized (OVX), 
while the other animals were sham operated (SH), under anaesthesia. Control mice (SH CT 
and OVX CT) were fed with a standard diet, modified from the AIN-93G powdered diet, 
containing 7% of corn oil (CO), while for the last group (OVX PSO) 5% of the CO were 
replaced by pomegranate seed oil (2% CO + 5% PSO). Diets were purchased from SAFE 
(Scientific Animal Food and Engineering, Augy, France).  

The animals were housed in a controlled environment (12:12h light-dark cycle, at 20–
22°C, with 50–60% relative humidity, 1 mice per plastic cage with free access to water). 
Body weight was measured every two days during the study period. Besides, body 
composition was assessed at the beginning and at the end of the study, using a QMR 
EchoMRI-900™ system, without any anesthesia or sedation. After the 30-days treatment was 
completed, blood was withdrawn under anesthesia and centrifuged (3000rpm for 5 minutes at 
room temperature). Serum was frozen at -80°C. Then, the mice were sacrificed. Liver, spleen 
and uterus were weighted. Femurs and tibias were harvested and stored at -80°C prior to 
investigation.  

Bone micro-architecture and bone mineral density analyses 

After removing soft tissues, left femurs of the 14 week-old mice were placed in PBS 
buffer with 10% formaldehyde at 4°C for one week. Micro-architecture (secondary 
spongiosa) was analyzed using X-ray radiation micro-CT (SkyScan 1072). Pictures of 
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1024*1024 pixels were obtained using 37kV and 215µA. Bone morphological analysis was 
performed using an eXplore CT 120 scanner (GE Healthcare, Canada). Acquisitions were 
processed with X-ray tube settings at 100kV and 50mA.  

 

Ex-vivo study design: Serum production 

Fifty 8-week-old female C57BL/6J mice were purchased from JANVIER (St Berthevin, 
France). After an acclimatization period of one week, mice were randomly divided into 2 
groups (n=25 per group) inscribed as pomegranate seed oil (PSO) and control (CT). Both 
groups were fed a control diet (AIN-93G). Pomegranate seed oil was orally administered by 
gavage once a day at the dose of 200µg, while the control group received the same amount of 
physiologic serum, using the same procedure. After 10 days, venous blood from all the 
animals was collected under anesthesia and centrifuged (3000rpm for 5 minutes at room 
temperature). Serum supernatant was subsequently harvested. Then serum from the same 
animal group was pooled, filtered at 45µm, aliquoted and stored at -80°C until the use in cell 
culture medium. 

 

Cell lines and culture conditions 

The murine osteoblasts cell line: MC3T3-E1 (ATCC® Number: CRL-2593TM) was 
seeded on coll-1-coated plates (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) at a density of 3x104 
cells/cm2. Cells were maintained in α-minimal essential medium (α-MEM; GIBCO, Paisley, 
UK) supplemented with 1% penicillin/streptomycin (GIBCO) and 10% heat-inactivated fetal 
bovine serum (FBS) (minimal medium). At 80% confluence, the cells were exposed to 
different conditions: minimal medium (C−) or minimal medium containing 50μg/mL ascorbic 
acid, 10mM β-glycerophosphate (C+; differentiation medium) in the presence of 10% heat-
inactivated FBS (FBS) or 7.5% heat-inactivated FBS + 2.5% serum from mice that received 
physiologic serum (CT) or pomegranate seed oil (PSO), for 21 days. 

RAW264.7, a murine monocytic cell line (ATCC® Number: TIB-71TM) was used as 
an osteoclast model. The cells were seeded at a density of 104 cell/•cm2 and maintained in α-
minimal essential medium (α-MEM; GIBCO, Paisley, UK) supplemented with 1% 
penicillin/streptomycin (GIBCO) and 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) 
(minimal medium). At 80% confluence, the cells were exposed to different conditions : 
minimal medium (C−) or minimal medium containing 50ng/mL RANK-L (R&D Systems) 
(C+; differentiation medium) in the presence of 10% heat-inactivated FBS (FBS) or 7.5% 
heat-inactivated FBS + 2.5% serum from mice that received physiologic serum (CT) or 
pomegranate seed oil (PSO), for 4 days. 

Both cell types were cultured at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2 in air. The 
medium was replaced every 2 days. All the experiments were performed in duplicate.  
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Cell proliferation  

RAW264.7 and MC3T3-E1 cells were seeded in a 96-well plate at a density of 3500 
cells per well, and cultured for 48 hours or 7 days with 2% serum (2% FBS or 1.25% FBS + 
0.75% CT or PSO mice serum). Cell viability was determined by an XTT based method, 
using the Cell proliferation Kit II (Sigma-Aldrich) according to the supplier’s 
recommendations. The OD was determined at 450nm. 

Alkaline phosphatase (ALP) activity measurement 

Enzymatic activity of ALP was measured on osteoblasts at days 0, 2, 7 and 14 
according to published methods (Sabokbar, Millett et al. 1994), adapted to our experimental 
conditions. Briefly, osteoblast cultures were rinsed twice with PBS (Sigma) prior to freezing 
at −20°C. Cells were then lysed by freeze–thaw cycles and homogenization into 
diethanolamine/magnesium chloride hexahydrate buffer (pH 9.8; Sigma). Cell lysates (10μL) 
were added to 200μL of p-nitrophenyl phosphate solution (6mg/mL) (Sigma). Absorbance 
was measured at 405nm, 30°C, every 150s for 30min using ELX808 microplate reader (Bio-
Tek Instruments). Protein measurement was performed using BioRad protein assay (BioRad, 
Munich, Germany). ALP activity was expressed as micromoles of p-nitrophenol per hour per 
milligram of protein (Trzeciakiewicz, Habauzit et al. 2010).  

Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity measurement 

TRAP activity was assayed according to standard methods using p-nitrophenyl 
phosphate as a substrate (Wittrant, Gorin et al. 2008). Medium was removed from osteoclast 
cultured in 24-well plate after 3 days and cell lysates were prepared using NP40 lysis buffer. 
Samples were incubated in assay buffer [125mM sodium acetate buffer (pH 5.2), 100mM p-
nitrophenyl phosphate (Sigma-Aldrich), and 1mM L(+) sodium tartrate]. The production of p-
nitrophenol was determined at 405nm at 37°C and expressed as the mean OD per minute, per 
milligram protein. 

Mineralization  

Osteoblasts seeded in 12-well plates were cultured for 21 days in minimum medium 
containing 50μg/ml ascorbic acid and 10mM β-glycerophosphate, to measure bone nodule 
formation. Extracellular matrix calcium deposits were stained using Alizarin red dye, as 
previously described (Trzeciakiewicz, Habauzit et al. 2010). Osteoblasts were fixed with ice-
cold 70% (v/v) ethanol and were then stained with Alizarin Red S (40mM) (Sigma) for 
30min. Mineralization was evaluated by light microscopy and image processing software: 
ImageJ. 

 

Taqman Low Density Arrays (TLDA)  

For each experimental group, four sets of extractions were performed with two tibias 
pooled in each. Frozen bones were ground in liquid nitrogen to obtain a fine powder. Then, 
total RNA was extracted from either bone powder for the in-vivo experiment or cell culture 
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using TRIzol reagent (Life Technology), following the manufacturer's instructions. RNA was 
converted to cDNA using the high capacity cDNA reverse transcription (RT) kit (Applied 
Biosystems). Resulting cDNA was used for TaqMan® low-density arrays (TLDAs) (Applied 
Biosystems 7900HT real-time PCR system). Relative expression values were calculated using 
the comparative threshold cycle (2−ΔΔCT) according to Data Assist software (Applied 
Biosystems). 18S, GAPDH and actin served as housekeeping genes. 

 

Statistical analysis 

Results are expressed as mean with their standard error (SEM). All the data were 
analyzed using XLSTAT (ExcelStat Pro software - Microsoft Office 2007). Ex-vivo data was 
analyzed using a two way analysis of variance (ANOVA) to test for difference among groups. 
If the result was found to be significant (p<0.05), the fisher multiple comparison test was then 
used to determine specific difference between means. TLDA data and in-vivo data were 
analyzed using non-parametric Kruskal–Wallis one-way analysis of variance which allows to 
test for difference among groups. If the result was found to be significant (p<0.05), the Mann-
Whitney U test was carried out to determine specific difference between means. 

 

 

Results 

Dietary PSO exhibited bone sparing properties in ovariectomized mice 

Validation of the animal model 

The success of ovariectomy was confirmed by uterine atrophy (the weight decreased by 
-72.6% in OVX CT mice and -70.9% in OVX PSO mice; p<0.001). This change was not 
prevented by PSO consumption (Table 1).  

During the experimental period, mean body weight consistently increased in each 
group. No difference was observed among groups, both in basal and final values (Table 1). 
Besides, as far as body composition is concerned, both lean and fat mass (expressed as % of 
body weight) increased during the experiment in all the experimental groups, no significant 
difference being observed between groups as well.  

 

PSO consumption was associated with lower osteopenia in ovariectomized mice 

We first studied the effect of ovariectomy and PSO consumption on bone morphological 
parameters using micro-CT analysis. As expected, femoral BMD was significantly (p<0.001) 
lower in the OVX CT group than in the SH CT one (-35.61%). PSO consumption 
significantly prevented (at least partially) this demineralization process induced by estrogen 
deprivation (p<0.01) (Figure 2A). In addition, ovariectomy was associated with impaired 
trabecular bone microarchitecture of distal femur, compared to what was observed in the SH 
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group. Again a protection was elicited by PSO consumption as shown in Figure 2B. Finally, 
trabecular number (TbN) and bone surface density (BS/TV) were significantly (p<0.05) 
decreased by castration, while trabecular separation (TbSP) was enlarged (Figure 2C). Again, 
with regards to those parameters, PSO tended to be endowed with bone sparing properties 
(only a trend was observed without reaching level of significance).  

 

PSO improved the expression profile of bone markers  

In addition to bone microarchitecture results, we performed a transcriptomic analysis on 
bone tissue samples, using Taqman Low Density Arrays (TLDA). Due to the large number of 
modulated targets, only the most important bone markers are presented. Data for the OVX 
PSO group were compared to those measured in the OVX CT group. In brief, results dealing 
with osteoclasts, shown in figure 2D, indicate that PSO consumption did impair osteoclast 
differentiation, as demonstrated by the significant decreased expression of calcitonin receptor 
(CTR) (-67%). Besides, expression of integrin β3 (ITG β3), the major integrin synthetized by 
mature and active osteoclasts, was significantly decreased in the PSO group (-37%). In the 
same way, expression of metallo proteinase 2 (MMP2), a key enzyme for osteoclast activity 
involved in collagen degradation, was also significantly down-regulated in the OVX PSO 
group (-54%). Finally, there was a trend to a lower tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 
expression (-12%), reflecting both osteoclast maturity and activity, in the treated OVX group. 
On another hand, with regards to bone formation, data which are presented in the figure 2D 
indicate that PSO was able to up-regulated LRP5 expression, which is a co-receptor implied 
in Wnt/β-catenin signaling in osteoblast (+59% compared with the OVX CT group). 
However, the other osteoblast differentiation markers which have been investigated were not 
impacted by PSO ingestion.  

 

Confirmation of the previous results using an ex-vivo approach 

To determine more accurately the origin of the bone rescue induced by PSO, we set up 
an ex-vivo model relevant to physiological conditions. In that purpose, serum from mice 
consuming PSO or physiologic serum (control) was exposed to bone cells culture with a 
medium in which 25% of FBS was replaced by mice serum. 

 

PSO and cell viability  

A cell viability test was performed on both MC3T3-E1 and RAW264.7 to insure that 
mice sera (harvested either from CT mice or PSO animals) were not deleterious for both bone 
cell lines. As far as the osteoblast model (MC3T3-E1) is concerned, exposure to mice serum 
exacerbated cell proliferation. Compared to what is observed in the control condition, PSO 
slightly reduced cell proliferation on day 2. This difference did not persist at day 7 (Figure 
3A). With regards to the osteoclast model (RAW264.7), proliferation was significantly 
increased at day 7 by mice serum, compared to FBS. However, no significant difference was 
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elicited between PSO and control serum (Figure 4A). Consequently, serum harvested from the 
mice that have been exposed to PSO had no deleterious effect on osteoblast and osteoclast 
proliferation, in these experimental conditions. 

 

PSO improved osteoblast differentiation  

Osteoblast differentiation was first assessed by kinetic measurement of ALP activity in 
cells treated with mice serum in both control or PSO conditions, on days 2, 7 and 14. As 
expected for the control condition, osteoblasts treated with optimized medium (C+) exhibited 
an higher ALP activity, compared to those exposed to a minimal medium (C-): day 2 
(+121%), day 7 (+159%; p<0.01) and day 14 (+108%) (Figure 3B). When incubated with 
serum from PSO mice, this parameter significantly decreased under both undifferentiated (C-) 
and differentiated (C+) conditions, compared with the cells treated with serum haversted from 
control mice. In minimal medium, PSO led to higher ALP activity throughout the kinetic 
period than in cells exposed to serum from control mice: day 2 (+248%; p<0.001), day 7 
(+163%; p<0.01) and day 14 (+118%) (Figure 3B). This was even exacerbated under 
optimized condition (C+) (fold increase when compared to data in cells exposed to serum 
from control mice: day 2 (+184%; p<0.001), day 7 (+212%; p<0.001) and day 14 (+145%; 
p<0.001) (Figure 3B). 

Looking further into the importance of PSO on bone mineralization, MC3T3-E1 cells 
under differentiated condition (C+) and treated with either PSO mice serum or CT mice serum 
were cultured for 21 days and then analyzed using Alizarin red staining. As expected, calcium 
nodules were observed in both conditions after 21 days of culture with a higher mineralization 
level in osteoblasts treated with PSO mice serum  (+271%; p<0.001)) (Figure 3C and D).  

For additional information and to better understand PSO effect, transcriptional analysis 
of major differentiation and transcription factors was performed. Due to the large number of 
targets, only the most relevant and significant ones are presented. Expression level of mRNA 
extract from MC3T3-E1 cells after 7 days of culture with serum from PSO mice was 
compared to that from cells treated with serum from control mice at the same culture time 
(Fold increase value = 1). As show in Figure 3E, PSO significantly (p<0.05) increased the 
expression of major osteogenic markers such as ALP (2.48 fold), collagen 1a1 (Coll1a1) (2.43 
fold), bone sialoprotein (BSP) (2.22 fold), osteocalcin (2.01 fold), osteoprotegerin (OPG) (4.4 
fold) and osteopontin (2.4 fold). In addition discoidin domain receptor 2 (DDR2), a cell 
surface receptor which plays critical roles in collagen control of osteoblast differentiation, was 
up regulated by PSO (1.96 fold; p<0.05). In addition, two members of Wnt/β-catenin 
signaling pathways which regulate osteoblast differentiation and bone formation were also up-
regulated by PSO: β-catenin (2.17 fold; p<0.05) and LRP5 (2.37 fold; p<0.05). Finally, PSO 
stimulated the expression of the two master osteoblastic transcription factors: osterix and 
runX2 (2.20 and 2.36 fold respectively; p<0.05).  
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PSO reduced osteoclast differentiation, but not activity  

To determine whether serum from PSO mice was able to reduce osteoclast 
differentiation, we first evaluated TRAP activity in RAW264.7 cells, after 3 days of culture. 
As described in Figure 4B, if exposure to mice serum was associated with an increase of such 
a parameter, PSO did not elicit any change, compared to what is observed with serum from 
control mice.  

To further investigate the effect of PSO on bone resorption, the expression level of 
specific differentiation markers and transcription factors was assessed. TLDA analysis was 
thus performed on mRNA extracted from RAW264.7 cells treated with mice serum (CT or 
PSO) under differentiated condition (C+), after 3 days of culture. Expressions of the most 
relevant targets are shown in figure 4C. The exposure to serum from PSO mice was compared 
to that of CT treated cells (Fold increase value=1). TLDA data indicate that serum from PSO 
mice significantly (p<0.05) decreased mRNA levels of crucial osteoclast-specific markers in 
RAW264.7 differentiated cells such as: carbonic anhydrase (CA) (0.57 fold), calcitonin 
receptor (CTR) (0.66 fold), cathepsin K (CTSK) (0.75 fold), chemokine receptor 2 (CCR2) 
(0.56 fold), integrin-β3 (ITG β3) ( 0.53 fold), metalloproteinase 9 (MMP9) (0.56 fold) and 
TRAP (0.63 fold) (Figure 4C). Consistent with those effects, a down-regulated expression of 
receptor activator of nuclear factor- kappaB (RANK) was observed in PSO condition (0.51 
fold; p<0.05), activation of RANK by RANK ligand (RANKL) in the osteoclast precursor 
cells being required for osteoclast differentiation and activation. Moreover, TRAF6 
expression, a cytoplasmic actor whereby RANK intracellular signaling cascade is induced, 
decreased (0.60 fold; p<0.05), as well. Finally, some crucial transcription factors for 
osteoclast differentiation were inhibited such as downstream of RANK signaling: nuclear 
factor-κB (NF- κB) (0.59 fold), nuclear factor of activated T cells cytoplasmic 1 (NFAT c1) 
(0.46 fold) and Fos (0.39 fold). This further supports the negative effect of PSO on 
osteoclasts. 

