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Introduction

La prise de conscience des consommateurs de I'effet des aliments sur la santé humaine a
conduit a un intérét accru pour l'aspect santé des aliments, en plus de leurs propriétés
nutritionnelles et sensorielles de base (Tomas-Barberan and Osorio, 2019). Les régimes
riches en fruits et légumes peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé humaine
(Carregosa et al., 2020), I'adhésion a de tels régimes peut prévenir entre 10% et 70% des
déceés par cancer (Mojzer et al., 2016). Les Iégumes non-cultivés sont une ressource vitale
pour les humains dans le monde entier, ils gagnent en popularité en tant qu'alternative aux
Iégumes cultivés comme source importante de nouvelles saveurs et textures (Harumi lyda et
al., 2019). Leur consommation devient a la mode principalement pour leurs bienfaits pour la
santé humaine (Spinola et al., 2019). On estime que plus d'un milliard de personnes dans le
monde ont déja incorporé des légumes non-cultives dans leur alimentation quotidienne
(Shaheen et al.,, 2017). Les effets bénéfiques pour la santé de ces légumes sont
principalement liés a la présence de polyphénols et a leurs bioactivités associées telles que les
effets antioxydants, anti-inflammatoires, anti-carcinogénes, antimicrobiens, antiviraux et
cardioprotecteurs (Barros and Junior, 2019). En plus de la prévention des maladies, les
polyphénols affectent également la propagation et la progression des maladies et contribuent
méme au processus de gueérison (Mojzer et al., 2016). Cependant, la manifestation de ces
activités nécessite un apport quotidien régulier et une bonne bioaccessibilité des polyphénols
(Mrduljas et al., 2017). Ainsi, la bioaccessibilité des composes bioactifs doit étre étudiée afin
de démontrer leur effet bénéfique pour la santé lorsqu'une plante est consommée (Barak et
al., 2019). Avec leurs constituants nutritionnels et bioactifs, les plantes « sauvages »
comestibles offrent de grandes opportunités pour développer de nouveaux aliments

fonctionnels, contribuant ainsi a la croissance du marché des aliments fonctionnels, qui
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devrait atteindre plus de 200 milliards de dollars US d'ici 2025 (Tomas-Barberan and

Osorio, 2019).

Ranunculus est un trés grand genre de la famille des Ranunculaceae, avec plus de 600 espéces
(Aslam et al., 2012) qu’on trouve dans le monde entier et en particulier dans les régions
tempérées Méditerranéennes. De nombreuses espéces de ce genre ont une importance
économique vue leur utilisation comme aliments traditionnels dans les régions
Méditerranéennes (Ranunculus repens et Ranunculus ficaria) (Guarrera and Savo, 2016).
Cependant, [l'utilisation principale des especes Ranunculus reste pour leurs propriétés
médicinales, qui comprennent des activités antioxydants, antidiabétiques, anti-inflammatoires,
hépato protectrices et anticancéreuses (Aslam, 2012). Plusieurs études ont lié ces activités aux
composés phénoliques produits par ces espéces tels que l'acide caféique, le kaempférol, la

myricétine, la rutine et la quercétine (Kaya et al., 2010; Bhatti et al., 2015).

L'une des espéces du genre Ranunculus les moins étudiées est Ranunculus macrophyllus
Desf. Les racines de cette plante sont une source riche de composés phénoliques bioactifs,
elles sont couramment disponibles sur les marchés d'Afrique du Nord (Algérie, Maroc et
Tunisie) comme remede contre l'infertilité féminine et pour le gain du poids (Ouarghidi et
al., 2013). En revanche, les parties vertes (feuilles et tiges), sont traditionnellement utilisées
pour leurs propriétés médicinales pour traiter certaines maladies de la peau (Rai et al., 2011),
et comme aliment traditionnel dans les régions Méditerranéennes (Rivera et al., 2006).
Malgré la disponibilité et l'utilisation largement répandue des racines, l'utilisation des parties
vertes de R. macrophyllus Desf. reste tres limitée et la plupart sont simplement gaspillés.
Fournir des données scientifiques sur leur profil phénolique et leurs bioactivités conduira a
leur valorisation et encouragera leur application dans les industries pharmaceutiques,

médicinales et nutraceutiques sous forme de nouveaux produits fonctionnels.
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Dans ce contexte, s’inscrit le but de notre travail qui vise a valoriser la plante R. macrophyllus
Desf. (Racine et partie aériennes) a la fois sur le plan pharmacologique et écologique. Trois

grands axes ont été abordés au cours de la réalisation de ce travail :

» Dans une premiére partie, un fractionnement bio-guidé a été réalisé sur différentes
extraits obtenus des racines et des parties aériennes de R. macrophyllus Desf.

» Dans une deuxieme partie, une étude a été menée pour déterminer la toxicité ainsi que
les activités biologiques des fractions sélectionnées.

» Dans la troisieme partie, une étude de I’innocuité a moyen terme et la capacité des
fractions a améliorer le pouvoir antioxydants du plasma et des hépatocytes a été

étudiée a l'aide de modeéle in vivo.
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1. Stress oxydant
1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre définis comme toutes molécules possédant un électron non
apparié sur leur orbitale externe, cette propriété leurs conférent une haute réactivité vis-a-vis
des autres molécules dans 1’organisme. Ils peuvent les oxyder en leur arrachant un électron
ou dans certains cas, les réduire en leur cédant leur propre électron (Adwas et al., 2019). lls
possedent une demi-vie tres courte (10 sec). Les espéces réactives de I’oxygéne (ROS) et les
especes réactives du nitrogéne (RNS) décrivent les espéces radicalaires et non-radicalaires
dérivant de I’oxygene et du nitrogene, respectivement, I’ensemble est décrit comme (RONS).
Les radicaux libres peuvent étre classés selon I’ordre dans lequel ils sont générés et selon leur
réactivité en radicaux primaires et secondaires (Kruk et al., 2019). Les différents types

d’espéces réactives et leurs diversités chimiques sont représentés dans le tableau I.