 

PSO also reduced expression of major inflammation markers in osteoclasts and 
osteoblasts and bone microenvironment 

Beside the direct effects on both osteoblast and osteoclasts-like cells signaling, we next 
investigated the impact of PSO on major inflammation markers expression, as this process is 
known to exacerbate bone resorption. We thus performed a transcriptomic analysis of some 
inflammatory markers on both MC3T3-E1 and RAW264.7 cell lines (data not shown). 
Actually, PSO tended to reduce inflammation. Indeed, in osteoblast cells, compared to the 
control condition, it reduced the expression of two pro-inflammatory cytokines, IL1 and IL6 
(by 0.69 and 0.76 fold, respectively; p<0.05) and enhanced the anti-inflammatory IL6 
receptor antagonist (IL6ra) expression (1.56 fold; p<0.05). In osteoclast culture, PSO induced 
a down-regulation on the expression of pro-inflammatory cytokine receptors such as IL6ra, 
IL6st and TNF-R1b, in comparison with the control condition (0.59 – 0.59 and 0.57 fold, 
respectively; p<0.05). 
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Those data are consistent with those carried out on bone tissue samples from the in-vivo 
study as described above (expressions for studied targets were compared to those in the OVX 
CT group: fold increase value = 1). As a matter of fact, ovariectomy (OVX CT) induced the 
development of an inflammatory status in bone environment, as shown by an increased 
expression of pro-inflammatory markers like CCL2 (p<0.05) and a reduced expression of 
anti-inflammatory mediators such as IL1-R2 and IL1-Rn (p<0.05). Consumption of PSO by 
ovariectomized mice was able to reduce such an inflammation through a down-regulation of 
CCL2 expression (0.28 fold; p<0.05) and an up-regulation of IL1-R2 and IL1-Rn expression 
(2.27 fold; p<0.05 and 1.51 fold respectively), supporting the ex-vivo data.  

 

 

Figure 1: Analysis of pomegranate seed oil composition  
 

 
 
A: Chemical structure of punicic acid, a conjugated linolenic acid isomer unique to 
pomegranate seed oil. 
B: Gas liquid chromatography profile of fatty acid methyl esters (FAME) extract from 
pomegranate seed oil used in the study. Major compound is punicic acid (C18:3 n-5). 
C: Fatty acid composition of pomegranate seed oil (fatty acid esters as % of total fatty acid 
esters) Results are presented as mean±SD (n=3). 
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Table 1: Effect of ovariectomy and pomegranate seed oil consumption for 30 days on body 
weight, composition and uterine weight in mice.  

 

 
Each group contained 10 mice. Animals were fed a standard diet modified from AIN-93 
containing 7% of corn oil (SH and OVX control) or 2% of corn oil + 5% of pomegranate seed 
oil (OVX PSO) for 30 days. Values are presented as means±SEM. ***P<0.001 versus SH 
group. 
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Figure 2: Effect of pomegranate seed oil consumption for 30 days on femoral bone 
parameters in ovariectomized mice. 

 
 
A: Bone mineral density analysis of left femur by X-ray radiation micro-CT in sham operated 
mice given the control diet (standard diet modified from AIN-93 containing 7% of corn oil) 
(SH CT , ovariectomized (OVX) mice given the control diet (OVX CT ) and in OVX 
mice given pomegranate seed oil (standard diet modified from AIN-93 containing 2% of corn 
oil + 5% of pomegranate seed oil) (OVX PSO ). Each group contained 10 animals. Results 
are presented as means±SEM. **P<0.01 and ***P<0.001 versus OVX CT group. 
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B-C: Micro-CT analysis of left femur in sham operated (SH CT) or ovariectomized animals 
given the control diet (ONX CT) or the diet containing 5% of pomegranate seed oil (OVX 
PSO) (6 mice/group). B: Representative microCT images of the distal left femur for each 
group: SH CT, OVX CT and OVX PSO. C: Analysis of bone micro-architectural parameters.  
Values represent means±SEM. *P<0.05 versus OVX CT group. 
Abbreviations: BV/TV: Percent bone volume; TbTh: trabecular thickness; TbN: trabecular 
number; TbSP: trabecular spacing; SMI: structure model index; ConnDn: connectivity 
density; Tb PF: trabecular pattern factor; Po tot: total porosity; BS/TV: bone surface density.  
D: Expression profile analysis of bone markers in femoral bone from OVX mice raised either 
in control conditions (SH CT , OVX CT ) or exposed to pomegranate seed oil (5% of the 
diet) (OVX PSO ) for 30 days. 
Transcriptomic analysis of bone tissue mRNA levels determined by Taqman Low density 
Arrays are presented as fold change compared to OVX CT group (fold change=1). Results are 
expressed as mean±SD (n=8). *P<0.05.  
Abbreviations: Osteoclastogenic genes: TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase; CTR: 
calcitonin receptor; ITG b3: integrin β3; MMP2: metalloproteinase 2. Osteogenic genes: 
OCN: osteocalcin; Lrp5; RunX2, OPN: osteopontin. 
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Figure 3: Osteoblast viability and differentiation in culture after exposure to serum harvested 
from mice raised either under control conditions or treated with pomegranate seed oil. 

 
 
A: Cell proliferation test performed on MC3T3-E1 cell line cultured in minimal medium (2% 
FBS ) supplemented with either serum from mice given physiological serum (1.25% FBS + 
0.75 CT mice serum ) or pomegranate seed oil (1.25% FBS + 0.75 PSO mice serum ) 
after 2 and 7 days of treatment. Results are expressed as mean±SEM (n=6). *P<0.05 versus 
FBS condition. 
B: ALP activity of MC3T3-E1 cultured in optimized medium with 10% FBS (FBS C+; •••) or 
with 7.5% FBS + 2.5% serum from mice fed either physiological serum (CT C+; ─ ─) or 
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pomegranate seed oil (PSO C+; ──) after 0, 2, 7 and 14 days of treatment. Results are 
expressed as mean±SEM (n=8). *P<.05; **P<0.01 and ***P<.001 versus FBS C+. 
C-D: Mineralized nodules stained with alizarin red S on Day 21 in MC3T3-E1 cultured in 
optimized (C+) medium with 10% FBS (FBS C+; ) or with 7.5% FBS + 2.5% serum from 
mice xposed to either with physiological serum (CT C+; ) or pomegranate seed oil (PSO 
C+; ). C: Representative image of alizarin red staining for each condition. D: Relative 
quantification of alizarin red staining with picture analyzer software ImageJ. Results were 
presented as mean±SD (n=3). ***P<0.001 versus FBS condition. 
E: Transcriptomic analysis of the main osteoblast markers in MC3T3-E1 cultured in 
optimized (C+) medium after 7 days of treatment with serum from mice exposed to either 
physiological serum (CT) or pomegranate seed oil (PSO). Transcriptomic analysis of MC3T3-
E1 mRNA levels determined by Taqman Low density Arrays are presented as fold change 
compared to CT condition (fold change=1) as mean±SD (n=3). *P<0.05.  
Abbreviations: ALP: alkaline phosphatase; βCat: β-catenin, Coll1a1: collagen 1a1; DDR2: 
discoidin domain receptor 2; BSP: bone sialoprotein; Lrp5; OCN: osteocalcin; OPG: 
osteoprotegerin; OPN: osteopontin; osterix and RunX2 
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Figure 4: Osteobclast viability and differentiation in culture after exposure to serum 
harvested from mice raised either under control conditions or treated with pomegranate seed 
oil. 
 

 
A: Cell proliferation test performed on RAW264.7 cell line cultured in minimal medium (2% 
FBS ) supplemented with serum from mice exposed to either physiological serum (1.25% 
FBS + 0.75% CT mice serum ) or pomegranate seed oil (1.25% FBS + 0.75% PSO mice 
serum ), after 1, 2 and 3 days of treatment. Results are expressed as mean±SEM (n=6). 
*P<0.05 versus FBS condition. 
B: TRAP activity of RAW264.7 cultured in optimized medium with 10% FBS (FBS C+; ) 
or with 7.5% FBS + 2.5% mice serum fed with physiological serum (CT C+; ) or 
pomegranate seed oil (PSO C+; ) after 3 days of treatment. Results are expressed as 
mean±SEM (n=8). **P<0.01 versus FBS C+ 
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C: Transcriptomic analysis of the main osteoclast markers in RAW264.7 cultured in 
optimized (C+) medium after 2 days of treatment with serum from mice exposed to either 
physiological serum (CT) or pomegranate seed oil (PSO). Transcriptomic analysis of MC3T3-
E1 mRNA levels determined by Taqman Low density Arrays are presented as fold change 
compared to CT condition (fold change=1) as mean±SD (n=3). *P<0.05.  
Abbreviations: CA: carbonic anhydrase; CTR: calcitonin receptor; CTSK: cathepsin K; 
CCR2: chemokine receptor 2; ITG β3: integrin-β3; MMP9: metalloproteinase 9; NFAT c1: 
nuclear factor of activated T cells cytoplasmic 1; NF- κB: nuclear factor-κB; RANK: receptor 
activator of nuclear factor- kappaB; RANKL: RANK ligand; TRAF6; TRAP tartrate-resistant 
acid phosphatase  

 

 

Discussion 

 

In this dietary intervention study, we used a well described estrogen deficiency related 
bone loss model that mimics postmenopausal osteoporosis women features (Kalu 1991; Lei, 
Xiaoying et al. 2009). As expected, ovariectomy reduced BMD and altered bone micro-
architecture as indicated by a lower trabecular number (TbN), bone surface density (BS/TV) 
and a higher trabecular spacing (TbSp), compared to the SHAM group (Figure 2).  

We presently report for the first time that consumption of pomegranate seed oil (PSO) 
can exhibit beneficial effects on bone loss in-vivo. Indeed, as shown by the bone 
microarchitecture analysis, dietary PSO significantly countered the ovariectomy-induced 
BMD decrease and tended to limit trabecular bone microarchitecture alteration. Those bone 
sparing properties were associated with transcriptional changes in bone tissue, suggesting 
involvement of both osteoclastogenesis inhibition and osteoblastogenesis improvement. 
Actually, Tsuzuki et al. reported that punicic acid from PSO is absorbed by intestine and 
quickly converted to conjugated linoleic acid (CLA): 9c, 11t isoform (Tsuzuki, Kawakami et 
al. 2006). Consistent with the present data, CLA has been shown to exert a positive effect on 
BMD (Brownbill, Petrosian et al. 2005; Park and Pariza 2008). Moreover, in a previous study, 
Rahman et al (Rahman, Halade et al. 2011) reported that CLA decreases bone resorption rate, 
suggesting a down-regulating effect on osteoclastic activity in osteoporotic mice. 
Accordingly, we demonstrate that PSO consumption decreased pro-resorption markers 
expression while up-regulating the bone formation ones. In the light of this comments, it is 
tempting to speculate that the protective effects observed on macroscopic parameters may 
partly originate from PSO metabolism such as CLA conversion. 

According to our in-vivo findings, serum of mice fed with PSO (PSO serum) impacted 
both osteoblast and osteoclast cultures in-vitro. Indeed, PSO serum directly and indirectly 
contributed to increase osteoblastic differentiation, while inhibiting osteoclastogenesis. 
Moreover, taken together our results support an overall prevention of BMD and micro-
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architecture failure by PSO, by counteracting both inflammatory context establishment and 
unbalanced bone cells activities induced by ovariectomy. 

 

To further investigate cellular mechanisms of PSO protection, we attempted to decipher 
which cellular mechanisms are involved in such osteoporosis prevention.  Accordingly, to 
stay in the closest nutritional conditions, instead of using commercially available pomegranate 
seed oil on cultured cells, we designed an original experimental procedure taking into account 
the intestine barrier and the impact of PSO metabolites on other organs that may influence 
bone compartment through modification of serum composition. PSO enriched serum was thus 
tested on both osteoblast and osteoclast cultures.  

Using RAW264.7 cells, we found that PSO metabolites resulted in inhibition of 
RANKL-induced osteoclast differentiation, as shown by down-regulation of specific 
osteoclast differentiation markers expression (calcitonin receptor, carbonic anhydrase, 
cathepsin K, CCR2, integrin-β3, MMP-9 and TRAP) (Boyle, Simonet et al. 2003). 
Consistently, we observed a decreased expression of the RANK-RANKL downstream 
signaling targets (TRAF6, NF-κB and NFAT c1), thus providing an explanation of the PSO-
related osteoclastogenesis inhibition. Once more, these data are consistent with the literature 
related to CLA effect on osteoclast cells (Rahman, Bhattacharya et al. 2006; Platt and El-
Sohemy 2009).  

On another hand, using MC3T3-E1 cell line as an osteoblast precursor mode, we found 
that PSO serum significantly stimulated osteoblastogenesis, as demonstrated by increased 
ALP activity and matrix mineralization. In addition, transcriptional levels of major osteoblast 
lineage markers (ALP, Coll1a1, BSP, OCN, OPG, OPN, DDR2) were significantly up-
regulated. Based on the increase in osterix and runx2 expression level, we hypothesize that 
these two major osteoblastic transcription factors (Zhang, Su et al. 2011; Zhang 2012) may 
contribute to the presently observed improved osteoblast functions. Along with osterix and 
runx2, involvement of the Wnt/β-catenin signaling pathways may also contribute to PSO 
effects, for the same reasons (Zhang, Oyajobi et al. 2012). As suggested for 
osteoclastogenesis, CLA were recently proved to stimulate osteoblastogenesis through 
enhanced mineralized nodule formation and modulation of osteoblast transcriptome (Platt and 
El-Sohemy 2009; Kim, Park et al. 2012), further supporting the potential role of punicic acid 
conversion in mediating PSO effect on bone.  

 

Since PSO is supposed to be endowed with potent anti-inflammatory properties (Lansky 
and Newman 2007), we also investigated the influence of PSO on inflammation, another key 
protagonist in bone behavior (Redlich and Smolen 2012). Our data reveal that PSO inhibited 
pro-inflammatory factors expression (CCL2, IL1, IL6 and receptors), while stimulating anti-
inflammatory ones (IL6 receptor antagonists: IL6 Ra and IL6 St). Accordingly, punicic acid 
was found to suppress the expression and secretion of inflammatory cytokines such as TNF-α 
and NF-κB in serum, intestine or erythrocytes (Bassaganya-Riera, Guri et al. 2011; Asghari, 
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Sheikholeslami et al. 2012; Saha, Dasgupta et al. 2012). In the light of these data, indirect 
effects of PSO on inflammation may contribute to explain its bone sparing effect. In the same 
trend, PSO was shown to exert in-vitro antioxidant properties in a breast cancer cell line 
(Grossmann, Mizuno et al. 2010) and in-vivo in blood and erythrocytes (Saha, Dasgupta et al. 
2012; Saha and Ghosh 2012). Then, according to Wauquier et al. (Wauquier, Leotoing et al. 
2009), oxidative stress impacts bone health as excessive reactive oxygen species generation is 
involved in enhanced bone loss. Our results indicate a significant reduced expression of 2 key 
enzymes responsible for oxidative stress establishment [nitric oxide synthase 3 (-74%) and 
NADPH oxidase 1 (-96%)] in bone tissue from OVX mice consuming PSO, when compared 
to the OVX CT group (p<0.05). In contrast, we observed an up-regulation of glutathione 
peroxidase (+46%) and reductase (+179%) in the OVX PSO group versus OVX control 
animals (p<0.05). Thereby, antioxidant PSO properties could represent an additional 
contribution to bone loss prevention.  

 

Taken together our results demonstrate for the first time that pomegranate seed oil is 
endowed with several beneficial properties for bone tissue that may act individually or in 
concert in an original model that considers pomegranate seed oil metabolism. Our results 
show that PSO is relevant regarding osteoporosis and it offers promising alternatives in the 
design of new strategies in nutritional management of age-related bone complications. In 
parallel, in a context of growing prevalence of obesity and unbalanced high lipid consumption 
(Lioret, Touvier et al. 2009), PSO could represent a good candidate for nutritional and 
industrial strategies in order to rebalance fatty acids composition in food.  Nevertheless 
further ex-vivo studies are required to fully determine the contribution of each PSO properties 
on bone.  
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Abstract 

Aging is associated with impairment of bone remodeling, characterized by an increase 
in the resorption/formation ratio, leading to a progressive loss of bone. This process is 
amplified by inflammatory and oxidative stress in the bone microenvironment. Pomegranate 
(PG), especially pomegranate peel, has been used worldwide for many years as a medical 
product. Recently, nutritional and pharmaceutical benefits of pomegranate raised a great 
scientific interest. In this study, we investigated whether pomegranate peel extract (PGPE) 
consumption could effectively inhibit osteoporosis establishment through modulation of bone 
cells differentiation and activity. The present study provides evidence that, in ovariectomized 
mice (OVX), PGPE consumption is able to significantly prevent the decrease in bone mineral 
density (BMD) and bone microarchitecture impairment induced by oestrogen deficiency. 
Moreover, exposure of RAW264.7 cells (osteoclast like cells) to serum harvested from mice 
that have been given a PGPE-enriched diet elicits reduced osteoclast differentiation and bone 
resorption by inhibiting major osteoclasts markers. In addition, PGPE appears to substantially 
increase activity and differentiation of osteoblastic MC3T3-E1 cells. Furthermore, PGPE 
significantly improved some biomarkers for inflammation and oxidative stress in bone 
microenvironment. Consequently, PGPE may be a good candidate for the development of 
innovative strategies of osteoporosis prevention. 

  

 

Introduction  

Bone is a dynamic organ which is continuously and precisely remodeled by 
combinational roles of osteoblasts and osteoclasts. Generally, imbalances in bone remodeling 
are caused by a deregulated coupling between the main bone cells, due to the increase of 
osteoclasts resorption activity over bone-formation rate by osteoblasts, leading to the most 
common adult bone disease, i.e., osteoporosis (Rachner, Khosla et al. 2011) which is a 
systemic skeletal disorder characterized by low bone mass and structural deterioration of 
microarchitecture, leading to bone fragility (Sandhu and Hampson 2011). Many attempts have 
been set up to develop drugs for prevention and treatment of this disease. In this light, as far 
as nutritional prevention is concerned, despite the traditional focus on calcium and vitamin D, 
recent approaches have identified a multitude of nutrients endowed with bone sparing 
properties (Schulman, Weiss et al. 2011). Indeed, it has been shown that polyphenolic 
compounds such as flavonoïds or more precisely genistein, daidzein, oleuropein, 
hydroxytyrosol, and others exert a therapeutic effect on osteoporosis (Scalbert, Manach et al. 
2005) and that they inhibit osteoclast differentiation (Horcajada and Offord 2012) and 
stimulate osteoblast formation (Trzeciakiewicz, Habauzit et al. 2009).  

Among the main dietary sources of such micronutrients, pomegranate (Punica 
granatum, Punicaceae) has been used extensively in the folk medicine of many cultures 
(Lansky and Newman 2007). While relationship between pomegranate composition of and its 
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biological effects is not clearly elucidated, many recent advances have been made in order to 
discover the mechanisms involved and to identify the molecules responsible for these actions 
(Viuda-Martos, Fernández-López et al. 2010). Various parts of the fruit have been shown to 
exert antioxidant, anti-inflammatory, anticarcigogenic, antiatherosclerotic, hypolipidemic, 
antidiabetique, antiviral, antibacterial, and antifungal activities, on cell lines, in preclinical 
models and in few human studies (Johanningsmeier and Harris 2011). Indeed, the main 
properties of pomegranate actually identified so far are associated with its antioxidant 
capacity (3 times higher than extracts of red wine and tea), related to its composition 
including anthocyanins and tannins (Haber, Joy et al. 2011). Actually, it has been reported 
that reactive oxygen species and low grade inflammation which contribute to the aging 
process (Krause 2007; Probst-Hensch 2010) are involved in the etiology of various 
degenerative diseases, such as osteoporosis (Wauquier, Leotoing et al. 2009; Lacativa and 
Farias 2010; Manolagas and Parfitt 2010) 

The peel of the grenade represents almost 26–30% of the fruit. It is the part of the 
grenade which has the highest antioxidant capacity (92%of the total antioxidant activity of the 
fruit (Zahin, Aqil et al. 2010)), because of its large content in polyphenols such as punicalagin 
(Tzulker, Glazer et al. 2007), flavonoïds (anthocyanins, catechins and other complex 
flavonoids) and hydrolysable tannins (punicalin, pedunculagin, punicalagin, gallic and ellagic 
acid) (Ismail, Sestili et al. 2012). Pomegranate peel tannins have been widely recognized and 
used traditionally for their medicinal properties and several common ailments such as 
inflammation, diarrhea, intestinal worms, cough, infertility have been treated by exploiting 
pomegranate peel extract  (Lansky and Newman 2007; Mousavinejad, Emam-Djomeh et al. 
2009) 

Consequently, the exceptional antioxidant and anti-inflammatory potential of 
pomegranate peel (together with a long history of use in folk medicine), associated with the 
need to develop new innovative strategies for the management of osteoporosis, led us to 
investigate its role on bone health issue. In the present study, using a peel pomegranate extract 
rich in tannins, we hypothesized that pomegranate peel extract consumption could exert 
beneficial effect on bone biology. Moreover, using a ex-vivo cell culture model with 
osteoblasts and osteoclasts, we studied the cellular and molecular mechanisms of action that 
could be involved, and thanks to a murine model of postmenopausal osteoporosis we tempted 
to confirmed observations at the cellular level.  

 

 

Materials and methods  

Pomegranate peel extract 

Throughout the study, we used the Wonderfull variety cultured in Israel and purchased 
from POMONA (Clermont-Ferrand, France). Fresh fruit of pomegranate was peeled manually 
and the peel was squeezed with a commercial turnmix blender (Philips HR2084, France) to 



153 

obtain a homogenous puree. Pomegranate peel extract (PGPE) was obtain by hydro-alcoholic 
(ethanol/water* (m/m) 70/30 [*water from pomegranate peel]) extraction from peel puree, 
with a pomegranate/solvent ratio 1/15 (w/w), at 90°C, for 3hours. The extract was then 
filtrated through 0.2µm filter and frozen at -20°C, directly after preparation and until analysis 
and diet formulation. Chemical characterization of PGPE composition was performed by 
AGROBIO (Rennes, France) and VEGEPOLYS INNOVATION (Angers, France) (see PGPE 
composition on Figure 1).  

 

Animals 

Ethics 

All the animal procedures were approved by the institution’s animal welfare committee 
(Comité d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animale Auvergne: CEMEAA) and were 
conducted in accordance with the European’s guidelines for the care and use of laboratory 
animals (2010-63UE). The animals were housed in the animal facilities of the Human 
Nutrition Unit at INRA Research Center 
(http://www1.clermont.inra.fr/unh/telechargementinternet/ienplaquette.pdf). (Agreement N°: 
C6334514).  

 

Ex-vivo study design: Serum production 

Fifty 8-week-old female C57BL/6J mice were purchased from JANVIER (St Berthevin, 
France). After an acclimatization period of one week, mice were randomly divided into 2 
groups (n=25 per group) inscribed as pomegranate peel extract (PGPE) and control (CT). 
Both groups were fed a control diet (AIN-93G). PGPE (50mg polyphenol/kg body weight/day 
ellagic acid equivalent) was given to each animal by forced oral administration, while the 
control group received the same amount of physiologic serum, using the same procedure. 
After 10 days, venous blood from all the animals was collected under anesthesia and 
centrifuged (3000rpm for 5 minutes at room temperature). Serum supernatant was 
subsequently harvested. Then serum from the same animal group was pooled, filtered at 
45µm, aliquoted and stored at -80°C until the use in cell culture medium. 

 

Cell lines and culture conditions 

The murine MC3T3-E1 osteoblasts cell line (ATCC® Number: CRL-2593TM) was 
seeded on coll-1-coated plates (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) at a density of 3x104 
cells/cm2. The cells were maintained in α-minimal essential medium (α-MEM; GIBCO, 
Paisley, UK) supplemented with 1% penicillin/streptomycin (GIBCO) and 10% heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS) (minimal medium). At 80% confluence, the cells were 
exposed to different conditions: minimal medium (C−) or minimal medium containing 
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50μg/mL ascorbic acid, 10mM β-glycerophosphate (C+; differentiation medium), in the 
presence of 10% heat-inactivated FBS (FBS) or 7.5% heat-inactivated FBS + 2.5% serum 
from mice that received physiologic serum (CT) or pomegranate peel extract (PGPE), for 21 
days. 

Besides, RAW264.7, a murine monocytic cell line (ATCC® Number: TIB-71TM) was 
used as an osteoclast model. The cells were seeded at a density of 104 cell/•cm2 and 
maintained in α-minimal essential medium (α-MEM; GIBCO, Paisley, UK) supplemented 
with 1% penicillin/streptomycin (GIBCO) and 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) 
(minimal medium). At 80% confluence, the cells were exposed to different conditions : 
minimal medium (C−) or minimal medium containing 50ng/mL RANK-L (R&D Systems) 
(C+; differentiation medium), in the presence of 10% heat-inactivated FBS (FBS) or 7.5% 
heat-inactivated FBS + 2.5% serum from mice that received physiologic serum (CT) or 
pomegranate peel extract (PGPE), for 4 days. 

Replacement proportion of FBS by mice serum in these studies was determinate by 
preliminary studies employing RAW264.7 and MC3T3-E1cells to ensure it did not induce any 
modification of cell differentiation.  

Both cell types were cultured at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2 in air. The 
medium was replaced every 2 days. All the experiments were performed in duplicate.  

 

Cell proliferation  

RAW264.7 and MC3T3-E1 cells were seeded in a 96-well plate at a density of 3500 
cells per well, and cultured for 48 hours or 7 days with 2% serum (2% FBS or 1.25% FBS + 
0.75% CT or PGPE mice serum). Cell viability was determined by an XTT based method, 
using the Cell proliferation Kit II (Sigma-Aldrich), according to the supplier’s 
recommendations. The OD was determined at 450nm. 

 

Alkaline phosphatase (ALP) activity measurement 

Enzymatic activity of ALP was measured in osteoblasts at days 0, 2, 7 and 14, 
according to published methods (Sabokbar, Millett et al. 1994), adapted to our experimental 
conditions. Briefly, the osteoblast cultures were rinsed twice with PBS (Sigma) prior to 
freezing at −20°C. The cells were then lysed by freeze–thaw cycles and homogenization in 
diethanolamine/magnesium chloride hexahydrate buffer (pH 9.8; Sigma). The cell lysates 
(10μL) were added to 200μL of p-nitrophenyl phosphate solution (6mg/mL) (Sigma). 
Absorbance was measured at 405nm, 30°C, every 150s for 30min, using ELX808 microplate 
reader (Bio-Tek Instruments). Protein measurement was performed using BioRad protein 
assay (BioRad, Munich, Germany). ALP activity was expressed as micromoles of p-
nitrophenol per hour per milligram of protein (Trzeciakiewicz, Habauzit et al. 2010).  
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Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity measurement 

TRAP activity was assayed according to standard methods using p-nitrophenyl 
phosphate as a substrate (Wittrant, Gorin et al. 2008). The medium was removed from 
osteoclast cultured in 24-well plate after 3 days and the cell lysates were prepared using NP40 
lysis buffer. The samples were incubated in assay buffer [125mM sodium acetate buffer (pH 
5.2), 100mM p-nitrophenyl phosphate (Sigma-Aldrich), and 1mM L(+) sodium tartrate]. The 
production of p-nitrophenol was determined at 405nm at 37°C and expressed as the mean OD 
per minute, per milligram protein. 

 

Mineralization  

Osteoblasts seeded in 12-well plates were cultured for 21 days in minimum medium 
containing 50μg/ml ascorbic acid and 10mM β-glycerophosphate, to measure bone nodule 
formation. Extracellular matrix calcium deposits were stained using Alizarin red dye, as 
previously described (Trzeciakiewicz, Habauzit et al. 2010). Osteoblasts were fixed with ice-
cold 70% (v/v) ethanol and were then stained with Alizarin Red S (40mM) (Sigma) for 
30min. Mineralization was evaluated by light microscopy and image processing software: 
ImageJ. 

 

In-vivo study design 

Thirty 8-week-old female C57BL/6J mice were purchased from JANVIER (St 
Berthevin, France). After an acclimatization period of one week, the mice were randomly 
divided into 3 groups (n=10 per group). Two groups were surgically ovariectomized (OVX), 
while the other animals were sham operated (SH), under anaesthesia. Surgery was performed 
under anesthesia, and all efforts were made to minimize suffering. 

Control mice (SH CT and OVX CT) were fed a standard diet AIN-93G, while the last 
group (OVX PGPE) received the standard diet enriched with 2g/kg of PGPE (i.e., dose of 10 
mg polyphenols/kg body weight/day) (ellagic acid equivalent). Diets were purchased from 
SAFE (Scientific Animal Food and Engineering, Augy, France).  

The animals were housed in a controlled environment (12:12h light-dark cycle, at 20–
22°C, with 50–60% relative humidity, 1 mice per plastic cage), with free access to water. 
Body weight was measured every two days during the study period. Besides, body 
composition was assessed at the beginning and at the end of the study, using a QMR 
EchoMRI-900™ system, without any anesthesia or sedation. After the 30-days treatment was 
completed, blood was withdrawn under anesthesia and centrifuged (3000rpm for 5 minutes at 
room temperature). Serum was frozen at -80°C. Then, the mice were sacrificed. Liver, spleen 
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and uterus were weighted. Femurs and tibias were harvested and stored at -80°C prior to 
investigation.  

 

Bone micro-architecture and bone mineral density analyses 

After removing soft tissues, the left femurs of the 14 week-old mice were placed in PBS 
buffer with 10% formaldehyde, at 4°C for one week. Their micro-architecture (secondary 
spongiosa) was analyzed using X-ray radiation micro-CT (SkyScan 1072). Pictures of 
1024*1024 pixels were obtained using 37kV and 215µA. Bone morphological analysis was 
performed using an eXplore CT 120 scanner (GE Healthcare, Canada). Acquisitions were 
processed with X-ray tube settings at 100kV and 50mA.  

 

Taqman Low Density Arrays (TLDA)  

For each experimental group, four sets of extractions were performed with two tibias 
pooled in each. Frozen bones were ground in liquid nitrogen to obtain a fine powder. Then, 
total RNA was extracted according to the manufacturer's instructions from either bone powder 
for the in-vivo experiment or cell culture, using TRIzol reagent (Life Technology). RNA was 
converted to cDNA using the high capacity cDNA reverse transcription (RT) kit (Applied 
Biosystems). Resulting cDNA was used for TaqMan® low-density arrays (TLDAs) (Applied 
Biosystems 7900HT real-time PCR system). Relative expression values were calculated using 
the comparative threshold cycle (2−ΔΔCT) according to Data Assist software (Applied 
Biosystems). 18S, GAPDH and actin served as housekeeping genes. 

 

Statistical analysis 

Results are expressed as mean with their standard error (SEM). All the data were 
analyzed using XLSTAT (ExcelStat Pro software - Microsoft Office 2007). Ex-vivo data were 
analyzed using a two way analysis of variance (ANOVA) to test for difference among groups. 
If the result was found to be significant (p<0.05), the fisher multiple comparison test was then 
used to determine specific difference between means. TLDA data and in-vivo data were 
analyzed using non-parametric Kruskal–Wallis one-way analysis of variance which allows 
testing for difference among groups. If the result was found to be significant (p<0.05), the 
Mann-Whitney U test was carried out to determine specific difference between means. 

 

 

Results 

To determine the accurate potential of pomegranate peel extract (PGPE) on bone 
metabolism, we first developed an ex-vivo model relevant to physiological conditions. This 
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model allowed us to take into account plasma modifications elicited by PGPE consumption 
(including both production of metabolites from the pomegranate polyphenols and any 
systemic effect of those molecules) and to study the impact of pomegranate on bone cells 
cultured in-vitro. In that purpose, serum from mice that have been given PGPE or physiologic 
serum (control) was introduced into the medium of bone cells cultures (in which 25% of FBS 
were replaced by mice serum). 

 

PGPE improved osteoblast differentiation  

Cell viability 

To insure that mice sera (harvested from mice fed either a standard diet (CT) or the 
control diet enriched with PGPE) were not deleterious for MC3T3-E1 cells, a cell viability 
test was performed. Exposure to mice serum slightly increased cell proliferation on day 7, 
when compared to FBS condition (p<0.01). Incubation with serum from PGPE animals did 
not modify proliferation of the MC3T3-E1 cells, on both day 2 and 7, in comparison with 
those cultured with serum from CT mice (Figure 2A). 

Effect of PGPE on ALP activity and mineralization of MC3T3-E1 cells 

Kinetic measurement of ALP activity in cells treated with mice serum raised in either 
control or PGPE conditions, on days 2, 7 and 14 was first assessed to investigate the effect of 
the tested diets on osteoblast differentiation. With regards to the control condition (FBS), as 
expected, the osteoblasts treated with optimized medium (C+) exhibited an higher ALP 
activity, compared to those exposed to a minimal medium (C-): day 2 (+72%), day 7 (+374%; 
p<0.01) and day 14 (+139%) (data not shown). When incubated with serum from mice on 
optimized medium (C+), MC3T3-E1 ALP activity was first reduced (values at day 2) 
compared to FBS (C+) condition (CT: -44% and PGPE: -49%; p<0.001) (Figure 2B). This 
difference persisted on day 7 (-29%; p<0.05), while the cells that have been exposed to PGPE 
mice serum (+18%; p<0.01) exhibited higher values when compared to FBS (C+) condition 
(+18% vs FBS (C+) and +66% vs CT; p<0.01). In those cells, a higher ALP activity was still 
observed on Day 14 (+27%; p<0.01) (Figure 2B).  

In addition to this ALP activity and to target the effect of PGPE on bone mineralization, 
we analyzed calcium deposition by MC3T3-E1 cells under differentiated condition (C+) and 
when treated with either PGPE mice serum or CT mice serum for 21 days. As shown in 
Figure 2C and as expected, the osteoblasts treated with PGPE mice serum were able to 
produce much more calcium nodules after 21 days of culture when compared with FBS 
(+442%; p<0.01) or CT mice serum (+221%; p<0.001) (Figure 2D).  

Effect of PGPE on transcriptional activity of MC3T3-E1 cells 

To better understand the PGPE effect on osteoblasts, a transcriptional analysis of major 
differentiation and transcription factors was performed. Due to the large number of targets, 
only the most relevant and significant ones are presented. The expression level of mRNA 
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extract from MC3T3-E1 cells after 7 days of culture with serum from PGPE mice was 
compared to that from cells treated with serum from control mice at the same culture time 
(Fold increase value = 1). As show in Figure 2E, PGPE led to a significant (p<0.05) increase 
in the expression of the major osteogenic markers such as ALP (2.12 fold), collagen 1a1 and 
2a1 (Coll1a1 and Coll2a1) (1.62fold and 1.72 respectively), bone sialoprotein (BSP) (2.02 
fold), osteocalcin (1.14 fold; not significant) and osteoprotegerin (OPG) (3.41 fold). In 
addition, discoidin domain receptor 2 (DDR2), a cell surface receptor which plays critical 
roles in collagen control of osteoblast differentiation, was up regulated by PGPE (1.42 fold; 
p<0.05). Two members of Wnt/β-catenin signaling pathways which regulate osteoblast 
differentiation and bone formation were also up-regulated by PGPE: β-catenin (1.47 fold; 
p<0.05), LRP5 (1.85 fold; p<0.05), but not Wnt (0.97 fold). Finally, PGPE stimulated the 
expression of the two master osteoblastic transcription factors: osterix and runX2 (2.11 and 
1.54 fold respectively; p<0.05).  

 

PGPE did not affect osteoclast activity but impaired their transcription 

Cell viability 

With regards to the osteoclast model (RAW264.7 cells), the proliferation was 
significantly increased at day 2 in all conditions, in comparison to day 1. However, mice 
serum induced a slight decrease of osteoclast proliferation on the first culture day compared to 
what was observed in the FBS condition. No significant difference was noticed between 
PGPE and CT serum conditions (-36% and -21% respectively; p<0.001) (Figure 3A). Then, 
on day 2, we noticed that in PGPE condition, the osteoclast proliferation was reduced 
compared to CT mice serum one (-26%, p<0.01).  