1.1.1. Radicaux primaires

Les radicaux primaires sont générés a partir des processus physiologiques comme la
respiration, leurs concentrations sont maintenues sous contrble et ils sont sélectivement
réactifs. Dans les conditions physiologiques ils jouent entre autres un réle trés important dans
la signalisation cellulaire en tant que seconds messagers. Cette catégorie inclue 1’anion
superoxyde, 1’oxyde nitrique et le peroxyde d’hydrogene. Dans une cellule, la mitochondrie
est la principale source de radicaux libres. Ces derniers sont générés durant le transport
d’oxygene dans la chaine respiratoire qui consomme pres de 90 % de I’oxygeéne d’une cellule

(Tanetal., 2018).
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Tableau I : Diversité chimique des différentes especes radicalaires et non radicalaires (Sies,

2017).

Radicaux libres

Espéces réactives de I’oxygéne

Espéces non radicalaires

Anion superoxyde (02— *)
Radicaux hydroxyles (OH *)
Radicaux peroxyle (ROO ¢)

Radicaux alcoxyle (RO *)

Peroxyde d'hydrogéne (H205)
Hydroperoxyde organique (ROOH)
Oxygene moléculaire singulet (O2)

Ozone (O3)

Espeéces réactives du chlore / brome

Chlore atomique (Cl *)

Brome atomique (Br ¢)

Hypochlorite (OCl-)

Chloramines (RNHCI)

Espéces réactives de I’azote
Dioxyde d'azote (NO?2 °)

Oxyde nitrique = monoxyde d'azote (NO ¢)

Anion nitroxyle (NO—)

Peroxynitrite (ONOO-)

Especes réactives du soufre

Radical thiyle (RS °)

Thiol (RSH), thiolate (RS—) [par exemple,
glutathion (GSH), thiorédoxine (Trx)]
Disulfure (RSSR) [par exemple, GSSG,

disulfure mixte (protéine SSG)]

a. Anion superoxyde

Le radical anion superoxyde est un radical primaire qui constitue la forme la plus répandue

des ROS, entre 0.1 et 0.5 % de 1’oxygene inhalé est converti en anion superoxyde (O~) dans

les conditions physiologiques. Il peut étre formé par processus enzymatique, réaction d’auto-

oxydation ou par des réactions de transfert d'électrons non enzymatiques dans lesquels un
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électron est transféré a Il'oxygene moléculaire. 1l est principalement produit dans les
mitochondries et sa réactivité avec les biomolécules est faible. Parmi les enzymes qui peuvent
le produire on trouve : la xanthine oxydase, la lipoxygénase, la cyclooxygénase et les
oxydases NADPH dépendante. Plusieurs molécules telles que les nucléotides flavines,
I'adrénaline, les composés thiol, le glucose, etc. peuvent étre oxydées en présence d'oxygene
pour générer du superoxyde et ces réactions sont fortement accélérées par la présence de
métaux de transition comme le fer ou le cuivre. De plus, les cellules phagocytaires lors de
I’explosion respiratoire (Respiratory burst) peuvent aussi générer du superoxyde

(Phaniendra et al., 2015).
b. Oxyde nitrique

L'oxyde nitrique (NO") est produit a partir de la I-arginine par trois principales isoformes de

I'oxyde nitrique synthase (NOS) : NOS épithéliales, liées a la vasodilatation et a la régulation
vasculaire, NOS neuronales, liées a la signalisation intracellulaire, et NOS inductibles,
activées en réponse a divers signaux d'endotoxines ou de cytokines (Liguori et al., 2018).
Les actions de ce radical dépendent de sa concentration dans le milieu, il peut a la fois
endommager I'ADN ou le protéger contre la dégradation, inhiber la prolifération des cellules
endothéliales humaines ou la stimuler, il peut induire la mort cellulaire ou supprimer

I'apoptose (Kruk et al., 2019).
C. Peroxyde d’hydrogéne

Les mitochondries ont été identifiées comme la source majeure du H20-, principalement via
la dismutation du radical anion superoxyde. Plus de 30 enzymes cellulaires productrices de
H20, ont été identifiées (Sies, 2019). Bien qu’il ne soit pas un radical libre, le H20, peut
toujours endommager la cellule & une concentration relativement faible (10 uM), mais a des

niveaux plus élevés, les enzymes productrices d'énergie cellulaire telles que la
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glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase sont inactivées. Il peut facilement pénétrer les

membranes biologiques (Phaniendra et al., 2015).

1.1.2. Radicaux secondaires

Ces radicaux sont produits par plusieurs réactions qui impliquent les radicaux primaires et les
métaux de transitions, comme la réaction de Fenton. Ce groupe inclue le radical hydroxyle
(OH") (Equation 1, Equation 4), le radical peroxynitrite (ONOO") (Equation 2) et le radical
Hypochlorite (HOCI) (Equation 3). lls sont considérés comme plus dangereux que les
radicaux primaires, car caractérisés par une réactivité plus élevée et non sélective envers les

biomolécules avoisinantes (Kruk et al., 2019).

Me (1) + H, O, ——— > OH*+ Me (111) + OH- (Réaction de Fenton )(1)

Ou « Me » peut étre du fer ou du cuivre (Reaction 2 Figure 4)

02" -+ NOO——— ONOO" @)

Cl+H,0, ———— OHCI+OH"  (3)

Oy + H,0, —>OH"+ O+ OH- (Réaction de Haber-Weiss ) (4)

Le radical hydroxyle peut fortement réagir avec les molécules organiques et inorganiques, y
compris I'ADN, les protéines, les lipides et les glucides et causer de graves dommages aux
cellules plus que tout autre ROS. L'espece ONOO- provoque des dommages oxydatifs a
I'ADN par nitration de ses bases, jouant un rdle clé dans I'inflammation chronique. L'acide
hypochlorique (HOCI) est un oxydant majeur produit par les neutrophiles actives sur le site
de I'inflammation, c’est une espéce fortement réactive impliquée dans I'oxydation et réactions
de chloration. Il peut oxyder les thiols et d'autres molécules biologiques, notamment

I'ascorbate, l'urate et le tryptophane (Ozcan and Ogun, 2015).
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1.1.3. Sources exogénes des radicaux libres

La totalité des influences extérieures est désigné comme I'exposome, il comprend un large
éventail de défis oxydatifs. Ceux-ci peuvent étre des oxydants directs tels que la fumée de
cigarette ou la pollution de I'environnement ou les rayonnements ionisants ou solaires (UV,
visible, IRA-A), les médicaments et leurs métabolites (cyclosporine, tacrolimus, gentamycine
et bléomycine), les solvants chimiques, les métaux lourds (Cd, Hg, Pb, Fe et As) ou par une
exposition plus subtile comme en nutrition (viande fumée, huile usagée, la graisse et I'alcool).
Lorsque ces composés exogenes pénétrent dans le corps, ils sont dégradés ou métabolisés et
les radicaux libres sont générés comme produits secondaires (Pizzino et al., 2017 ; Sies,

2019).

1.1.4. Cibles moléculaires des radicaux libres

a. Lipides

Toutes les membranes cellulaires sont généralement vulnérables aux dommages oxydatifs car
elles sont trés riches en acides gras insaturés. Les dommages lipidiques dus aux ROS,
communément appelés peroxydation lipidique, se produisent en trois étapes. L’initiation,
impligue l'attaque d'un ROS capable d'extraire un atome d'hydrogene d'un groupe méthyléne
dans un lipide. Dans la propagation, la réaction en chaine commence et le radical acide gras
réagit avec l'oxygene pour former un radical peroxyle (ROO"), capable lui-méme d’attaquer
un autre acide gras voisin (Engwa, 2018). Le réarrangement moléculaire de ce dernier mene
a la formation du malondialdéhyde (MDA) (Marqueur détectable de 1’oxydation lipidique) et
de composés dienes conjugués, qui sont connus pour étre cytotoxiques et mutagenes (Pizzino
et al., 2017). La peroxydation lipidique endommage ainsi les membranes cellulaires et les
lipoprotéines entrainant la perte de la fonction membranaire, par exemple, diminution de la

fluidité, inactivation des enzymes et des récepteurs membranaires (Phaniendra et al., 2015).
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La derniére étape, la terminaison de la chaine, survient a la suite de l'interaction d'un ROO*

avec un autre radical ou des antioxydants (Figure 1) (Engwa, 2018).

/ SH-oxidation Carbonylation Phenolic nitration S-nitrosylation L2 \
(Cys) (Pro, Thr, Lys, Arg) (Tyr) (Cys)
™ ¥ L} ¥ ] T
« Sulfenic (-onic,-inic) acid « Ketones Nitrated proteins Nitrosylated proteins =]
* Mixed disulfide * Aldehydes (NO, adjonction) (NO adjonction) 2.
» S-glutathiclation o
* Protein degradation * Protein degradation + Protein dysfunction * Protein dysfunction

V Protein dysfunction * Protein dysfunction * Modulation of signaling  « Modulation of signaling &

J L

4 N
Lipid nitration

PUFAs oxidation Lipoprotein oxidation
¥ \ A\l \ -
* Lipid peroxidation Oxidized LDL Nitrated lipids =
« Toxic aldehydes (NO, adjoncticn) 2
* Membrane alterations * Pro-inflammatory « NO transport
\ + Cytotoxicity « Atherosclerosis + Cell signaling + _/
&
Nucleotide oxidation (Deoxy)ribose oxidation
¥ o Z
Formation of 8-oxoguanine DNA strand breakge o E
\/ 5o
i ]
* Mutagenicity * Mutagenicity

+ PARP activation

Figure 1 : Principales cibles moléculaires et conséquences biologiques du stress oxydant. Cys : cystéine ; Pro :
proline ; Thr : thréonine ; Lys : lysine ; Tyr : tyrosine ; AGPI : Acides gras polyinsaturés ; LDL: Lipoprotéines
de faible densité; PARP : Poly (ADP-ribose) polymérase (Lugrin et al., 2014).

b. Protéines

Les protéines sont des cibles majeures pour l'attaque des ROS, principalement par les
radicaux OH °, RO’ et les espéces réactives d’azote. Les radicaux peroxydes d’hydrogéne et
superoxyde ont de faibles effets sur les protéines, sauf pour les protéines contenant des
groupes SH. Les conséquences des dommages aux protéines comprennent la perte de
I'activité enzymatique et des fonctions cellulaires altérées (Liguori et al., 2018). L'oxydation
de la tyrosine par ONOO® et d'autres radicaux réactifs du nitrogéne conduit a la formation de

3-nitrotyrosine qui est un marqueur détectable de I'oxydation des protéines. L'oxydation de la
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proline et du glutamate par les radicaux OH® conduit généralement a la formation
d'hydroxyproline et de glutamyl semi-aldéhyde. Aprés l'oxydation, les protéines sont
sensibles a de nombreux changements dans leur fonction, notamment l'inactivation, la
fragmentation chimique et une dégradation protéolytique accrue (Gebicki, 2016 ; Engwa,
2018). Les lipoprotéines (LDL) sont les principaux transporteurs du cholestérol vers les tissus
corporels. L'oxydation des LDL est un processus complexe au cours duquel les protéines et
les lipides subissent des changements oxydatifs qui peuvent provoquer une accumulation de

cholestérol (Figure 1) (Liguori et al., 2018).

c. Acides nucléiques

Bien que I'ADN soit une molécule stable, les ROS peuvent interagir avec elle pour causer
plusieurs types de dégats, notamment des ruptures d'ADN double et simple brin, la
modification des bases d'ADN, la perte de purines (sites apuriniques), dommages au sucre
désoxyribose et dommages au systéme de réparation de I'ADN (Sies et al., 2017). Le radical
hydroxyle est le ROS le plus dévastateur qui affecte les acides nucléiques. Ce radical peut
attaquer la guanine et l'adénine pour donner des produits d'oxydation, 8 -
hydroxydeoxyguanosine et hydroxyadénine, respectivement. En outre, les radicaux
hydroxyles peuvent attaquer les pyrimidines conduisant a la formation de peroxyde de
thymine, de glycols de thymine, de 5- (hydroxyméthyl) uracyle et d'autres produits similaires
(Phaniendra et al., 2015). Ces modifications des bases ont été directement liées a plusieurs
états pathologiques tels que des mutations génétiques, I'athérosclérose, la maladie
d'Alzheimer et le processus de vieillissement (Moussa et al., 2019). Les ROS tels que Oz et
H20 n'ont pas d'interaction directe avec I'ADN et n'entrainent donc pas de dommages a leurs
concentrations physiologiques. Les métaux de transition tels que le fer qui ont une affinité de
liaison élevée pour les sites d’ADN peuvent catalyser la production d'OH* qui a son tour
attaque I'ADN (Figure 1) (Engwa, 2018).
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L'ARN peut aussi subir l'oxydation, avec des implications dans plusieurs processus
pathologiques. Les micro ARN sont des ARN non codants, d'environ 18 a 25 nucléotides de
longueur, qui se lient aux ARNm cibles et affectent la dégradation de I'ARNm ou inhibent la
traduction des protéines. L’attaque radicalaire sur ces micro ARN peut conduit a I'apoptose

ou I’altération de la production de superoxyde mitochondrial (Sies et al., 2017).