Effect of PGPE on TRAP activity of RAW264.7 cells 

We assessed the TRAP activity in RAW264.7 cells, after 3 days of culture, to determine 
whether serum from PGPE mice was able to reduce osteoclast differentiation. As described in 
Figure 3B, exposure to mice serum was associated with an increase of such a parameter. 
However, PGPE did not elicit any change, compared to what was observed with serum from 
control mice.  

Effect of PGPE on transcriptional activity of RAW264.7 cells 

To further investigate the effect of PGPE on bone resorption, the expression level of 
specific differentiation markers and transcription factors was assessed. A TLDA analysis was 
thus performed on mRNA extracted from RAW264.7 cells treated with mice serum (CT or 
PGPE), under differentiated condition (C+), after 3 days of culture. The expression of the 
most relevant targets is shown in figure 4C. The exposure to serum from PGPE mice was 
compared to that of CT treated cells (Fold increase value=1). The TLDA data indicate that 
serum from PGPE mice slightly, but significantly (p<0.05), decreased mRNA levels of many 
crucial osteoclast-specific markers in RAW264.7 differentiated cells such as: calmodulin 
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(CaM) (0.84 fold), chemokine receptor 2 (CCR2) (0.80 fold), cathepsin K (CTSK) (0.78 fold) 
and metalloproteinase 9 (MMP9) (0.88 fold) (Figure 3C). Consistent with this effect, a down-
regulated expression of a NF-κB subunit downstream, RelB, was observed in PGPE condition 
(0.77 fold; p<0.05). Moreover, interferonβ1 expression (INFβ1), an osteoclastogenesis 
inhibitor, was induced (1.58 fold; p<0.05) in PGPE condition. 

 

Confirmation of cell culture results using a physiological in vivo approach 

Those in-vitro results were completed using a well described estrogen deficiency related 
bone loss model that mimics postmenopausal osteoporosis women features.  

Validation of the animal model 

During the present study, the mean body and uterine weights, as well as lean and fat 
mass, were measured to ensure that our model was conformed to published data. In the Figure 
4A, we observed that those anthropometric parameters (total weight, fat and lean mass) 
increased in all the experimental groups throughout the experiment. No significant difference 
was observed among group, SH CT vs OVX CT or OVX PGPE vs OVX CT. As expected, 
ovariectomy significantly induced a marked uterine atrophy in the two OVX groups (Figure 
4A). This effect on the uterus was not prevented by pomegranate peel extract consumption, 
the change in uterine weight representing -72.6% in OVX CT mice and -71.9% in OVX 
PGPE mice (p<0.001), as compared towhat was measured in the SH CT group. 

PGPE consumption improved bone mineral density in ovariectomized mice 

Bone morphological parameters using micro-CT analysis were first assessed to evaluate 
the respective effect of the ovariectomy and PGPE consumption on mice. We confirmed the 
acknowledged effect of oestrogen deficiency on femoral BMD, thanks to the comparison 
between the OVX CT animals and those in the SH CT group. Indeed, the OVX CT mice had a 
significant lower BMD (p<0.001) when compared to SH CT mice (-35.6%) (Figure 4B). 
PGPE consumption was associated with a decrease of such osteopenia in those OVX animals 
(+31.9%; p<0.001), when compared to the OVX CT animals.  

PGPE preserved bone microarchitecture in ovariectomized mice 

We also observed a significant effect on trabecular bone microarchitecture of the distal 
femur, as shown in Figure 4C. Again, as expected, bone microarchitecture was significantly 
impaired by castration, with an increase of trabecular separation (TbSP +26.1%; p<0.001) as 
well as total porosity (Po tot +3.5%; p<0.01) in the OVX CT animals in comparison with the 
SH CT one (Figure 4D). A significant decrease of trabeculae number (TbN: -25.0%; p<0.05), 
bone percent volume (BV/TV: -23.6%; p<0.01), connectivity density (Conn Dn: -19.7%; 
p<0.01) and bone surface density (BS/TV: -23.9%; p<0.05) was noticed, as well. In addition, 
consumption of PGPE exhibited a protective effect on bone microarchitecture, as PGPE 
consumption significantly improved (p<0.01): BV/TV (+23.1%), TbN (+22.6%), structure 
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model index (SMI: -7.3%), Po tot (-2.52%) and BS/TV (+17.1%), when compared to what 
was measured in the OVX CT animals.  

Pomegranate intake was associated with an improved expression profile of specific bone 

markers  

To elucidate the possible molecular mechanisms involved in such an effect on bone 
morphology and to confirm the in-vitro findings, we performed a transcriptomic analysis on 
bone tissue samples, using Taqman Low Density Arrays (TLDA). Because of the large 
amount of genes modulated, only the most important bone markers are presented. Data for the 
OVX PGPE group were compared to those measured in the OVX CT group. The TLDA data 
targeting osteoclasts are shown in the Figure 5A. Accordingly, PGPE consumption 
significantly (p<0.05) down-regulated mRNA levels of one’s of the major osteoclast-specific 
markers: CTR (0.39 fold), integrin β3 (ITG β3:0.56 fold). Besides, Fos, a crucial transcription 
factor for osteoclast differentiation, was inhibited in the PGPE group (0.22 fold; p<0.05). 
Finally, we observed a trend toward a down-regulated expression in the OVX PGPE group of 
a key enzyme for osteoclast activity involved in collagen degradation: metallo-proteinase 2 
(MMP2) (PGt: 0.55; not significant). In addition, regarding the expression of osteoblast-
specific markers, TLDA data which are presented in the Figure 5A, point out that PGPE 
consumption by ovariectomized mice was able to significantly improved the expression of a 
co-receptor implied in Wnt/β-catenin signaling in osteoblast: LRP5 (1.62 fold; p<0.05), in 
comparison with the OVX CT group. However, others osteoblastic markers which have been 
investigated were not significantly modulate by dietary PGPE. 

PGPE enhanced bone inflammatory and oxidative status markers expression in 

ovariectomized mice 

To further conclude on the potent bone sparing effect of pomegranate consumption, we 
investigated the expression of major inflammation and oxidation markers, as they are known 
to exacerbate bone resorption. We thus analyzed transcription of some inflammatory and 
oxidation markers in bone tissue samples using Taqman Low Density Arrays (TLDA). 
Regarding the expression of oxidation markers in the bone microenvironment, dietary PGPE 
enhanced bone oxidative stress in ovariectomized mice, when compared to those that were 
given the standard diet, as showed in Figure 5B. PGPE consumption up-regulated the 
expression of antioxidant enzymes (GPx (1.54 fold; trend) and GSR (3.82 fold; p<0.05)), 
while the expression of a ROS synthesis enzyme such as NOS2 was down-regulated (0.16 
fold; p<0.001). In addition, PGPE consumption by ovariectomized mice was able to prevent 
the installation of a low grade inflammatory status as compared in OVX CT animals, through 
a down-regulated expression of CCL2 (0.33 fold; p<0.05) as well as IL1-R1 (0.64 fold; 
p<0.001) and an up-regulated expression of IL1-Rn (1.89 fold; p<0.001), again supporting our 
previous results.  
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Discussion 

Taken together the present results outline the potential effect of pomegranate peel 
extract consumption on bone health, during ageing. Indeed, using an ex-vivo investigation 
with respect to overall physiological conditions (specific metabolism of the polyphenols 
provided by the pomegranate peel extract and by taking into account of the possible systemic 
effects of consumption of such an ingredient), coupled with a preclinical well described 
model, we demonstrated that dietary PGPE could improve bone mass, microarchitecture and 
restore bone cells remodeling unbalance that occurred during osteoporosis establishment. 

Indeed, we first carried out an in-vitro evaluation of the possible effects of PGPE 
consumption on bone cells thanks to a nutritional ex-vivo approach. Actually, when 
consumed, PGPE is metabolized in the gastrointestinal tract. Of course, this process induced 
metabolic and circulating changes which in turn will eventually modulate peripheral organs 
like the skeleton (Landete 2011). Our PGPE is actually composed by free glucose and 
fructose (≈80%) and polyphenols (≈ 15%) comprising mostly ellagitannins: ellagic acid 
(≈2.9%), derivatives (≈5.1%) and punicalagin (≈3.1%) (Figure1). Ellagitannins are converted 
into ellagic acid in the intestine. Ellagic acid and ellagitannins are poorly absorbed in the 
stomach and in the small intestine, nevertheless they are extensively metabolized by the 
bacterial population in the intestinal lumen to produce urolithins (forms A and B) ((Espin, 
Gonzalez-Barrio et al. 2007; Gonzalez-Sarrias, Gimenez-Bastida et al. 2010; Larrosa, 
Gonzalez-Sarrias et al. 2010). We thus designed this original experimental procedure (the ex-
vivo approach) to take into account the intestine barrier and the metabolism encountered by 
those molecules that did not currently reach bone cells under their native form. Besides, the 
overall serum composition changes after any dietary consumption due to systemic regulations. 
Finally, concerning aspects of toxicity, it has been reported that oral administration of 
600mg/kg/day of pomegranate extract to rats, corresponding to a dose of 180 mg punicalagin 
/kg /day for 90 days, was devoid of any observed-adverse-effect level (NOAEL) (Patel, 
Dadhaniya et al. 2008). In our study, the maximal dose of PGPE administrated was 50mg 
polyphenol/kg body weight/day ellagic acid equivalent (i.e., much below). Using serum from 
mice fed with PGPE or physiologic serum (CT) on in-vitro bone cells culture we thus tempted 
to reproduce the bone nutritive microenvironment induced by PGPE nutritional 
supplementation.  

Using our ex-vivo MC3T3-E1 cell line model (Figure 2), we found that PGPE 
significantly stimulated osteoblastogenesis, as demonstrated by increased ALP activity and 
calcium nodule formation. Transcriptional analysis of major osteoblast lineage markers was 
consistent with those two markers of osteoblast activity: ALP, BSP, Coll1a1, Coll2a1, DDR2, 
OCN, OPG were significantly up-regulated by PGPE. In the same way, an increase in the 
expression of the two main osteoblastic transcription factors, osterix and runx2, allowed us to 
hypothesize that transcriptional changes could have contribute to the improved osteoblast 
functions observed (Zhang, Su et al. 2011; Zhang 2012). Actually, a previous work carried 
out in MC3T3-E1 cells (Kim and Choi 2009) has suggested the osteogenic role of a 
pomegranate ethanolic extract underlined by increased ALP activity and reduced oxidative 
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stress and inflammation, even though the author did not take into account the particular 
metabolism of pomegranate micronutrients. Indeed, bone cells, in physiological condition, are 
never in a direct contact with the native form of those molecules.  

On other hand, we also investigated for the first time the effects of PGPE on bone 
resorption using RAW264.7 cells (Figure 3). We found that serum from PGPE mice was able 
to inhibit RANKL-induced osteoclast differentiation, as shown by down-regulation of the 
expression of specific osteoclast markers (calmodulin, CCR2, calcitonin receptor, cathepsin 
K, MMP-9) (Boyle, Simonet et al. 2003). Consistently, we observed a decreased expression 
of relB, the NF-κB subunit downstream responsible for osteoclast differentiation (Vaira, 
Johnson et al. 2008). Moreover, interferonβ1 expression, an inhibitor of osteoclastogenesis, 
was up-regulated (Coelho, Magno de Freitas Almeida et al. 2005), thus providing an 
explanation of the PGPE-related osteoclastogenesis inhibition. To date, except the work 
carried out with ellagitannin (furosin: extracted from plant of Euphorbia helioscopia) on 
osteoclast (Park, Kim et al. 2004) showing a suppression of RANKL-induced osteoclast 
differentiation and function through inhibition of MAP kinase activation, no data have 
targeted the role of pomegranate polyphenols on RAW264.7 osteoclasts.  

Consequently, the data of the present ex-vivo study, again allowing working in the 
physiological conditions of the in-vivo bone microenvironment, permit us to consider a 
possible protective effect of dietary PGPE on bone health and those findings are consistent 
with the results from the second part of our work. Indeed, using an extensively used model of 
postmenopausal osteoporosis, we showed that PGPE consumption was able to prevent bone 
loss and impaired bone cells differentiation due to enhanced inflammatory and oxidative 
status in the bone microenvironment, after ovariectomy. Indeed, consistently with has been 
previously described (Kalu 1991; Lei, Xiaoying et al. 2009), overiectomy was presently 
associated with osteopenia (low BMD) and altered bone micro-architecture (BV/TV, TbSP, 
Po tot and BS/TV), when compared to the sham group (Figure 4). In this condition, PGPE 
consumption elicited a bone sparing effect as shown by marked changes of those biomarkers. 
Such changes of bone histomorphometric parameters could be explained by the observed 
osteoblast differentiation up-regulation and osteoclastogenesis inhibition (Sandhu and 
Hampson 2011).  

To further investigate the involved mechanisms, the expression of bone markers for 
both osteoblast and osteoclast differentiation and activity was assessed on mice femur, using 
Taqman Low density Arrays (Figure 5). We demonstrated that PGPE consumption was 
associated with decreased pro-resorption markers expression and with a trend in up-regulating 
the bone formation ones. In addition, looking beyond the traditional bone point of view, as 
inflammation and oxidative stress play a major role in the modulation of bone remodeling, 
(Mundy 2007; Wauquier, Leotoing et al. 2009), we investigated the expression of major 
markers of such processes (Figure5). The effect of PGPE consumption on those parameters 
further supported our previous results, i.e., by lowering pro-inflammatory makers and 
enzymes implied in ROS synthesis expression (CCL2, IL1-R1, NOS2 and NOX4) and 
enhancing the expression of anti-inflammatory markers and of the enzymes implied in anti-
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oxidant process (IL1-Rn, GPx and GSR). Again, taken together, those transcriptional results 
are consistent and strengthen all the findings on bone histomorphometry as well as on bone 
cells. Actually, possible effects on rheumatoid arthritis of a pomegranate extract rich in 
ellagitannins have been studied. Consistent with our data on both inflammation and oxidative 
stress, macrophage infiltration, cartilage degradation and the level of circulating IL-6 mice 
(Shukla, Gupta et al. 2008) and oxidative status (Balbir-Gurman, Fuhrman et al. 2011) were 
improved. Monsefi and collaborators demonstrated that a pomegranate extract stimulated 
bone formation in mice embryo by increasing the length of the femur and the formation of 
cartilage nodules (Monsefi, Parvin et al. 2011). In addition, Mori-Okamoto and collaborators 
have shown that a phytoestrogen rich pomegranate extract (juice and seed extract rich in 
estradiol, estrone and estriol) prevented the BMD fall, and the decreased volume and 
trabecular number associated with ovariectomy in mice (Mori-Okamoto, Otawara-Hamamoto 
et al. 2004). 

In summary, our study demonstrated that PGPE metabolites can directly modulate bone 
cells differentiation, leading to an improved resorption/formation ratio, together with anti-
inflammatory and anti-oxidative effects in the bone microenvironment. This can explain the 
improvement in bone mass, strength and microarchitecture observed in osteoporotic mice. 
Those encouraging data suggest that pomegranate consumption could be a promising 
alternative and complementary therapeutic agent for the prevention of osteoporosis 
establishment. Nevertheless, further studies are still warranted to further determine the 
involved molecular mechanisms and to investigate if those ex-vivo and preclinical data could 
be extrapolated to the human situation.  
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Figure 1: Composition of pomegranate peel extract (PGPE) 
A: Chemical composition of PGPE (g/100g dry matter). 
B: Chemical structure of ellagic acid and punicalagin, the two major polyphenolic compounds 
of PGPE. 
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Figure 2: Osteoblast viability, differentiation and transcription in culture, after exposure to 
serum harvested from mice raised either under control conditions or treated with pomegranate 
peel extract. 
 

 
 
A: Cell proliferation test performed on MC3T3-E1 cells cultured in minimal medium (2% 
FBS ), supplemented with either serum from mice given physiological serum (1.25% FBS 
+ 0.75 CT mice serum ) or pomegranate peel extract (1.25% FBS + 0.75 PGPE mice serum 

), after 2 and 7 days of treatment. Results are expressed as mean±SEM (n=6). *P<0.05 vs 
FBS condition. 
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B: ALP activity of MC3T3-E1 cells cultured in optimized medium with 10% FBS (FBS; ─   
─) or with 7.5% FBS + 2.5% serum from mice fed either physiological serum (CT; • ── • ) or 
pomegranate peel extract (PGPE; ───), after 0, 2, 7 and 14 days of treatment. Results are 
expressed as mean±SEM (n=8). *P<.05; **P<0.01 and ***P<.001 versus FBS. 
C-D: Mineralized nodules stained with alizarin red S on Day 21 in MC3T3-E1 cells cultured 
in optimized (C+) medium with 10% FBS (FBS; ) or with 7.5% FBS + 2.5% serum from 
mice exposed to either physiological serum (CT; ) or pomegranate peel extract (PGPE; ). 
C: Representative image of alizarin red staining for each condition. D: Relative quantification 
of alizarin red staining with picture analyzer software ImageJ. Results are presented as 
mean±SD (n=3). ***P<0.001 versus FBS condition. 
E: Transcriptomic analysis of the main osteoblast markers in MC3T3-E1 cells cultured in 
optimized medium after 7 days of treatment with serum from mice exposed to either 
physiological serum (CT) or pomegranate peel extract (PGPE ). Transcriptomic analysis of 
MC3T3-E1 mRNA levels determined by Taqman Low density Arrays are presented as fold 
change compared to the CT condition (fold change=1) as mean±SD (n=3). *P<0.05.  
Genes: ALP: alkaline phosphatase; βCat: β-catenin, Coll1a1: collagen 1a1; Coll2a1: 
collagen 2a1; DDR2: discoidin domain receptor 2; BSP: bone sialoprotein; Lrp5; OCN: 
osteocalcin; OPG: osteoprotegerin; osterix; RunX2 and Wnt 
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Figure 3: Osteoclast viability, differentiation and transcription in culture after exposure to 
serum harvested from mice raised either under control conditions or treated with pomegranate 
peel extract. 
 