1.1.5. Notion de stress oxydant

Le maintien de 1’équilibre redox est essentiel pour la viabilit¢ cellulaire, 1'activation, la
prolifération et la fonction des organes. Les organismes aérobies ont des systémes
antioxydants intégrés qui assurent le contréle étroit des concentrations des RONS (Briben et
al.,, 2012). La surproduction des radicaux libres et/ou I’incapacité du systéme de défense
cellulaire a contréler la concentration des radicaux libres induit un état de stress oxydatif,
défini pour longtemps comme étant un déséquilibre entre les RONS (oxydants) et le systeme
de défense cellulaire (antioxydants) en faveur des oxydants (Sies, 1985). Les effets des
radicaux libres dans une cellule dépendent principalement de leurs concentrations. De faibles
concentrations induisent une forme modérée de stress oxydant menant a 1’oxydation de
protéines clé impliquées dans la signalisation cellulaire, alors que de plus fortes
concentrations provoquent des dommages cellulaires (Mailloux, 2019), un exemple de cette

dualité d’effet est donné dans la figure 2.
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Figure 2 : Dualité d’effet du peroxyde d’hydrogéne (Adaptée a partir de Sies, 2017)

Cette dualité d’effet a mené a une redéfinition du terme stress oxydatif comme étant le
déséquilibre entre oxydants et antioxydants en faveur des oxydants, entrainant une
perturbation de la signalisation et du contrdle redox et / ou dommages moléculaires (Sies,
2020). Dans ce contexte, il faut faire la différence entre deux types de stress oxydant. Un état
de eustress oxydant ou la cellule maintient un niveau physiologique (faible) d’oxydants qui
est essentiel pour gouverner les processus vitaux par signalisation redox ; et un état distress
oxydant caractérisé par un niveau excessif d’oxydants menant aux dommages cellulaires

(Sies, 2017) (Figure 3).
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Figure 3 : Etat eustress et distress oxydants (Sies, 2020).

1.1.6. Stress oxydant et physiopathologies humaines

Lors d’un état de distress oxydant les taux élevés de RONS infligent des dégats aux différents
constituants cellulaires, ce qui se refléte sur le fonctionnement cellulaire, tissulaire et celui
des organes induisant comme résultats plusieurs maladies (Kruk et al., 2019). Le distress
oxydant est impliqué dans plusieurs maladies, dont I'athérosclérose, le cancer, la polyarthrite
rhumatoide, le syndrome de fatigue chronique et les maladies neurodégénératives telles que
la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la maladie de Huntington (Liguori et al.,
2018). La surveillance des bio marqueurs tel que le MDA et 3-nitrotyrosine ainsi que les
niveaux d’antioxydants cellulaires, prouve ’'implication du distress dans la pathogenése de
ces maladies. Des taux élevés de bio marqueurs tels que le 4-hydroxy-2,3-nonénal (HNE),
I'acroléine, le malondialdéhyde (MDA) et les isoprostanes F2 ont été observés dans la

maladie d'Alzheimer (Santos-Sanchez et al., 2019). Le stress oxydatif contribue également
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aux lésions tissulaires consécutives a I'nyperoxie et a l'irradiation, il joue aussi un réle
important dans la pathogenése et le développement des troubles liés au syndromes
métaboliques tels que I'obésité, I'hypertension, le diabéte, la dyslipidémie, ainsi que dans les
maladies cardiovasculaires telles que I'infarctus du myocarde, sténose aortique, angine de
poitrine, athérosclérose et insuffisance cardiaque (Di meo et al., 2016 ; Santos-Sanchez et

al., 2019 ; Sies, 2019).

Le cancer est une autre maladie associée aux RONS qui stimulent des oncogénes dont la
surexpression est directement associée au cancer du poumon (Phaniendra et al., 2015). En
outre, le développement d'un cancer gastrique est di a l'augmentation de la production de
RONS par une infection a Helicobacter pylori dans l'estomac humain. L’exceés des RONS
dans les reins peut entrainer une lithiase urinaire. Les ROS endommageraient aussi les
composants cellulaires du cartilage conduisant a l'arthrose. Plus encore, I'hyperglycémie
déclenche la production des RONS dans les cellules tubulaires et mésangiales du rein,
entrainant des changements fonctionnels et structurels dans les glomérules provoquant une

néphropathie diabétique (Engwa, 2018).

1.1.7. Mécanismes de défenses cellulaires

Les cellules sont équipées d’un systéme de défense intégré pour maintenir les concentrations
des RONS sous contréle et éviter les dégats occasionnés par ces derniers en cas de distress

oxydatif. Ces mecanismes de défenses peuvent étre directs ou indirects.

1.1.7.1.Mécanismes de défense directe
Les molécules de défense directe sont la premiére ligne de défense, elles entrent en contact
direct avec les RONS afin de les neutraliser. Ces molécules peuvent étre de nature

enzymatique ou non enzymatique.

a. Antioxydants enzymatiques
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Les organismes aerobies posseédent un arsenal d’enzymes antioxydants, dont les principales
sont : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx).
La SOD est responsable de la réaction de dismutation de 1’anion superoxyde en H202, qui est

ultérieurement converti en H20 et O, par la catalase ou par la GPx.

Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxyde dismutases (SOD) sont un groupe d'enzymes clés fonctionnant comme la
premiére ligne de défense antioxydants grace a la capacité de convertir les radicaux
superoxydes hautement réactifs (dismutation) en peroxyde d'hydrogéne et en oxygéne
moléculaire (Réaction 1 Figure 4). Le superoxyde étant le principal ROS produit a partir de
plusieurs sources, sa dismutation par la SOD est de premiére importance pour chaque cellule.
La SOD est une metalloenzyme et nécessite donc un métal comme cofacteur pour son activité
(Aguilar et al., 2016). Selon le type d'ion métallique requis comme cofacteur par la SOD, il
existe plusieurs formes de SOD. Trois isozymes de superoxyde dismutase sont identifiés : (i)
SOD1 localisée dans le cytosol de la cellule et liant les ions cuivre et zinc, (ii) SOD2,
localisée dans les mitochondries et associée aux ions manganeése ou fer, (iii) SOD3, située a
I’extérieur de la cellule et également associée au cuivre et au zinc (Santos-Sanchez et al.,

2019).

Catalase

La catalase utilise du fer ou du manganese comme cofacteur et catalyse la dégradation ou la
réduction du peroxyde dhydrogéne (H202) pour produire de l'eau et de I'oxygéene
moléculaire, complétant ainsi le processus de détoxification initié par la SOD (Réaction 1
Figure 4). La catalase est trés efficace pour décomposer des millions de molécules de H20>

en une seconde (Engwa, 2018).

La conversion de H>O; en eau et en oxygéne moléculaire a lieu en deux étapes :
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Catalase-Fe (III) + H2O2 — composé I
Compose | + H,O, — Catalase - Fe (IIT) + 2 H,0 + O
Composé | = Fer complexé avec un atome d'oxygene

La CAT se trouve principalement dans les peroxysomes, et sa fonction principale est
d'éliminer le H202 généré lors de I'oxydation des acides gras. La présence de NADPH lié a
chaque sous-unité peut aider a protéger I'enzyme contre l'inactivation par H.O,. L'activité la
plus élevée de cette enzyme semble se situer dans le foie et les érythrocytes. La catalase et
d'autres enzymes antioxydants ont été considérées comme bio marqueurs du stress oxydatif
dans divers organes ; par exemple, chez les rats diabétiques et dont la maladie est induite par
la streptozotocine, les niveaux hépatiques de ces enzymes sont considérablement réduits, bien

que le traitement avec diverses plantes peut inverser cet effet (Briben et al., 2012).
Glutathion peroxydase (GPx)

La Glutathion peroxydase catalyse la réduction du H>O; en eau et la réduction du peroxyde
organique (ROOH) en alcool correspondant ; ce processus se produit en présence du
glutathion réduit (GSH), qui est converti en glutathion oxydé (GSSG) au cours de cette
réaction (Réaction 4 figure 4). La réaction a une importance particuliére dans la protection
des acides gras polyinsaturés situés dans les membranes cellulaires ou I'enzyme fait partie du
systeme de défense antioxydants au sein de la cellule (Aguilar et al., 2016). Cette enzyme
peut exister sous deux formes : dépendante du sélénium et indépendante du sélénium,
chacune avec différentes sous-unités et différents sites actifs. Il existe quatre isoformes chez
I'nomme, cytosolique et mitochondriale (GPx1), cytosolique (GPx2), extracellulaire (GPx3)
et le phospholipide hydro-peroxydase (GPx4). Le rein et le foie sont les organes qui

contiennent le plus de GPx (Engwa, 2018).

b. Les antioxydants non-enzymatiques
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La deuxiéme ligne de défense contre les RONS inclue des antioxydants non-enzymatiques
caractérisés par leurs capacités a rapidement inactiver les radicaux et les oxydants (Aguilar
et al., 2016). Cette catégorie comprend les protéines liant les métaux (PLMs), glutathion
réduit (GSH), acide urique (AU), mélatonine (MEL), bilirubine (BIL), et polyamines (PAS).
Vue leurs localisations, ces protéines et molécules a faible poids moléculaire procurent des
mécanismes de défense intra et extracellulaires tres efficaces contre les RONS (Mironczuk-

Chodakowska et al., 2018).
Protéines liant les métaux (PLMs)

Les premiers antioxydants endogenes décrits étaient les protéines liant les métaux (PLMSs),
c'est-a-dire les protéines extra et intracellulaires, comme I'albumine (ALB), la céruloplasmine
(CP), les métallothionéines (MT), la ferritine (FER), la myoglobine (MB), la transferrine (TF)
et lactoferrine (LTF). Les PLMs sont les principaux contributeurs a la capacité antioxydants
du plasma. Leurs propriétés antioxydants sont dues a leur capacité a se lier aux ions
métalliques. Ces ions de métaux de transition (Cu * et Fe 2*) peuvent étre extrémement pro-
oxydants, ce qui signifie qu'ils peuvent réagir avec le peroxyde d'hydrogéne et catalyser la
formation d’espéces réactives secondaires (OH") par la réaction de Fenton. Certaines de ces
protéines peuvent en outre agir comme de véritables piégeurs d'espéces réactives par
exemple, les groupes sulfhydryles libres de cystéine dans les ALB et les MT sont capables de
piéger les radicaux hydroxyles. Des PLMs tels que la transferrine (TF), la ferritine (FER) et
la lactoferrine (LTF) sont des chélateurs du fer (Fe 2*), qui peuvent étre des inhibiteurs
efficaces de radicaux libres dans la réaction de Fenton (Mironczuk-Chodakowska et al.,

2018).
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Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion réduit (GSH) est un composé de faible poids moléculaire constitué de trois
acides amines : glycine, cysteine et acide glutamique. Il contient une liaison peptidique
inhabituelle entre le groupe amine de la cystéine et le groupe carboxyle de la chaine latérale
du glutamate (Santos Sanchez et al., 2019). Il est principalement synthétisé dans le foie et la
forme réduite bioactive constitue plus de 98 % du total du glutathion cellulaire, le reste est
sous forme oxydée (GSSG). Cette prédominance est due a I'enzyme glutathion réductase qui
est constitutivement active et inductible par le stress oxydatif (Réaction 5, figure 4). Le GSH
est un antioxydant hydrosoluble présent dans les cellules a haute concentrations (1 a 10 mM)
dans le noyau, les mitochondries et le cytoplasme (Nimse and Pal, 2015). Le GSH est
impliqué dans plusieurs lignes de défense contre les ROS. Le groupe thiol confére au GSH la
capacité de proteger d'autres fonctions thiols des protéines contre les dommages oxydatifs
(Réaction 3 figure 4). Ces derniers (-SH) sont des entités chimiques répandues et hautement
réactives dans les cellules. lls se complexent avec les ions métalliques, participent aux
réactions d'oxydation et donnent des acides sulfoniques, des radicaux thiol et des disulfures
(Mironczuk-Chodakowska et al., 2018). En tant qu'antioxydants, le GSH réduit les ROS
lors des réactions enzymatiques et non enzymatiques. Il régénere d'autres antioxydants
oxydés comme la vitamine C et la vitamine E et est impliqué dans la réparation des lipides
endommagés dans les processus de peroxydation et dans le maintien des fragments

sulfhydrile des protéines sous forme réduite (Reaction 7 figure 4) (Nabi, 2014).