 
 
A: Cell proliferation test performed on RAW264.7 cell line cultured in minimal medium (2% 
FBS ), supplemented with serum from mice exposed to either physiological serum (1.25% 
FBS + 0.75% CT mice serum ) or pomegranate peel extract (1.25% FBS + 0.75% PGPE 
mice serum ), after 1 and 2 days of treatment. Results are expressed as mean±SEM (n=6). 
*P<0.05 vs FBS condition. 
B: TRAP activity of RAW264.7 cells cultured in optimized medium with 10% FBS (FBS; ) 
or with 7.5% FBS + 2.5% mice serum from animals fed either physiological serum (CT; ) 
or pomegranate peel extract (PGPE; ), after 3 days of treatment. Results are expressed as 
mean±SEM (n=8). **P<0.01 versus FBS. 
C: Transcriptomic analysis of the main osteoclast markers in RAW264.7 cells cultured in 
optimized medium after 2 days of treatment with serum from mice exposed to either 
physiological serum (CT) or pomegranate peel extract (PGPE). Transcriptomic analysis of 
Raw264.7 mRNA levels determined by Taqman Low density Arrays are presented as fold 
change compared to CT condition (fold change=1) as mean±SD (n=3). *P<0.05.  
Gene: CaM: calmodulin; CCR2: chemokine receptor 2; CTR: calcitonin receptor; CTSK: 
cathepsin K; FOS; IFN β1: interferon β1; MMP9: metalloproteinase 9; Myc, RANK: receptor 
activator of nuclear factor- kappaB; Relb; c-SRC: and TRAF6 
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Figure 4: Effect of ovariectomy and pomegranate peel extract consumption for 30 days on 
physiologic and bone parameters in mice.  

 

 

 

A: Effect of ovariectomy and pomegranate consumption on body weight, composition and 
uterine weight in mice fed a standard diet AIN-93 (SH and OVX control) or standard diet 
enriched with 2g/kg of PGPE representing a dose of 10 mg polyphenols/kg body weight/day 
(ellagic acid equivalent) (OVX PGPE) for 30 days. Each group contained 10 mice.  
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Values are presented as means±SEM. ***P<0.001 versus SH group. 

B: Bone mineral density analysis of left femur by X-ray radiation micro-CT in sham operated 
mice given the control diet AIN-93 (SH and OVX control) (SH CT  ), ovariectomized 
(OVX) mice given the control diet (OVX CT ) and in OVX mice fed the pomegranate peel 
extract (PGPE at the dose of 10 mg polyphenols ellagic acid equivalent/kg body weight/day) 
(OVX PGPE ). Each group contained 10 animals. Results are presented as means±SEM. 
**P<0.01 and ***P<0.001 versus OVX CT group. 
C-D: Micro-CT analysis of the left femurs of sham operated (SH CT) or ovariectomized 
animals given the control diet (OVX CT) or the diet containing 2g/kg of pomegranate peel 
extract (OVX PGPE) (6 mice/group). C: Representative microCT images of the distal left 
femur for each group: SH CT, OVX CT and OVX PGPE. D: Analysis of bone micro-
architectural parameters.  
Values represent means±SEM. *P<0.05 versus OVX CT group. 
Abbreviations: BV/TV: Percent bone volume; TbTh: trabecular thickness; TbN: trabecular 
number; TbSP: trabecular spacing; SMI: structure model index; ConnDn: connectivity 
density; Tb PF: trabecular pattern factor; Po tot: total porosity; BS/TV: bone surface density.  
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Figure 5: Expression profile analysis of bone (A), oxidative stress and inflammation (B) 
markers in femoral bone from mice fed the control diet (SH CT , OVX CT ) or exposed 
to pomegranate peel extract (diet containing 2g/kg of PGPE) (OVX PSO ), for 30 days. 
 

 
 
Transcriptomic analysis of bone tissue mRNA levels determined by Taqman Low density 
Arrays are presented as fold change compared to OVX CT group (fold change=1). Results are 
expressed as mean±SD (n=8). *P<0.05.  
(A) Osteoclast genes: CTR: calcitonin receptor; Fos; ITG b3: integrin β3; MMP2: 
metalloproteinase 2. Osteoblast genes: Lrp5; OCN: osteocalcin; OPN: osteopontin; RunX2.  
(B) Oxidative stress genes: GPx: glutathione peroxidase; GSR: glutathione reductase; NOS2: 
nitric oxide synthase 2; NOX4: NADPH oxidase 4. Inflammation genes: CCL2: Chemokine 
(C-C motif) ligand 2; INFγR1: interferon gamma receptor 1; IL1-R1: interleukine 1 receptor 
1; IL1-Rn: interleukine 1 receptore antagonist.  
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Bases conceptuelles des hypothèses de travail et validation 

Les propriétés santé de la grenade suscitent actuellement un grand intérêt scientifique 

et un engouement certain auprès des consommateurs. Sa richesse en micronutriments 

confère à ce fruit un potentiel avéré dans les stratégies de prévention du développement des 

principales pathologies chroniques comme les maladies cardiovasculaires, certains cancers, 

l’obésité et le diabète de type 2 (Revue de synthèse : Rôle de la grenade dans la prévention 

des maladies chroniques).  

Les études convergent vers le concept selon lequel les vertus de ce fruit exceptionnel 

seraient en partie dues à sa richesse en punicalagine et acide punicique, et surtout à son 

potentiel anti-oxydant et anti-inflammatoire. C’est sur la base de ces propriétés de la 

grenade que nous avons émis l’hypothèse selon laquelle la grenade (et ses constituants 

photochimiques) pourraient s’avérer intéressante pour prévenir le processus de perte 

osseuse à l’origine de l’ostéoporose post-ménopausique. En effet, la carence œstrogénique 

consécutive à la ménopause est corrélée au développement d’une inflammation et à la 

production d’un grand nombre de molécules pro-inflammatoires (Lacativa and Farias 2010). 

De plus, l’augmentation du stress oxydant lors du vieillissement est associée à de 

nombreuses situations de perte osseuse (Wauquier, Leotoing et al. 2009). De fait, il a été 

démontré que les ROS et les cytokines pro-inflammatoires activent la différenciation des 

ostéoclastes et inhibent celle des ostéoblastes.  

A ces premières observations s’ajoutent quelques rares études plus récentes (publiées 

pendant cette thèse) soutenant en partie notre hypothèse de départ qui suggèrent le rôle 

préventif de la grenade dans le cadre de développement de pathologies ostéoarticulaires, 

suggérant que la consommation de ce fruit est susceptible de cibler l’os :  

(i) Chez la souris, la consommation de jus préviendrait les dommages chondrocytaires, 

visibles en histologie, liés au développement de l’ostéoarthrite (Hadipour-Jahromy and 

Mozaffari-Kermani 2010).  

(ii) Un extrait de grenade riche en ellagitannins est capable d’inhiber l’installation d’une 

arthrite rhumatoïde, en diminuant l’infiltration de macrophages et donc la dégradation 

du cartilage chez la souris (Shukla, Gupta et al. 2006; Shukla, Gupta et al. 2008).  

(iii) Chez l’homme, une réduction du statut oxydant sérique a été rapportée chez des 

patients souffrant d’arthrite rhumatoïde, après consommation de grenade (Balbir-

Gurman, Fuhrman et al. 2011).  

(iv) Un extrait de grenade stimulerait la formation osseuse chez l’embryon de souris en 

augmentant la longueur des fémurs et la formation des nodules de cartilages (Monsefi, 

Parvin et al. 2011).  
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Choix des modèles expérimentaux et stratégies mises en oeuvre 

Dans ce contexte, le choix de l’angle d’approche de cette problématique était crucial, 

d’un coté l’appréhension du mode d’utilisation de la grenade et d’autre part le choix du 

modèle d’intervention nutritionnelle pour étudier ses effets sur l’ostéoporose.  

Nous avons effectivement choisi d’inscrire ce travail dans une approche translationnelle 

allant de l’étude phytochimique du fruit à l’application en situation pathologique, complétées 

par une investigation mécanistique.  

Nous avons choisi d’étudier la grenade dans sa globalité, en tant qu’aliment (approche 

nutritionnelle). Toutefois étant donné la spécificité de la composition des différentes parties 

du fruit, nous désirions étudier les effets de chacune d’elles sous l’angle de l’alimentation 

santé : le jus et la peau (pour un éventuel développement d’ingrédients pour des aliments à 

valeur santé optimisée ou de compléments alimentaires). Le but était d’en comparer les 

effets et éventuellement de préciser si un organe du fruit, du fait de la particularité de sa 

composition, pouvait être responsable de l’impact exercé par le fruit entier (Article numéro 

1 : « Pomegranate and its derivatives can improve bone health through decreased 

inflammation and oxidative stress in an animal model of postmenopausal osteoporosis »).  

En ce qui concerne les protocoles expérimentaux mis en œuvre, nous avons opté pour 

une investigation préclinique sur un modèle validé et classique de l’ostéoporose post-

ménopausique, représentatif de la physiopathologie humaine, à savoir la souris 

ovariectomisée. Ce travail a été complété par une approche ex-vivo permettant de cibler les 

mécanismes impliqués dans les effets biologiques de la grenade (exposition de cellules 

osseuses cultivées in vitro à du sérum de souris ayant été exposées à des régimes riches en 

grenade ou en extraits de ce fruit). Une telle stratégie a effectivement été privilégiée par 

rapport à une étude in vitro classique, en raison du métabolisme particulier des 

micronutriments de ce fruit. De fait, les formes natives ne sont jamais absorbées telles 

qu’elles, le processus impliquant une déglycosylation des molécules. En outre, ces 

composés, une fois dans l’organisme, sont très rapidement glucuronidés ou sulfatés. Enfin, 

du fait de leurs propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires, l’utilisation de sérum 

prélevé sur des animaux exposés permettait d’intégrer les éventuels effets systémiques de 

ces micronutriments. 

 

Démonstration des vertus ostéo-protectrices de la grenade (Figure 31) 

Le présent travail a permis de démontrer que la consommation de grenade, ainsi que 

de ses dérivés (peau et jus), contribue à préserver le capital osseux au cours du 

vieillissement. La première étude préclinique nous a permis de valider le modèle 

expérimental puisque l’ovariectomie a bien induit une perte osseuse associée à l’arrêt de la 

production œstrogénique, mimant le statut ostéoporotique post-ménopausique (Kalu 1991; 
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Lei, Xiaoying et al. 2009). Dans ce contexte d’ostéopénie, chez les animaux soumis à des 

régimes enrichis, la déminéralisation, ainsi que l’altération de la micro-architecture 

trabéculaire, consécutives à la carence oestrogénique induite par castration étaient limitées. 

Nos résultats sont ainsi cohérents avec ceux publiés antérieurement par Mori-

Okamoto qui montraient qu’un extrait de grenade réalisé à partir des pépins et de jus 

permettait d’améliorer les paramètres osseux suite à l'ovariectomie (Mori-Okamoto, 

Otawara-Hamamoto et al. 2004), et cet extrait exerçait également une activité 

œstrogénique. Toutefois, nous n’avons pas retrouvé une telle action œstrogénique de la 

grenade puisque le poids des utérus des souris ovariectomisées n’était pas impacté par la 

consommation du fruit ou de ses dérivés. Par ailleurs, grâce à l’analyse des transcrits osseux 

des différents groupes, nos résultats apportent pour la première fois des éléments de 

réponse quant au mode d’action de cette consommation sur l’os. En effet, la grenade, son 

jus et sa peau ont la capacité de moduler la différenciation des cellules osseuses, via 

l’inhibition de la transcription de marqueurs ostéoclastiques clé et inversement en stimulant 

ceux des ostéoblastes. A cela s’ajoute leur capacité à réduire l'état inflammatoire et oxydatif 

du microenvironnement osseux, via la transcription des enzymes de détoxification et des 

médiateurs anti-inflammatoires qui est augmentée, alors que les enzymes de synthèse des 

ROS et les cytokines de l’inflammation sont sous-exprimées. Notre étude préclinique suggère 

donc un effet direct de la grenade sur les ostéoblastes et les ostéoclastes et/ou un effet 

indirect sur les cellules limitant la perte osseuses associée à l’installation de l’ostéoporose 

post-ménopausique.  

 

Figure 31 : Effets de la consommation des différentes parties de la grenade sur la mise en 
place de l’ostéoporose associée à la carence œstrogénique induite chez la souris  
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Finalement cette première étude nous a permis d’observer les effets bénéfiques de la 

grenade sur la mise en place de l’ostéoporose. Dans le cadre d’une approche nutritionnelle 

intégrée, les bienfaits du fruit entier ou de ses principales parties que nous avons montrés 

prennent en compte les possibles interactions entre les différents composés dans la matrice 

impliquant tous les composés phytochimiques de la grenade: les polyphénols (anthocyanes 

pour le jus et ellagitannins pour la peau), les protéines, les sucres, les fibres, les minéraux, 

etc. La plupart des études sur les bénéfices santé de ce fruit publiées à l’heure actuelle 

s’intéressent, soit à son jus, soit à certains de ses composés utilisés de manière purifiée, 

s’affranchissant des interactions possibles et des éventuels effets synergiques des 

différentes classes de molécules du fruit (Faria and Calhau 2011).  

 

Potentiel d’un acide gras de l’huile de pépin de grenade, l’acide punicique (Figures 32 

et 33) 

Afin d’appréhender de manière plus ciblée et précise le potentiel de la grenade, nous 

avons aussi étudié les effets de l’huile des pépins particulièrement riche en acide punicique 

qui compose à plus de 70% les acides gras de la matrice. Nous avons choisi d’utiliser un 

protocole d’étude se rapprochant au plus de la physiologie et permettant une étude précise 

des mécanismes cellulaires modulés par leur consommation, soit l’approche ex vivo.  

Comme décrit dans l’article 2 (« Pomegranate seed oil prevents bone loss in a mice 

model of osteoporosis, through osteoblastic stimulation, osteoclastic inhibition and 

decreased inflammatory status »), l’expérimentation sur la lignée ostéoclastique RAW264.7 

permet de conclure que le sérum de souris ayant consommé l’huile de pépins de grenade est 

capable d’inhiber la différenciation induite par RANK-L qui passe par une diminution des 

niveaux d’expression des marqueurs spécifiques de ce processus (Boyle, Simonet et al. 2003) 

et des cibles moléculaires de la voie de signalisation associés à l’activation de RANK 

(particulièrement TRAF6, NF-κB et NFAT c1). De plus, l’effet ostéoprotecteur associé à la 

consommation d’huile de pépins de grenade est médié par une stimulation de 

l’ostéoblastogénèse. De fait, le sérum des animaux exposés à ce type de régime augmente 

l’activité ALP spécifique des cellules de la lignée MC3T3-E1, ainsi que la minéralisation de la 

matrice in-vitro. En outre, une augmentation transcriptionelle des principaux acteurs et des 

facteurs de transcription majeurs (avec pour cible RunX2, ostérix et la voie de signalisation 

Wnt/β-caténine) impliqués dans la différenciation ostéoblastiques est observée (Zhang, Su 

et al. 2011; Zhang 2012).  

Ce travail permet aussi de confirmer les propriétés anti-inflammatoires (Bassaganya-

Riera, Guri et al. 2011; Asghari, Sheikholeslami et al. 2012; Saha, Dasgupta et al. 2012), et 

antioxydantes (Grossmann, Mizuno et al. 2010) de l’acide punicique. En effet, la partie 

préclinique de ce travail, avec l’analyse des transcrits osseux, montre que la consommation 

d’huile de pépins de grenade améliore le statut inflammatoire et est capable de prévenir 
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l’installation d’un stress oxydant au niveau du micro-environnement osseux. Ces résultats 

contribuent à expliquer l’effet d'épargne osseuse de l’huile de pépins de grenade que nous 

avons observé tout au long de cette étude. A ce jour, aucun travail n’a évalué le rôle de 

l’acide punicique ou de l’huile de pépins de grenade sur la biologie osseuse, les ostéoblastes 

ou les ostéoclastes. Une comparaison avec les effets qu’ont les acides gras conjugués de 

l’acide linoléique (CLA) peut tout de même être effectuée. En effet, selon les travaux de 

Tsuzuki, l’acide punicique est converti en CLA de type 9cis, 11 trans (Tsuzuki, Kawakami et al. 

2006). Ainsi, de la même manière que pour l’huile de pépins de grenade, les données 

disponibles concernant l’impact des CLA sur les cellules osseuses montrent globalement 

qu’ils stimulent la formation osseuse (Platt and El-Sohemy 2009; Kim, Park et al. 2012), tout 

en inhibant la résorption (Rahman, Bhattacharya et al. 2006; Platt and El-Sohemy 2009).  

 

 

Figure 32 : Effets de la consommation de l’huile et de l’extrait de peau de grenade sur la mise 
en place de l’ostéoporose associée à la carence œstrogénique induite chez la souris  

 
 

Effets ostéo-protecteurs des polyphénols de la grenade (Figures 32 et 33) 

Afin de déterminer de manière plus ciblée et précise les actions de la grenade sur la 

santé osseuse, nous avons choisi d’étudier plus particulièrement les effets des ellagitannins 

de sa peau qui se retrouvent en si grande concentration dans ce fruit (75 à 90% des 

polyphénols de la peau). Ce sont les phytonutriments auxquels la littérature attribue le plus 

d’effets biologiques et qui rendent la grenade si spécifique car aucun autre fruit n’apporte 

ces molécules en aussi grande quantité (Lansky and Newman 2007). Comme pour l’étude de 

l’huile de pépin, nous avons choisi d’utiliser un design d’étude se rapprochant au plus de la 
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physiologie et permettant une étude précise des mécanismes cellulaires modulés par leur 

consommation, à savoir l’approche ex vivo. En effet un tel modèle permet d’élucider, les 

mécanismes ostéoblastique et ostéoclastiques potentiellement impliqués, tout en restant 

dans des conditions de culture cellulaire les plus proches de la physiologie.  