Acide alpha-lipoique (AL)

L'acide alpha-lipoique (AL) peut fournir une activité antioxydants dans les milieux non
polaires et polaires et présenter un effet antioxydants méme sous ses formes oxydées (AL) et

réduites, acide dihydrolipoique (DHAL). AL peut exercer son effet antioxydants dans
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n'importe quel compartiment subcellulaire du corps, et il est efficace pour recharger/réactiver
les enzymes dans les mitochondries. Le diabete sucré et les maladies neurodégénératives
peuvent étre contrdlées avec AL en raison des propriétés antioxydants du systéeme lipoate
/dihydrolipoate, influengant la concentration tissulaire des formes réduites d'autres formes

d’antioxydants (Aguilar et al., 2016).

Autres antioxydants a faible poids moléculaire

L’acide urique et I'albumine sont les deux principaux antioxydants dans le plasma humain,
contribuant respectivement a 24% et 33% de l'activité antioxydants totale du plasma
(Aguilar, 2016). La mélatonine (MEL) est un composé de faible poids moléculaire classé
comme indol. L'une des fonctions importantes de la MEL est la réduction du stress oxydatif,
résultant de sa capacité a pieger les radicaux libres et a empécher leur formation en régulant
I'activité des enzymes antioxydants et en stimulant les activités des antioxydants endogenes
qui métabolisent les especes réactives (antioxydant indirect). MEL est un puissant inhibiteur
du radical hydroxyle (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018). Les polyamines (PA) telles
que la spermidine, la spermine et la putrescine sont des amines biogenes aux propriétés
antioxydants, elles protégent les membranes cellulaires du peroxyde d'hydrogéne, des
superoxydes et des radicaux peroxyles (Moussa et al., 2019). Le coenzyme Q est un
composé considéré comme un antioxydants liposoluble de synthése endogéne, présent dans
toutes les membranes, son effet protecteur est étendu aux lipides, aux protéines et a I'ADN.
La bilirubine a montré un fort potentiel antioxydants contre les radicaux peroxyle dans les

milieux polaires (Santos-Sanchez et al., 2019).

1.1.7.2.Mécanismes de défense indirecte
Ces mécanismes indirects n'agissent pas directement sur les radicaux libres pour les éliminer

ou les convertir en formes moins réactives. Ils peuvent agir sur certains mécanismes de
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régulation qui contrélent et régulent les processus qui conduisent a la production endogéne de
RONS, ca peut étre un contréle transcriptionnel des enzymes impliquées dans la génération
de RONS endogénes (Engwa, 2018). Une autre approche indirecte consiste en molécules et
enzymes qui sont transportées vers des sites de dommages oxydatifs pour la réparation des
macromolécules ciblés par les RONS. Cela peut inclure la réparation de dommages d’ADN,
de protéines ou de lipides. Des exemples courants comprennent des systémes d'enzymes de
réparation de I'ADN (polymeérases, glycosylases et nucléases) et des enzymes protéolytiques
(protéases et peptidases) retrouvés dans le cytosol et les mitochondries des cellules de
mammiferes. Des exemples spécifiques de ces enzymes sont la GPx, la glutathion réductase
(GR) et la méthionine sulfoxyde réductase (MSR) (Santos-Sadnchez et al., 2019). Ces
enzymes agissent comme intermédiaires dans le processus de réparation des dommages
oxydatifs causes par l'attaque des RONS. Certaines barriéres cellulaires ou surfaces naturelles
telles que la peau ou les membranes cellulaires agissent comme un systéeme de défense
indirect contre les RONS en empéchant les RONS exogenes de pénétrer dans le corps ou

empécher certains RONS endogénes d'atteindre les macromolécules cibles (Engwa, 2018).

1.1.7.3.Antioxydants exogenes

Les antioxydants non enzymatiques peuvent interagir ensemble pour piéger les radicaux
libres et leur activité de piégeage peut étre synergique. La plupart des scavengers proviennent
de sources endogenes, telles que les processus de biosynthése et des sous-produits du
métabolisme cellulaire. Cependant, le nombre de ces molécules a faibles poids moléculaires
synthétisées par la cellule vivante ou générées sous forme de déchets tels que les dipeptides
d'histidine, le glutathion, I'acide urique, I'acide lipoique et la bilirubine est limité. Plus encore,
la concentration de piégeur doit étre suffisamment élevée pour concurrencer les espéces
délétéres sur leurs cibles biologiques. Des sources exogenes d'antioxydants non

enzymatiques, en particulier de I'alimentation, des plantes et des composés phytochimiques,
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sont necessaires pour compléter les antioxydants endogénes non enzymatiques (Engwa,

2018).

Les antioxydants alimentaires tels que la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides, certains
minéraux (par exemple Zn, Mn, Cu, Se) et les polyphénols (flavonoides, acides phénoliques,
stilbénes, lignanes) peuvent affecter I'activité des antioxydants endogénes. Les antioxydants
endogenes et exogénes peuvent agir en synergie pour maintenir ou rétablir I'homéostasie
redox. Les antioxydants exogenes sont présents en quantités importantes dans les fruits,
Iégumes, boissons couramment consommés (jus, thé, café), noix et produits céréaliers. Les
antioxydants alimentaires peuvent retarder le processus de vieillissement et peuvent
également atténuer les complications du diabéte et des maladies cardiovasculaires
(Mironczuk-Chodakowska et al., 2018). La figure 4 résume le fonctionnement et la
synergie entre les différents constituants endogenes et exogénes du systtme de défense

antioxydants.
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Figure 4 : Mécanismes de défense cellulaires Adaptée a partir de (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

1.2.  Inflammation

1.2.1. Définition

Le terme inflammation vient du Mot latin « inflammare » qui signifie (brdler) (Abdulkhaleq
et al., 2018). L'inflammation est une composante centrale de I'immunité inné (non spécifique)
(Minihaneet al., 2015), elle est généralement définie comme une réponse a une homéostasie
tissulaire perturbée, induite par des agents pathogenes envahissants ou des signaux endogenes
tels que des cellules endommagées. Cependant, les blessures ou les traumatismes (en
I'absence d'infection) et I'exposition a des particules / irritants / polluants étrangers sont
également de puissants activateurs de I'inflammation (Ashley et al., 2012). L’inflammation
aboutit a une réparation des tissus ou parfois a des pathologies, lorsque la réponse n'est pas
contrdlée, c’est donc un mécanisme de défense vital pour la santé (Chen et al., 2018). Les
signes de base de l'inflammation sont (1) un cedéme ou un gonflement causé par un dép6t

progressif de liquide a l'extérieur des vaisseaux sanguins; (2) la douleur, causée par la
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pression qu’exerce l'cedeme sur les tissus environnant et / ou une réponse directe aux
réactions de la prostaglandine, de la sérotonine et de la bradykinine; (3) rougeur, a la suite
d'une vasodilatation au site inflammatoire; et (4) une fievre provoquée par des médiateurs
pro-inflammatoires qui contribuent a l'augmentation de la température locale et / ou

systémique (Nunes, 2020).