Comme indiqué dans l’article 3 (Article numéro 3 : « Pomegranate peel extract 

improves bone metabolism in a preclinical mice model of postmenopausal osteoporosis 

and stimulates osteoblastic differentiation in vitro »), le sérum de souris nourries avec des 

régimes enrichis en extrait de peau de grenade, stimule la différenciation des cellules de la 

lignée ostéoblastique MC3T3-E1, augmentant leur activité spécifique et leur capacité de 

minéralisation. Ces effets sont probablement médiés par une stimulation des facteurs de 

transcription clés pour les ostéoblastes : RunX2 et ostérix (Zhang, Su et al. 2011; Zhang 

2012). Un travail sur le même type cellulaire (Kim and Choi 2009) suggère aussi le rôle 

ostéogénique d'un extrait éthanolique de grenade, via la stimulation de l'activité ALP et la 

réduction du stress oxydant et l'inflammation des ostéoblastes. Cependant les auteurs n’ont 

pas pris en compte la biodisponibilité et le métabolisme associés à l’ingestion de ce type 

d’extrait, et notamment le fait que les molécules sous leur forme native ne peuvent 

physiologiquement pas être en contact direct avec l’os, ce qui souligne l’intérêt et 

l’originalité de notre modèle d’expérimentation cellulaire. En ce qui concerne les 

ostéoclastes, l’extrait de peau de grenade inhibe la différenciation des cellules de la lignée 

RAW264.7. Cet effet passe par une diminution de la transcription des gènes impliqués dans 

la résorption, via une sous-régulation des acteurs de la voie NF-κB induite par le signal 

RANK/RANKL (Boyle, Simonet et al. 2003). Notre étude permet donc de montrer que la 

consommation d’extrait de grenade prévient la perte osseuse post-ménopausique en ciblant 

les deux principaux types cellulaires impliqués dans le remodelage osseux. 

De même que pour l’huile de pépins de grenade, le modèle préclinique a mis en 

évidence que la consommation de l’extrait de grenade permet aussi une amélioration des 

processus anti-inflammatoires et antioxydants au niveau du micro-environnement osseux. 

Ces résultats sont en accord avec la littérature ayant déjà bien décrit le potentiel des 

ellagitannins (Tzulker, Glazer et al. 2007; Haber, Joy et al. 2011).  
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Figure 33 : Effet de la consommation d’huile de pépins ou d’extrait de peau de grenade sur 
l’activité transcriptionnelle ostéoblastique et ostéoclastique ex-vivo 

 
 

 

Perspectives 

Bien que ce travail fournisse un panorama très complet des mécanismes d’action de la 

grenade et de ses dérivés sur les cellules osseuses, il n’en reste pas moins que les 

modulations transcriptionnelles observées dans les deux lignées cellulaires osseuses doivent 

être confirmées en protéomique. De plus, il reste à déterminer précisément la(es) voie(s) par 

lesquelles les métabolites de la grenade exercent leurs effets. Pour le cas de l’huile, il existe 

plusieurs récepteurs membranaires dont l’activité est modulée par les acides gras (GPR40, 

GPR120, Toll-like Receptors (TLRs)), ils peuvent également franchir la membrane plasmique, 

activer des récepteurs nucléaires comme les Peroxysome Proliferator-Activated Receptors 

(PPARs), servir de substrat à certains processus cellulaires (Revue de la littérature : « Fatty 

acids and bone. I love you … Neither do I »). Ces aspects n’ont pas été abordés dans le 

présent travail. En outre, même si l’huile de pépin est particulièrement riche en acide 

punicique, cela n’exclut pas l’implication d’autres acides gras, même en quantité très faible, 

ou d’interactions entre ces différentes molécules. Ceci reste à définir. 
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En ce qui concerne les ellagitannins, ils sont peu absorbés au niveau stomacal et dans 

l’intestin grêle, ils sont convertis en acide ellagique au niveau du colon par la microflore 

bactérienne. En revanche, ils sont largement métabolisés par la microflore bactérienne dans 

le lumen intestinal pour produire des urolithines (principalement les formes A et B)  (Espin, 

Gonzalez-Barrio et al. 2007; Gonzalez-Sarrias, Gimenez-Bastida et al. 2010; Larrosa, 

Gonzalez-Sarrias et al. 2010; Gimenez-Bastida, Larrosa et al. 2012). Les mécanismes 

d’actions de ces métabolites restent encore à être détaillés (même si une modulation de la 

voie NF-κB ait été décrite dans d’autres types cellulaires) (Larrosa, Gonzalez-Sarrias et al. 

2006; Gonzalez-Sarrias, Larrosa et al. 2010; Gimenez-Bastida, Gonzalez-Sarrias et al. 2012).  

Enfin, avant toute recommandation auprès des professionnels de santé, une 

investigation clinique d’envergure devra être conduite, afin de vérifier si ces résultats très 

prometteurs peuvent être extrapolés à l’Homme (en l’occurrence essentiellement la femme 

ménopausée).  

 

 

Conclusions 

Comme évoqué précédemment, les stratégies de prévention nutritionnelle de 

l’ostéoporose sont en cours d’évolution. Pour permettre leur bon développement, la 

connaissance précise des mécanismes à l’origine des effets santé de certains nutriments est 

essentielle. Dans le cas particulier de la grenade et de notre étude, le modèle que nous 

avons choisi d’utiliser a permis de s’approcher au plus près de la réalité et des conditions 

physiologiques rencontrées au niveau de l’organisme. De plus, comme décrit dans chacune 

des publications issues de ce travail, nous avons travaillé dans le respect des doses 

nutritionnelles.  

Ce travail a permis de mettre en évidence, dans le cadre d’une étude préclinique sur 

un modèle classique d’ostéoporose post-ménopausique, le potentiel préventif de la grenade 

fruit et ses dérivés (huile de ses pépins et extrait de peau) sur l’altération de la 

microarchitecture trabéculaire et la perte osseuse induite par la carence hormonale après 

ablation des ovaires. Ces données ont été corroborées par les résultats de nos études 

conduites selon des modalités ex-vivo qui, en outre, ont permis d’étudier plus finement les 

mécanismes impliqués, en prenant en compte le rôle de la barrière intestinale et l'impact 

des métabolites de l’huile et de l’extrait de peau sur d'autres organes qui peuvent 

éventuellement influencer le compartiment osseux par la modification de la composition 

sérique. Il est intéressant de souligner la cohérence des résultats obtenus dans ces deux 

systèmes d’étude (approches physiologique et cellulaire).  

En conséquence, cette étude intégrée permet d’envisager une possible translation 

ultérieure à des femmes, afin de tenter de prévenir les effets de la carence œstrogénique sur 
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la perte osseuse lors de l’installation de la ménopause. Ainsi, nous pouvons imaginer de 

manière un peu utopique d’intégrer la grenade dans les recommandations nutritionnelles 

générales faites à la population et, pourquoi pas, lui réserver une place de choix au sein du 

groupe des fruits de la pyramide alimentaire.  

D’autre part, la valorisation de nos résultats concernant l’huile de pépin et l’extrait de 

peau pourrait passer par le développement d’aliments à valeur santé optimisée et de 

compléments alimentaire. Ainsi, de telles matrices, ou des molécules telles que l’acide 

punicique et/ou la punicalagine pourraient, à terme, faire l’objet d’un développement en 

tant qu’ingrédients. Toutefois, dans ce contexte, il faut à nouveau rappeler qu’une étude 

clinique d’envergure devra obligatoirement être mise en œuvre pour l’obtention d’une 

allégation santé de type « maintient du métabolisme osseux ». Le présent travail pourrait 

contribuer de façon certaine à l’établissement d’un dossier de demande d’allégation. En 

effet, récemment, les allégations de santé dans le domaine de l'os ont été évaluées par le 

« Group for the Respect of Ethics and Excellence in Science (GREES) » (Bruyere, Rizzoli et al. 

2012). Le document consensus publié par ce groupe d’experts visait, entre autres, à définir 

les allégations de santé dans le domaine de la santé osseuse et fournit des lignes directrices 

pour la conception et la méthodologie des études qui doivent être adoptées pour faire valoir 

ces allégations de santé. Il rappelle l’intérêt de l’expérimentation animale sur modèles 

validés, et des études mécanistiques sur modèles cellulaires. Ainsi, nos travaux sur l’huile de 

pépins et l’extrait de peau, qui fournissent les premières bases de démonstration du 

potentiel de la grenade et de ses constituants et qui ont permis de préciser les possibles 

mécanismes d’actions impliqués dans les effets observés in-vivo, sont en accord avec les 

critères d’évaluation recommandés en préclinique par le GREES. De manière intéressante, 

ces travaux seraient donc éligibles et pertinents pour une poursuite en clinique dont 

l’objectif final serait de développer un aliment santé à base de grenade alléguant pour ses 

effets sur le maintien du métabolisme osseux dans le cadre de la ménopause, pour préserver 

la qualité de vie des femmes après 50 ans. 
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Résumé 
Récemment, les avantages nutritionnels et pharmacologiques de la grenade font l’objet 
d’intérêts scientifiques croissants. Bien que ce fruit soit traditionnellement utilisé dans 
l’alimentation courante de nombreux pays, les études scientifiques relatives à son potentiel 
santé sont récentes. Les vertus santé de ce fruit seraient directement liées à son exceptionnelle 
composition, notamment en polyphénols (anthocyanines et ellagitannins), ainsi qu’en acide 
punicique contenu dans l’huile préparée à partir de ses pépins. Ainsi les principaux effets 
santé de la grenade seraient médiés par les fortes capacités anti-inflammatoires et 
antioxydantes de ces molécules. La présente revue offre une synthèse des travaux ciblant le 
potentiel de la grenade et de ses principaux constituants bioactifs pour la prévention des 
maladies chroniques majeures. De fait, la grenade représente un candidat potentiel dans le 
cadre du développement de nouvelles stratégies préventives de l’apparition des grandes 
pathologies associées au vieillissement. 

 

Mots-clés :  
Grenade, aliment à valeur santé optimisée, maladies chroniques, vieillissement, prévention 
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Introduction  

Pathologies chroniques associées au vieillissement des populations, données contextuelles 

Selon le rapport de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) relatif aux maladies non 
transmissibles, publié en Avril 2011, les maladies chroniques représentent la principale cause 
de mortalité au niveau mondial (WHO 2011). De fait, 80% des décès sont imputables aux 
complications de ces pathologies : les maladies cardio-vasculaires sont responsables de 17 
millions de décès par an; elles sont suivies par le cancer (7,6 millions), les maladies 
respiratoires (4,2 millions) et le diabète (1,3 million) (WHO 2008). En outre, selon les 
projections pour les dix prochaines années, si des mesures idoines ne sont pas engagées, une 
augmentation de 17 % (soit 44 millions de décès par suite d’une maladie chronique) devrait 
être enregistrée entre 2010 et 2020 (WHO 2010).  

Cette constatation s’explique principalement par les évolutions démographiques. En 
effet, d’un point de vue sociétal, l’allongement de l'espérance de vie, l'occidentalisation des 
modes de vie et l’urbanisation sont les principaux facteurs de risque incriminés (Figure 1). 
Les risques comportementaux doivent également être considérés. De fait, l’alimentation, tant 
sur le plan quantitatif que qualitatif, les consommations à risques comme le tabac et l’alcool et 
le manque d’activité physique sont des facteurs aggravants qui constituent néanmoins un 
levier intéressant (Figure 1)(WHO 2005).  

 

Contexte biologique et perturbations métaboliques à l’origine des maladies chroniques  

Différents mécanismes biologiques sont associés au développement des maladies 
chroniques, notamment une inflammation et un stress oxydant, bien que leur rôle précis dans 
l’étiologie de ces pathologies reste encore débattu : ces perturbations métaboliques sont-elles 
de simples biomarqueurs ou des acteurs actifs (Khansari, Shakiba et al. 2009) ? 
L’inflammation à bas bruit caractérisée par une augmentation systémique de la production de 
cytokines pro-inflammatoires, ainsi que d’autres molécules telles que notamment la CRP, est 
typique du vieillissement (Probst-Hensch 2010). Or ce statut délétère pour l’organisme, 
associé à des polymorphismes génétiques et épigénétiques défavorables, conduit à une 
augmentation du risque d'apparition de complications liées au vieillissement et donc au 
développement de maladies (Cevenini, Caruso et al. 2010). Au cours de la dernière décennie, 
la littérature a établi une association de plus en plus avérée entre le stress oxydant et la 
physiopathologie de très nombreux organes. En effet, en fonction de leur concentration, les 
espèces réactives de l'oxygène (ROS) peuvent conduire à des effets bénéfiques (stratégies 
défensives contre des agressions, par exemple) ou délétères sur les tissus. Les ROS ont ainsi 
été largement décrits pour leur rôle dans les complications associées au vieillissement (Krause 
2007) qui  incluent les cancers, les maladies cardio-vasculaires, le diabète, les pathologies 
ostéo-articulaires ou encore les troubles neurologiques (Valko, Leibfritz et al. 2007). 
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Les nouvelles pistes en matière de stratégie de prévention des maladies chroniques liées à 
l’âge 

Dans ce contexte physio-pathologique, les recherches dans le domaine de l’alimentation 
permettent d’envisager la mise en place d’une réelle prévention des maladies chroniques 
associées au vieillissement, à l’échelle populationnelle ; l'accent n’étant plus mis uniquement 
sur l'équilibre alimentaire, mais également sur l'existence de relations fortes entre la nutrition 
et la santé. D’une part, les perturbations physiologiques observées au cours du vieillissement, 
ainsi que l’évolution des contraintes environnementales, contribuent à perturber le statut 
nutritionnel en modifiant les apports, la biodisponibilité et le devenir des nutriments. 
L’altération des fonctions nutritionnelles est donc systématiquement perceptible au troisième 
âge et il est donc fondamental d’essayer d’instaurer une correction. D’autre part, en modulant 
et en ciblant des fonctions cibles de l’organisme, l’alimentation peut contribuer à atteindre 
une santé optimale, en réduisant le risque de maladies. En effet, de nombreuses études 
épidémiologiques ciblant la relation entre les habitudes alimentaires et le risque de la maladie 
ont mis en exergue l’impact direct de la nourriture sur la santé de l’homme (Prentice, Sugar et 
al. 2002; Prentice, Willett et al. 2004; Serra-Majem, Roman et al. 2006).  

Il est ainsi généralement admis que les aliments d'origine végétale tels que les fruits, les 
noix, les légumes, les céréales, les légumineuses, les épices, etc., exercent des effets 
bénéfiques (Kushi, Meyer et al. 1999; Lampe 1999; Meydani 2001; Piscopo 2009). Cette 
capacité à réduire le risque de maladies chroniques pourrait s’expliquer, au moins en partie, 
par la présence de composés bioactifs exerçant un large éventail d'activités biologiques, 
notamment des effets anti-oxydants et anti-inflammatoires. C’est notamment le cas des 
composés organo-soufrés de l'ail et des oignons, des isothiocyanates dans les légumes 
crucifères, des mono-terpènes des agrumes et des divers groupes de polyphénols (le 
resvératrol du raisin, les lycopènes des tomates, les catéchines du thé, les anthocyanes des 
fruits rouges, etc.) (Kris-Etherton, Hecker et al. 2002; Edwards 2005; Venkatesan, 
Punithavathi et al. 2007; Rao and Snyder 2010).  

La présente revue décrit le potentiel de la grenade et de ses principaux constituants 
bioactifs pour la prévention des maladies chroniques majeures, fruit pour lequel le dossier 
scientifique s’est étoffé particulièrement ces dernières années. La grenade, avec le chocolat 
noir, le thé vert et la myrtille, apparait effectivement comme un des fruits les plus riches en 
antioxydants. Avec plus de 600 publications sur le sujet, nous nous attacherons plus 
particulièrement à décrire les mécanismes d’action responsables de leurs propriétés anti-
oxydatives et anti-inflammatoires.   

 

 

La grenade, une composition unique  

La grenade (Punica granatum L. Punicaceae) est couramment consommée depuis près 
de 23 siècles. Ce fruit issu d’Asie du sud-ouest est particulièrement riche en eau (environ 
80%). Il est constitué de 3 parties : le jus contenu dans les arils (≈30% du poids du fruit), les 
pépins (≈3% du poids du fruit) source d’huile (≈20%), et la peau ou péricarpe incluant les 
membranes intérieures (Lansky and Newman 2007). Chacun de ces compartiments possède 
des constituants spécifiques (Figure 2) dont les teneurs dépendent de la variété, la saison, le 
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stade de maturité, ainsi que du lieu géographique et des conditions de culture (Gil, Tomas-
Barberan et al. 2000; Al-Maiman and Ahmad 2002; Kulkarni and Aradhya 2005; Mirdehghan 
and Rahemi 2007; Schwartz, Tzulker et al. 2009).  

Les différents travaux publiés attribuent les vertus santé de la grenade à sa composition 
exceptionnelle en polyphénols, notamment en ellagitannins de type punicalagine, ainsi qu’à la 
présence importante d’acide punicique dans l’huile préparée à partir de ses pépins (> 70% des 
acides gras). 