1.2.2. Mécanismes de I’inflammation

La réponse inflammatoire est une activation coordonnée des voies de signalisation qui
régulent les niveaux de médiateurs inflammatoires dans les cellules tissulaires résidentes et
les cellules inflammatoires recrutées dans le sang. Bien que les processus de la réponse
inflammatoire dépendent de la nature précise du stimulus initial et sa localisation dans le
corps, ils partagent tous un mécanisme commun, qui peut étre résumé comme suit : 1) Les
récepteurs cellulaires de reconnaissance des motifs reconnaissent le stimulus nuisible ; 2)
Activation des voies inflammatoires ; 3) Libération des mediateurs inflammatoires ; et 4)

Recrutement des cellules inflammatoires (Figure 5).

. Exogene (micro- Endogene
Signal de danger — organismes) (Iésion tissulaire)
! | ——
Signature moléculaire | —p Motif_srmoléculaires Mop',fs moléculaires
associés aux agents i i associés aux dommages
pathogénes (PAMP) (DAMP)
l l PR ROS
Mécanismes de T T . RNS
détection - . Récepteurs de reconnaissance des motifs (PRR) |
S —— <
TLR NLR
Transmission du signal | I—
. Inflammasome
- A S
/N b= /
. : : < Médiateursde ==
Réponse inflammatoire | s "> linflanmation
- :-7/."“ Y .cf‘\" <\
\ /N \

\ /
V

Figure 5 : Processus et voies de déclenchement de la réponse inflammatoire (Chatterjee, 2016)
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a. Déclenchement de I’inflammation : Récepteurs de reconnaissance des motifs

(PRR)

Les stimuli inflammatoires sont d'abord reconnus par les cellules hotes a travers des
récepteurs transmembranaires spécifiques, appelés récepteurs de reconnaissance de motifs
(PRR : Pattern recognition receptors), qui sont exprimés par les cellules du systeme
immunitaire inné et adaptatif. Ils sont chargés de détecter la présence de signaux exogénes
comprenant  principalement des molécules microbiennes, par exemple, les
lipopolysaccharides (LPS) et la flagelline de bactéries Gram-négatives, I'acide lipotéichoique
de bactéries Gram-positives et I'ARN viral, ces structures conservees (motifs) dans les
microbes sont appelées motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP :
Pathogens associated molecular patterns) (Ahmed, 2011). Des molécules non infectieuses,
comme les allergénes et les polluants atmosphériques tels que la silice et I'amiante sont aussi
reconnues. De multiples signaux endogénes sont également capables de provoquer une
réponse inflammatoire par I'activation des mécanismes de défense immunitaire innés. Celles-
ci sont collectivement appelées « motifs moléculaires associés aux dommages » ou DAMP (
Damage associated molecular pattern), parfois également appelées « alarmines ». Les DAMP
sont libérés dans des conditions de Iésion tissulaire et proviennent soit de cellules mourantes
(nécrotiques), soit de la dégradation de la matrice extracellulaire. Des exemples de DAMP
intracellulaires comprennent les protéines de choc thermique, la protéine HMGB1 (High
mobility group box 1), 'ATP et I'ADN. Les DAMP extracellulaires comprennent la
fibronectine, l'acide hyaluronique, ainsi que des peptides dérivés du collagéne ou élastine.
Enfin, divers cristaux agissant comme des signaux de danger endogenes peuvent favoriser
une forte réponse inflammatoire, notamment l'urate monosodique, le pyrophosphate de
calcium dihydraté et I'ester de cholestérol (Lugrin et al., 2014). A ce jour, un certain nombre

de PRR ont été identifiés avec la capacité sélective de détecter les PAMP, les DAMP ou les
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deux, et ceux-ci comprennent les récepteurs de type Toll (TLR : Toll like receptors),
récepteurs de lectine de type C (CLR), récepteurs de type RIG-1 (RLR) et récepteurs de type

NOD (NLR) (Ahmed, 2011).

b. Transduction du signal

Les interactions des récepteurs PRR avec les stimuli appropriés entrainent la transduction des
signaux au noyau ou l'activation d'un ensemble sélectif de génes a lieu (Ahmed, 2011). Les
principales voies de signalisations incluent: les kinases (MAPK Kkinases, PI3 kinase),
protéine adaptatrice, tels que le facteur de différenciation myéloide-88 (MyD88), facteurs de
transcription, dont le principal est le facteur nucléaire-B (NF-xB : Nuclear factor kappa B), la
protéine activatrice 1 (AP-1) et les facteurs de régulation d'interféron, ainsi que
I'inflammasome dans le cas de I’activation NLR. Ces cascades de signalisation favorisent
I’expression des génes codant pour des cytokines, chimiokines, enzymes, facteurs de
croissance et molécules supplémentaires qui sont nécessaires pour la résistance
antimicrobienne et la réparation tissulaire (Lugrin et al., 2014). Les trois voies les plus
étudiés sont : la voie JAK/STAT, la voie MAP kinase et la voie du facteur de transcription

NF-«B.