 

Le jus  

Le jus est la partie de la grenade la plus consommée, c’est pour cette raison que sa 
composition est la mieux documentée. Avec une valeur énergétique comprise entre 62 et 83 
Kcal pour 100g, il est composé de 14 à 19% de sucres (≈50% de glucose et 50% de fructose 
notamment sous la forme de pectine (1,4%)), 1,7% de protéines et 0,3 à 1,2% de lipides et 
d’acides organiques (acide citrique et malique, notamment). Le jus de grenade est une source 
importante de micronutriments. Il est naturellement riche en potassium et en cuivre (>15% 
des AJR pour 100Kcal) et contient du manganèse, du fer et du zinc (entre 5 et 15% des AJR 
pour 100Kcal). Sa composition minérale inclut également du sodium, magnésium, phosphore, 
calcium, sélénium et iode. Le jus de grenade est concentré en vitamines C, B6 et B9 (>15% 
des AJR pour 100Kcal) et apporte également les vitamines E, B1, B2 et B5 (entre 5 et 15% 
des AJR pour 100Kcal) (Paul and Shaha 2004; Waheed, Siddique et al. 2004; Madrigal-
Carballo, Rodriguez et al. 2009; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 2010; ANSES 2012). 
D’autre part, il contient une part non négligeable de phyto-micronutriments de type 
polyphénolique. Les polyphénols majeurs sont les anthocyanes avec notamment la 
delphinidine, la cyanidine et la pélargonidine (sous formes natives, et 3 et 3,5-O-glucosidées) 
(Figure 3). Les tannins hydrolysables y sont également présents, notamment les acides 
ellagique et gallagique, la punicalagine et la punicaline (Figure 3) (Tzulker, Glazer et al. 
2007; Alighourchi, Barzegar et al. 2008; Mousavinejad, Emam-Djomeh et al. 2009). Ainsi, du 
fait de sa composition, le jus de grenade est doté d’un fort pouvoir antioxidant, trois fois 
supérieur à celui du vin rouge et du thé vert (Lansky and Newman 2007; Edeas 2010).  

 

La peau  

La peau de la grenade est composée à 80% d’eau, de polysaccharides complexes (≈8%), 
dont des polysaccharides solubles, des pectines et de l’hémicellulose. Elle contient aussi des 
minéraux, incluant le potassium, calcium, magnésium, phosphore et sodium (Jahfar, Vijayan 
et al. 2003; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 2010). Sa particularité réside en sa richesse 
en ellagitannins, notamment la punicalagine et la punicaline, mais également en tannins 
hydrolysables tels que les acides ellagique et gallagique et en flavonoïdes (Figure 3) (Ozcal 
and Dinc 1993). 

 

Les pépins et l’huile de pépins de grenade  

L’huile de pépins de grenade (12 à 20% du poids des pépins) est composée à plus de 
95% de triglycérides, eux-mêmes constitués majoritairement (>70%) d’un acide gras 
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conjugué de l’acide linolénique (CLnA) : l’acide punicique (C 18:3 - 9cis, 11trans, 13cis) 
(Figure 3) (Kaufman and Wiesman 2007). L'huile contient aussi des composés mineurs tels 
que des stérols, stéroïdes, et cérébrosides (Tsuyuki, Itoh et al. 1981). Les pépins, sont 
composés d’une matrice rigide constituée en partie de lignines (Dalimov, Dalimova et al. 
2003) et d’acides hydroxycinnamiques (Wang, Xie et al. 2004).  

 

 

Propriétés fonctionnelles de la grenade  

Bien que la grenade soit traditionnellement utilisée dans l’alimentation courante de 
nombreux pays, les études scientifiques relatives à son potentiel santé sont récentes. 
Néanmoins, il est évident qu’en raison de ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, 
la grenade représente un candidat potentiel dans le cadre du développement de nouvelles 
stratégies préventives de l’apparition des grandes pathologies associées au vieillissement. Les 
effets bénéfiques de la grenade ont ainsi été investigués à grande échelle tant dans les modèles 
in-vitro qu’in-vivo, cependant les études chez l’homme restent peu nombreuses.  

Biodisponibilité et toxicité des principaux constituants de la grenade 

Les anthocyanes, composants majoritaires, sont absorbés sous leur forme intacte 
glycosylée et sont détectées dans le plasma et l’urine chez l’homme et l’animal (Wang, Zou et 
al. 2011). Seule une petite partie de la quantité ingérée est excrétée suggérant que ces 
molécules sont métabolisées (Wu, Cao et al. 2002; Talavera, Felgines et al. 2003). Par 
exemple, l’acide protocatéchique est un métabolite de la cyanidine-3-O-glucoside et 
représente environ 73% de la quantité de cyanidine-3-O-glucoside ingérée (Vitaglione, 
Donnarumma et al. 2007).  

Les ellagitannins sont peu absorbés au niveau stomacal et dans l’intestin grêle, ils sont 
convertis en acide ellagique au niveau du colon part la microflore bactérienne. En revanche, 
ils sont largement métabolisés par la microflore bactérienne dans le lumen intestinal pour 
produire des urolithines (principalement les formes A et B) (Espin, Gonzalez-Barrio et al. 
2007; Gonzalez-Sarrias, Gimenez-Bastida et al. 2010; Larrosa, Gonzalez-Sarrias et al. 2010; 
Gimenez-Bastida, Larrosa et al. 2012). Concernant leur toxicité, une administration orale de 
punicalagine à hauteur de 180 mg/kg/jour, pendant 90 jours, chez le rat suggère que cette dose 
est sans effet toxique observable (NOAEL) (Patel, Dadhaniya et al. 2008). 

Selon les travaux de Tsuzuki et al. (Tsuzuki, Kawakami et al. 2006), l’acide punicique 
serait absorbé par l’intestin et rapidement converti en acide gras conjugué de l’acide 
linoléique (CLA), l’isoforme 9cis, 11 trans (Yuan, Sinclair et al. 2009). D’autres études in-
vivo de toxicité ont montré que la dose maximale d’huile de pépins ingérée dépourvue d’effet 
toxique observable (NOAEL) est de 5% d’huile soit 4,3 g PSO/kg/jours (Meerts, Verspeek-
Rip et al. 2009; Yuan, Sinclair et al. 2009). 

Par conséquent, la composition unique de la grenade, ainsi que l’absence d’effets 
délétères liés à sa consommation, font donc de la grenade un candidat intéressant pour 
l’exploration de nouvelles stratégies (nutritionnelles) pour prévenir le développement des 
maladies chroniques. 
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Actions spécifiques sur l’inflammation 

Comme mentionné précédemment, l’installation d’un statut inflammatoire à bas bruit 
est associée au développement des maladies chroniques et des principales pathologies liées au 
vieillissement. Dans ce cadre, la grenade et ses molécules bioactives sont susceptibles d’agir 
directement sur les mécanismes spécifiques responsables de telles perturbations métaboliques. 
La littérature décrit notamment la modulation de l’activité des médiateurs responsables de 
l’établissement et de la progression de l’inflammation tels que les cytokines (TNFα, IL-6, IL-
1), les chimiokines (IL-8), les dérivés lipidiques, (prostaglandines, leukotriènes) (Lansky and 
Newman 2007), les récepteurs (TNFR, TLR) et certaines enzymes (COX, MMP, PLA2) 
(Figure 4) (Lansky and Newman 2007; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 2010; Ismail, 
Sestili et al. 2012). 

 

Modulation des principales voies de signalisation impliquées dans les processus 
inflammatoires  

La figure 4 décrit les 2 principales voies de signalisation cellulaires responsables de la 
production des médiateurs de l’inflammation. La liaison de ces agents inflammatoires à leurs 
récepteurs respectifs aboutit principalement à l’activation des principales voies 
inflammatoires : AP-1 (activator protein 1), NFκB (nuclear factor-kappa B) ou le dimère 
p50/p65). Ces deux facteurs de transcription stimulent l'expression des cytokines pro-
inflammatoires, des chimiokines, des enzymes et propagent ainsi l'inflammation. Leur 
activation repose sur des cascades de signalisations, mettant en jeu des facteurs 
intracellulaires intermédiaires et particulièrement des kinases (Beck, Vanden Berghe et al. 
2009). La grenade et ses dérivés (jus, huile de pépins, extrait, tannins, punicalagine, acide 
punicique) sont susceptibles d’inhiber de la voie NFκB (Ismail, Sestili et al. 2012), considérée 
comme un régulateur central de la transcription de nombreux gènes pro-inflammatoires. Les 
produits issus de la grenade pourraient effectivement bloquer la phosphorylation d’IKKβ, 
d’IKKα, d’IκB et de p65 (Lansky and Newman 2007; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 
2010) et donc inhiber l’activation de NFκB et par conséquent, empêcher l’expression et la 
production des cytokines inflammatoires IL1-β, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23 et TNFα (Hayden 
and Ghosh 2008; Shih, Tsui et al. 2011; Ismail, Sestili et al. 2012). De plus, les produits issus 
de la grenade auraient également les capacités d’inhiber la phosphorylation et donc 
l’activation des Mitogen-activated protein kinase (MAPK) : ERK1/2, JNK et p38 (Figure4) 
(Lansky and Newman 2007; Viuda-Martos, Fernández-López et al. 2010) conduisant à 
l’activation du facteur de transcription AP-1. La grenade empêcherait donc la transcription de 
gènes cibles d’AP-1 impliqués dans la prolifération cellulaire, la différenciation, l'apoptose et 
l’inflammation (Kyriakis and Avruch 2012). Il est important de noter que ce potentiel de 
régulation de la grenade sur ces voies de signalisations ce qui suggère un effet bénéfique 
global sur le statut inflammatoire, ces effets sont décrits un grand nombre de types cellulaires 
: cellules endothéliales vasculaires (Schubert, Neeman et al. 2002), cellules microgliales 
(BV2) (Jung, Kim et al. 2006), enterocytes (CaCo2) (Romier-Crouzet, Van De Walle et al. 
2009; Coursodon-Boyiddle, Snarrenberg et al. 2012; Hollebeeck, Winand et al. 2012), 
adipocytes (3T3-L1) (Hontecillas, O'Shea et al. 2009), chondrocytes (Ahmed, Wang et al. 
2005; Shukla, Gupta et al. 2008; Rasheed, Akhtar et al. 2010) , granulocytes basophiles 
(KU812) (Rasheed, Akhtar et al. 2009), kératinocytes (Afaq, Malik et al. 2005) (Khan, Syed 
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et al. 2012), monocytes (THP-1) (Dell'agli, Galli et al. 2010) et des cellules issues de 
différents types de cancer : du colon (HT-29) (Adams, Seeram et al. 2006) (Gonzalez-Sarrias, 
Larrosa et al. 2010) (Rosillo, Sanchez-Hidalgo et al. 2012), du sein (Khan, Gorin et al. 2009), 
du foie (Bishayee, Thoppil et al. 2012). Ces données sont corroborées par les résultats 
d’études sur modèle animaux et d’investigations cliniques qui montrent que consommation de 
grenade ou de ses dérivés une modulation des taux circulants des biomarqueurs de 
l’inflammation après (Schubert, Lansky et al. 1999; Sastravaha, Gassmann et al. 2005; 
Shukla, Gupta et al. 2008; Asghari, Sheikholeslami et al. 2012). 

 

Potentiel antioxydant et action sur les mécanismes redox 

L’activité antioxydante de la grenade a fait l’objet de nombreux travaux scientifiques 
(Schubert, Lansky et al. 1999; Ricci, Giamperi et al. 2006; Hajimahmoodi, Oveisi et al. 2008; 
Bialonska, Kasimsetty et al. 2009; Pande and Akoh 2009; Zaouay, Mena et al. 2012), la 
plupart menés aussi bien in-vivo qu’in-vitro. Comparativement à d’autres boissons telles que 
les jus de pomme, de myrtille, de canneberge, de raisin ou le vin rouge, le jus de grenade 
aurait un indice antioxydant supérieur de 20 % (Seeram, Aviram et al. 2008). Ce potentiel 
résulte très probablement de la diversité des composés phénoliques présents dans le fruit 
comme la punicalagine, l’acide ellagique, les anthocyanes (delphinidine, la cyanidine et 
pélargonidine 3-glucosydes, et 3,5-diglucosydes). Ces molécules sont effectivement connues 
pour leur capacité à piéger les radicaux libres et à inhiber l’oxydation lipidique in-vitro (Gil, 
Tomas-Barberan et al. 2000; Noda, Kaneyuki et al. 2002; Singh, Chidambara Murthy et al. 
2002; Kaur, Jabbar et al. 2006). La punicalagine (surtout concentrée dans la peau du fruit) 
possède la capacité anti-oxydante la plus élevée (Tzulker, Glazer et al. 2007).  

D’un point de vue mécanistique, l’établissement d’un stress oxydant est multi-factoriel. 
Il résulte, en effet, de l’équilibre de la balance pro/anti-oxydative de l’organisme (Figure 5). 
Une production trop importante d’espèces oxygénées réactives (ROS reactive oxygene 
species) est toxique pour l’intégrité cellulaire, elles réagissent, dans l’environnement où elles 
sont produites, avec toute une série de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN, 
glucose,..), et sont impliquées dans le développement de diverses pathologies. Ainsi, les 
systèmes de défense contre les radicaux libres induits par un tel stress associent des 
mécanismes de prévention, des phénomènes de réparation, des processus physiques et des 
défenses antioxydantes. Les défenses antioxydantes enzymatiques comprennent la superoxyde 
dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx), la catalase (CAT) (Valko, Leibfritz et al. 
2007). Or il est décrit sur des études in-vitro et ex-vivo sur différents types cellulaires, ainsi 
que dans le cadre d’études pré-cliniques, que la grenade et certains de ses constituants 
contribuent à augmenter l’expression, la production et l’activité de ces enzymes de défense 
vis-à-vis d’un stress oxydant (Figure 5) (Chidambara Murthy, Jayaprakasha et al. 2002; 
Sudheesh and Vijayalakshmi 2005; Kaur, Jabbar et al. 2006; Saha, Dasgupta et al. 2012). La 
grenade pourrait ainsi contribuer à maintenir et améliorer le système cellulaire de défense 
contre les ROS (Reactive oxygen species). D’autre part, la génération excessive de ROS peut 
se traduire par une altération des phospholipides et des protéines, conduisant à la 
peroxydation et à l’oxydation des groupements thiols. Or la peroxydation lipidique et la 
formation de LDL oxydés sont fortement associés au développement de l’athérosclérose 
(Valko, Leibfritz et al. 2007). Certaines études ciblant les effets de la grenade décrivent sa 
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capacité à inhiber cette peroxydation lipidique, en réduisant les niveaux de lipides et de LDL 
peroxydés (dans les milieux de culture ou au niveau plasmatique chez l’animal et l’homme), 
en augmentant l’expression, la synthèse et l’activité de la paraoxonase (hydrolyse des lipides 
péroxydés) (Kaplan, Hayek et al. 2001; Aviram, Dornfeld et al. 2002; de Nigris, Williams-
Ignarro et al. 2006; Rosenblat, Volkova et al. 2010; Shema-Didi, Sela et al. 2012). Les 
espèces réactives de l'oxygène (ROS) jouent également un rôle important dans l’établissement 
des pathologies chroniques liées au vieillissement en tant que médiateurs régulant les 
processus de signalisation comme, par exemple, les cascades de signalisation des MAPK, 
l’activation des facteurs de transcription NFκB et AP-1 (Droge 2002). La grenade aurait 
effectivement le potentiel d’inhiber ces voies de signalisation, comme décrit dans le 
paragraphe précédent sur l’inflammation. Les effets anti-inflammatoires de la grenade 
pourraient ainsi être en partie médiés par ses propriétés antioxydantes. 

 

 

Bases conceptuelles de l’utilisation de la grenade comme moyen de prévention des 
maladies chronique 

Maladies cardiovasculaires  

L’augmentation de l’agrégation des plaquettes et des altérations de la fonction 
endothéliale contribuent majoritairement au développement des maladies cardiovasculaires 
(MCV). De nombreux facteurs ont un impact négatif sur cet endothélium, comme la 
dyslipidémie, l'hypertension, le diabète de type 2, le tabagisme, le vieillissement, l'inactivité 
physique, l'inflammation systémique et la résistance à l'insuline (Chong, Macdonald et al. 
2010). En complément des recommandations en termes d’activité physique classiquement 
prodiguées, la contribution potentielle des substances phytochimiques bioactives présentes 
dans l’alimentation est actuellement considérée. Ainsi les approches épidémiologiques 
révèlent que la consommation de grenade est associée à une réduction de l’incidence des 
pathologies cardiaques telles que l’athérosclérose, l’hypertension et l’ischémie/reperfusion. Il 
est supposé que cette protection serait due à sa capacité à inhiber l’oxydation des LDL et la 
formation des cellules spumeuses (Basu and Penugonda 2009; Edeas 2010). En effet, comme 
le montre le tableau 1 regroupant les études cliniques et précliniques majeures sur le sujet, la 
consommation de produits issus de la grenade limite l’apparition des lésions 
athérosclérotiques, inhibe l’oxydation lipidique, réduit le taux de lipides sérique et diminue 
l’élévation de la pression artérielle.  

 

Cancers 

Le développement cancéreux est un processus fortement influencé par un certain 
nombre de variables telles que l'âge, les habitudes alimentaires et l'équilibre hormonal (Syed, 
Afaq et al. 2007). Parce que les options visant à minimiser les effets secondaires des 
traitements pour les cancers restent insuffisantes, le développement d'approches 
nutritionnelles efficaces semble être une stratégie prometteuse. Plusieurs études menées pour 
évaluer l'efficacité d’extraits de grenade sur diverses lignées cellulaires cancéreuses révèlent 
un effet anti-prolifératif, anti-invasif et pro-apoptotique (Adhami, Khan et al. 2009). Le 
potentiel de la grenade et de ses composés sur le développement de plusieurs types de cancers 
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(prostate, colon, leucémie, langue et peau) a également été étudié chez l’animal, et chez 
l’homme uniquement pour le cancer de la prostate. Le tableau 2 regroupe et résume les 
principaux résultats des études précliniques et cliniques réalisées et tend à démontrer que la 
grenade, son jus, les extraits du fruit ou de la peau et l’huile de pépins, sont dotés de vertus 
anti-carcinogènes. En effet, la plupart décrivent qu’une administration de grenade, quelque 
soit la partie, diminuerait l’incidence et la taille des tumeurs étudiées, s’expliquant notamment 
par des mécanismes antioxydants et anti-inflammatoires.  

 

Obésité, diabète de type 2 et syndrome métabolique 

L’incidence de l'obésité, du diabète de type 2, et du syndrome métabolique qui en 
résulte, connait une croissance rapide au sein des populations, dans un grand nombre de pays 
occidentaux. Ces 3 pathologies sont caractérisées par une inflammatoire chronique 
systémique et un stress oxydant élevé. Leur développement est généralement associé à une 
hyperlipidémie, une hyperglycémie, une insulino-résistance (diabète de type 2) et à certaines 
complications cardio-vasculaires (Al-Muammar and Khan 2012). Les stratégies de prévention 
et de traitement classiques pour ces syndromes sont souvent associées à des effets 
secondaires. C’est pourquoi, les démarches nutritionnelles sont de plus en plus encouragées 
dans le cadre de prises en charge préventives (Devalaraja, Jain et al. 2011). En ce qui 
concerne la grenade, les études scientifiques sur le sujet ont d’ores et déjà démontré le 
potentiel de ce fruit pour diminuer la prévalence de l’obésité, du diabète de type 2 et du 
syndrome métabolique (Medjakovic and Jungbauer 2012). Le tableau 3 regroupe les 
principales études in-vivo et cliniques démontrant l’impact du fruit sur ces cibles biologiques. 
De fait, la grenade présente une action hypoglycémiante. Elle est également susceptible 
d’améliorer la sensibilité à l'insuline et le profil lipidique circulant.  

 

Autres effets santé 

Outre ses effets sur les maladies chroniques décrits précédemment, la grenade suscite un 
grand intérêt au sein de toutes les disciplines de recherches à vocation santé. En effet, l’étude 
du potentiel des produits dérivés de ce fruit est déclinée pour un grand nombre de pathologies 
et d’affections. 

-Pathologies ostéoarticulaires. Quelques études ont montré le rôle préventif de la grenade, 
notamment dans le développement de l’ostéoarthrite. Chez la souris, la consommation de jus 
préviendrait les dommages chondrocytaires visibles en histologie liés au développement de la 
pathologie (Hadipour-Jahromy and Mozaffari-Kermani 2010). Il a également été décrit qu’un 
extrait de grenade riche en ellagitannins est capable d’inhiber l’installation d’une arthrite 
rhumatoïde, en diminuant l’infiltration de macrophages et donc la dégradation du cartilage 
chez la souris (Shukla M. 2006; Shukla, Gupta et al. 2008). Chez l’homme, une réduction du 
statut oxydant sérique a été rapportée chez des patients, après consommation de grenade 
(Balbir-Gurman Alexandra 2011).  

- L’ostéoporose, principale pathologie du squelette, est caractérisée par une 
déminéralisation et une détérioration de la micro-architecture de l’os. Mori-Okamoto et ses 
collaborateurs ont démontré qu’un extrait de grenade (pépins + jus) prévenait la 
déminéralisation, la réduction du volume osseux et du nombre de trabécules osseuses chez la 
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souris ovariectomisée, modèle classique de l’ostéoporose postménopausique (Mori-Okamoto, 
Otawara-Hamamoto et al. 2004). De plus, une étude in vitro sur la lignée ostéoblastique 
MC3T3-E1, suggère une stimulation de la croissance osseuse, via une induction de l’activité 
ALP et une réduction simultanée du stress oxydant et de l’inflammation, après incubation en 
présence d’un extrait éthanolique de grenade (Kim and Choi 2009).  

- Les pathologies parodontales sont des affections inflammatoires buccales associées à 
un développement viral, bactérien et/ou fongique, consécutif à une mauvaise hygiène 
buccodentaire. L’application de préparations à base de grenade s’est révélée efficace pour 
réduire la plaque dentaire (Menezes, Cordeiro et al. 2006), la gingivite (DiSilvestro and 
DiSilvestro 2009), la parodontite (Sastravaha, Yotnuengnit et al. 2003; Sastravaha, Gassmann 
et al. 2005) et la stomatite prothétique (Vasconcelos, Sampaio et al. 2003). 

-Les affections dermiques : La grenade est dotée de vertus intéressantes pour la réparation 
tissulaire après exposition aux radiations UV (Hayouni, Miled et al. 2011), ainsi que sur la 
régulation de la pigmentation/dépigmentation de la peau (Afaq, Malik et al. 2005; Kasai, 
Yoshimura et al. 2006; Afaq, Khan et al. 2010) (Yoshimura, Watanabe et al. 2005).  

-Les infections bactériennes : les propriétés antimicrobiennes, antifongiques, anti 
psalmodiques de dérivés de la grenade ont été étudiées in-vitro. Ces travaux ont permis de 
mettre en exergue des effets bénéfiques sur les organismes pathogéniques tels que Escherichia 
coli entéro-hémorragique (Voravuthikunchai, Lortheeranuwat et al. 2004) ou le virus de la 
grippe (Haidari, Ali et al. 2009). Cependant l’extrapolation de ces données obtenues in-vitro à 
des modèles animaux reste à démontrer avant de pouvoir initier des études chez l’homme. 

D’autres travaux ont été entrepris sur la maladie d’Alzheimer (Hartman, Shah et al. 
2006), la neuroprotection néonatale (Loren, Seeram et al. 2005), la fonction immunitaire 
(Yamasaki, Kitagawa et al. 2006), la dysfonction érectile (Azadzoi, Schulman et al. 2005). 
Cependant les résultats très préliminaires nécessitent d’être approfondis et validés.  

 

Conclusion 

Le potentiel santé de la grenade suscite actuellement un grand intérêt scientifique et un 
engouement certain auprès des consommateurs. En effet, sa richesse particulière en 
micronutriments dotés de propriétés particulières lui confère un potentiel avéré dans les 
stratégies de prévention du développement des principales maladies chroniques. Cette baie, au 
cœur des traditions, a fait l’objet d’un grand nombre d’utilisations empiriques dans le 
domaine médical depuis près de 3000 ans (traitement du diabète, de la diarrhée, des aphtes 
buccaux, de la parodontite et des ulcères). (Fuentes and Exposito 1995; Gracious Ross, 
Selvasubramanian et al. 2001; Kim, Mehta et al. 2002; Murthy, Reddy et al. 2004; Lansky 
and Newman 2007). Malgré à l’avancée des connaissances, les scientifiques tentent 
actuellement d’élucider les mécanismes impliqués dans les effets biologiques de ce fruit ou de 
ses constituants, dans le cadre d’une démarche de recherche translationnelle. Les études 
convergent vers le concept selon lequel le potentiel de ce fruit exceptionnel serait du à sa 
composition en punicalagine et en acide punicique, et surtout à son potentiel anti-oxydant et 
anti-inflammatoire. Toutefois, les résultats obtenus sur des modèles animaux ou des 
investigations in vitro doivent être validés par des études de grande envergure chez l’Homme.  
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Tableau 1 : Effet de la grenade et des produits issus du fruit sur des cibles biologiques 
potentiellement impliquée dans les maladies cardiovasculaires : principales études in-vivo et 
chez l’homme. 

 
 



269 

Tableau 2 : Principales études scientifiques chez l’animal et l’homme du potentiel de la 
grenade et des produits issus du fruit sur les différentes formes de cancer. 
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Tableau 3 : Potentiel biologique de la consommation de grenade et de ses dérivés dans le 
cadre de la problématique de l’obésité et du diabète de type 2 : études cliniques et 
précliniques. 
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Figure 1: Principaux facteurs de risque et conséquences impliqués dans le développement des 
maladies chromiques majeures  
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Figure 2: Constituants principaux des différentes parties de la grenade  
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Figure 3 : Structure chimique des principaux polyphénols et de l’acide punicique entrant dans 
la composition de la grenade.  

La delphinidine, la pelargonidine et la cyanidine peuvent être trouvées sous forme native, 
glycosidées en position 3-O ou en tant que 3,5-O-diglycosydées. 
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Figure 4 : Schéma simplifié des deux principales cascades de signalisation cellulaires 
activées lors de l’induction d’un stress inflammatoire : NFκB et MAPK, et effet de la 
consommation de grenade sur les membres de ces voies de signalisation (Inhibition : ). 

 
La voie de transduction du signal MAPK est initiée par un stimulus inflammatoire et 

conduit à une modification de l’expression du gène et par conséquent une réponse biologique. 
Les trois principales MAPK de cette cascade sont ERK1/2, p38 et JNK. Une fois 
phosphorylées par les MAPKK, elles vont activer une large gamme de substrats, y compris les 
facteurs de transcription comme ATF2 ou AP-1.La voie classique d’activation de NF-kB, 
illustrée ici, montre l’induction d’une réaction inflammatoire par le biais de l’hétérodimère 
p50/p65. Ce dimère est maintenus inactif par une famille d’inhibiteurs appelés IκB. La 
signalisation conséquente à la liaison d’un stimulus inflammatoire à son récepteur conduit à 
l’activation du complexe IKKαβγ qui phosphoryle complexe IκB. La phosphorylation d’IκB 
aboutit à sa dégradation par la voie de l’ubiquitine/protéasome, de la sorte que le dimère 
p50/p65 est libéré et se transloque vers le noyau pour jouer son rôle de facteur de 
transcription.L’activation de ces 2 voies de signalisation conduit à l’activation de la 
transcription de nombreux gènes, notamment ceux des principaux médiateurs pro-
inflammatoires.Abréviations : (AP-1) activator protein 1; (ATF2) activating transcription 
factor 2; (ERK1/2) Extracellular signal-regulated kinases ½; (IκB) inhibitor of kappa B ; 
(IKK) IκB kinase; (IL-1) interleukin-1; (JNK) c-Jun N-terminal kinases; (MAPK) Mitogen-
activated protein kinase; (MAPKK) MAPK kinase ; (MAPKKK) MAPK kinase kinase ; (MEF) 
myocyte-specific enhancer factor; (NF-kB) nuclear factor-kappa B; (p38) p38 MAPK; (TCF) 
Transcription factor ; (TNFα) tumour necrosis factor α.  
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Figure 5 : Sources des principaux agents pro et antioxydants conduisant à l’altération de 
l’équilibre de la balance oxydante et à la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
et effets de la grenade sur ces agents (Activation : ). 
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AANNNNEEXXEE  33  ::  RRAAPPPPOORRTT  DD’’AANNAALLYYSSEESS  DD’’AAGGRROOBBIIOO    

CCOOMMPPOOSSIITTIIOONN  GGLLOOBBAALLEE  DDEE  LL’’EEXXTTRRAAIITT  
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AANNNNEEXXEE  44  ::  RRAAPPPPOORRTT  DD’’AANNAALLYYSSEESS  DDEE  VVEEGGEEPPOOLLYYSS  

CCOOMMPPOOSSIITTIIOONN  QQUUAALLIITTAATTIIVVEE  DDEE  LL’’EEXXTTRRAAIITT  ((PPOOLLYYPPHHEENNOOLLSS))  
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AANNNNEEXXEE  55  ::  RREESSUULLTTAATTSS  DD’’AANNAALLYYSSEESS  DDUU  CCTTCCPPAA    

CCOOMMPPOOSSIITTIIOONN  PPOOLLYYPPHHEENNOOLLIIQQUUEE  DDEE  LL’’EEXXTTRRAAIITT  ((QQUUAANNTTIITTAATTIIVVEE))  

 
SYNTHESE DE RESULTATS DU CTCPA : 

Dosage des phénols dans l’extrait de grenade, 
 

� L’extrait de polyphénols de grenade (3) a été dilué avant injection (d10) et filtré sur 
filtre seringue 0.45µm. 

 
ANALYSE HPLC DE L’EXTRAIT  
Matériel 
Colonne ACE C18 250×4,6 mm, diamètre des particules 5 µm. 
 
Système analytique 
HPLC HP 1200 équipée avec une pompe quaternaire, échantillonneur thermostaté, four à 
colonne (température = 20°C). 
Détecteurs : barrettes de diodes 
 
Phase mobile 
Solvant A : acétonitrile 5%, NaH2PO4 30 mM, pH 3,00. 
Solvant B : acétonitrile 50%, NaH2PO4 30 mM, pH 3,00. 
 
Gradient  

Temps (min) A B Débit (ml/min) 
0 100 0 0,8 
25 75 25 0,8 
35 50 50 0,8 
40 50 50 0,8 
41 0 100 0,8 
46 0 100 0.8 
47 100 0 1 
56 100 0 1 
57 100 0 0.8 

 
 
RESULTATS DES EXTRAITS DE GRENADE 

La punicalagine, l’acide gallique, l’acide ellagique et ses dérivés semblent être les principaux 
composés des extraits de grenade (peau, fibres, totum et extrait). Des pics présentant des 
spectres proches de celui de l’acide ellagique ont été identifiés, ils sont présentés dans le 
tableau comme des dérivés d’acide ellagique et quantifiés en équivalent acide ellagique.  
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Le jus ayant été décongelé puis recongelé, les anthocyanes semblent avoir été dégradées et ne 
se retrouvent que sous la forme cyanin chloride dans le jus. De plus pour les autres extraits, à 
la vue des échantillons (non colorés), l’absence d’anthocyanes ne parait pas étonnant. De 
l’acide gallique et des acides hydroxycinnamiques ont été retrouvés dans le jus : acide 
chlorogénique, acide coumarique et dérivés d’acide hydroxycinnamique (DAHC). 
 

Quantification 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chromatogramme de l’extrait  

 
 

   

Extrait 
mg/100g de produit 

Acide gallique 60,3 
Acide protocatéchuique 0 

Acide ellagique 196,3 
Dérivés d’acide ellagique 345,5 

Delphin chloride 0 
Delphinidine 0 

Cyanin chloride 0 
Cyanidine 0 

Punicalagin 207,6 
Acide chlorogénique 1,4 
Acide coumarique 3,2 

DAHC 0 
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55EEMMEE  PPAARRTTIIEE  ::    
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RREESSUUMMEE  
IINNTTEERREETT  DDEE  LLAA  GGRREENNAADDEE  DDAANNSS  LLAA  PPRREEVVEENNTTIIOONN  NNUUTTRRIITTIIOONNNNEELLLLEE  DDEE  LL’’OOSSTTEEOOPPOORROOSSEE  

 
Dans le contexte actuel d’allongement de l’espérance de vie, la prévalence et le coût de 

prise en charge des maladies liées à l’âge telles que l’ostéoporose sont de plus en plus 
importants. Dans le cadre du développement de nouvelles stratégies de prise en charge des 
pathologies osseuses, la nutrition offre un potentiel évident et représente une excellente 
solution alternative aux traitements habituels. Bien que trop marginales, les études des 
activités biologiques de certains aliments ont pourtant d’ores et déjà montré des effets 
protecteurs sur l’acquisition du capital osseux et sa préservation par le biais de leurs propriétés 
anti-inflammatoires et antioxydantes. A ce titre, la consommation de grenade est envisagée car 
elle fait actuellement l’objet d’intérêts scientifiques croissants ayant déjà suggéré ses avantages 
nutritionnels et pharmacologiques pour la prévention de certaines pathologies chroniques 
associées au vieillissement.  

Dans le cadre du projet de thèse, les premiers travaux réalisés, focalisés donc sur la 
grenade, ont permis de dégager le concept selon lequel les propriétés biologiques de ce fruit 
exceptionnel seraient expliquées par la composition particulière de ses différentes parties : en 
polyphénols pour le jus (anthocyanines) et la peau (ellagitannins) et en acide punicique pour les 
pépins, et surtout au potentiel anti-oxydant et anti-inflammatoire de ces molécules. Cette 
hypothèse à donné lieu à une première étude à vocation phytochimique qui a permis de 
déterminer, de standardiser, produire et caractériser deux types d’extraits de grenade titrés en 
molécules d’intérêt (acide punicique et ellagitannins). Nous avons ensuite étudié l’impact de la 
consommation du fruit (donné dans sa totalité) ou de ses principales parties (jus et peau) ou 
encore d’extraits concentrés en ellagitannins et en acide punicique, sur la biologie osseuse, 
dans un modèle expérimental d’ostéoporose post-ménopausique bien décrit (ostéopénie 
consécutive à une carence œstrogénique induite par ovariectomie chez des souris C57bl6/j). 
Cette étude préclinique a permis de montrer que tous les régimes supplémentés en grenade 
(quelle que soit la partie) permettent de limiter les processus de déminéralisation et l’altération 
micro-architecturale de l’os, s’expliquant par une réduction des marqueurs de résorption 
osseuse et une amélioration de ceux de la formation ; et une diminution des paramètres 
inflammatoires, et oxydants.  

Ensuite, afin de déterminer les structures médiatrices de ces effets, une approche 
originale ex-vivo a permis d’étudier plus finement les mécanismes cellulaires ostéoblastiques  et 
ostéoclastiques associés à la consommation des extraits de grenade testés. Cette analyse a été 
développée de façon à tenir compte du métabolisme particulier de ces micronutriments et 
donc des modifications systémiques engendrées suite à l’ingestion des extraits. Ce travail a 
permis de mettre en évidence que les effets observés in-vivo sur l’os, pouvaient être expliqués 
par une action directe aussi bien sur les ostéoblastes que sur les ostéoclastes, et donc une 
optimisation du remodelage osseux. De fait, la consommation d’ellagitannins et d’acide 
punicique augmente l’activité des ostéoblastes (activité alcaline phosphatase et formation de 
nodules de calcium) et l’expression des principaux acteurs et facteurs de transcription 
impliqués dans leur différenciation, tout en diminuant l’expression de ceux responsables de la 
différenciation ostéoclastique. Dans le même temps, l’analyse des transcrits met en évidence 
que les extraits de grenade favorisent l’activation d’acteurs impliqués dans les mécanismes de 
défenses contre le stress oxydant et l’inflammation, au niveau du microenvironnement osseux. 
Ces résultats révèlent pour la première fois le potentiel de la grenade au regard de la 
physiologie osseuse en proposant ses possibles mécanismes d’actions, via une approche 
nutritionnelle complète et intégrée respectant la physiologie. 