L’une des voies inflammatoires les plus importantes est celle du facteur de transcription NF-
kB qui joue un role important dans la réaction inflammatoire, immunitaire, la survie et le
processus d'apoptose. Le facteur NF-kB est un dimére formé a partir de 5 protéines dont
I’activation est induite par une gamme de stimuli, y compris les cytokines inflammatoires, les
motifs bactériens ou viraux, le stress, les ROS, les ultraviolets et les rayonnements ionisants.
Dans des conditions physiologiques, les protéines IkB présentes dans le cytoplasme inhibent
le facteur NF-xB. Les PRRs utilisent des mécanismes de transduction du signal similaires

pour activer une IkB kinase (IKK) qui régule l'activation de la voie NF-«kB par la
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phosphorylation de IkB. La phosphorylation de 1'kB entraine sa dégradation par le
protéasome et la libération subséquente de NF-kB qui passe au noyau et active la
transcription des génes cibles. Cette voie régule la production de cytokines pro-
inflammatoires et le recrutement de cellules inflammatoires, qui contribuent a la réponse
inflammatoire. Le facteur NF-kB cible l'inflammation non seulement directement par
augmentation de la production de cytokines inflammatoires, de chimiokines et de molécules
d'adhésion, mais aussi par régulation la prolifération et la différenciation cellulaire,

I'apoptose. La figure 6 résume cette voie de signalisation (Chen et al, 2018).

Molécule de signalisation
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Figure 6 : Voie inflammatoire de signalisation NF-kB (Adapté a partir de Liu et al., 2017). IxB: Protéines
inhibitrices (inhibitors of NF-kB). TLR: Toll like receptors; IKK: IkB kinase-kinases; NIK: NF-kB-inducing
kinases. MyD88 : Myeloid differentiating factor 88.
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c. Médiateurs de I’inflammation

L’activation des PRR par les signaux exogénes et endogénes et la transduction du signal au
noyau induit la production d’une panoplie de cytokines pro-inflammatoires. Ces cytokines
inflammatoires sont classées en interleukines (IL), facteurs stimulants les colonies (CSF), les
interférons (IFN), les facteurs de nécrose tumoral (TNF). Les Facteurs de croissance et les
chimiokines, les plus importants sont IL1B, IL6, IL 8, IL 12 et le TNFa (Minihane et al.,
2015; Abdulkhaleqg et al.,, 2018). Ces cytokines sont produites par les cellules
principalement pour recruter des leucocytes au site d'infection ou de blessure (Ashley et al.,
2012 ; Chen et al, 2018). Elles modulent la réponse immunitaire a l'infection ou a
I'inflammation et régulent l'inflammation elle-méme via un réseau complexe d'interactions.
Ces cytokines sont principalement libérées par des cellules immunitaires, y compris les
monocytes, les macrophages et les lymphocytes mais aussi les fibroblastes et les cellules

endothéliales et d’autres cellules (Abdulkhaleq et al., 2018).

Les interleukines ont un effet tres puissant sur les cellules hépatiques, elles les stimulent pour
produire les protéines de la phase aigué (Abdulkhaleq et al., 2018). Des exemples de ces
protéines incluent, la protéine C réactive (CRP), I’haptoglobine, le sérum amyloide A, le
fibrinogene et la glycoprotéine alpha 1-acide. Ces protéines aident a restaurer I'hnoméostasie et
a réduire la croissance microbienne indépendamment des anticorps lors d'un traumatisme,
d'un stress ou d'une infection (Chen et al., 2018). Le plasma sanguin est une source
importante de médiateurs inflammatoires tels que le complément, les facteurs de coagulation,
le systéme fibrinolytique et les kinines. La permeabilité vasculaire est directement influencee
par le systeme kinine qui génére des mediateurs charges d'augmenter la permeabilité
vasculaire. De plus, une kinine essentielle nommeée bradykinine est responsable de deux des
principaux effets inconfortables de I'inflammation, les démangeaisons et la douleur (Nunes,
2020).
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Les prostaglandines sont considérées comme des mediateurs inflammatoires majeurs. Ce type
d'acides gras joue un role essenticl dans 1’agrégation plaquettaires et favorisent la
perméabilité vasculaire. Ce groupe de molécules est ciblé par de nombreux médicaments anti

inflammatoires (Abdulkhaleq et al., 2018).

La réponse inflammatoire implique un réseau coordonné de nombreux types de cellules. Les
macrophages activés, les monocytes et d'autres cellules interviennent dans les réponses
locales aux dommages tissulaires et aux infections. Sur les sites de lésions tissulaires, les
cellules épithéliales et endothéliales endommagées liberent des facteurs qui déclenchent la
cascade inflammatoire, ainsi que des chimiokines et des facteurs de croissance, qui attirent
les neutrophiles et monocytes. Les premiéres cellules attirées vers le site de 1I’inflammation
sont les neutrophiles, suivis des monocytes, des lymphocytes (cellules NK, cellules T et
cellules B) et des mastocytes (Abdulkhaleq et al., 2018). Les monocytes peuvent se
différencier en macrophages et en cellules dendritiques et sont recrutés par chimiotaxie dans

les tissus endommagés (Chen et al., 2018).

d. Résolution de ’inflammation

La résolution est la derniére phase de l'inflammation, elle est essentielle pour limiter les
dommages collatéraux que subit I'h6te (Fullerton and Gilroy, 2016). Les agents nuisibles
qui ont déclenché la réponse inflammatoire sont éliminés. Par la suite, la synthése des
médiateurs pro-inflammatoires est suspendue (Schett and Neurath, 2018), sous ’action de
phosphatases qui désactivent les facteurs de transcription induisant la synthése de ces
médiateurs (Ward, 2010). Les cellules produisant des prostaglandines et des leucotrienes pro
inflammatoires, passent rapidement aux lipoxines, qui bloguent le recrutement de
neutrophiles et favorisent plutét une infiltration accrue des monocytes importants pour la

cicatrisation des plaies (Ashley et al., 2012). Tous les médiateurs pro inflammatoire sont
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catabolisés, arrétant ainsi le recrutement des leucocytes et la formation de 1’cedéme
(Fullerton and Gilroy, 2016). Cela est le cas des kinines telles que la bradykinine et la lysyl-
bradykinine, qui sont hydrolysées par des kininases conduisant a leur inactivation
fonctionnelle (Ward, 2010). Des cytokines anti-inflammatoires telles que, IL-4, IL-10 et IL-
12 sont libérés dans cette étape. Ce sont de puissants facteurs anti-inflammatoires qui
stoppent la réponse inflammatoire aigué en stabilisant IkBa, qui bloque I'activation du facteur
NF-kB. Des Inhibiteurs de sérine-protéases sont aussi libérés pour désactiver les protéases
libérées par les cellules phagocytaires et limiter leurs effets néfastes sur les tissus adjacents

(Ward, 2010).

Quel que soit la réponse initiale, soit par neutrophiles, éosinophiles ou réponse adaptative
(lymphocytes), les cellules immunitaires sont éliminées du tissu. Les leucocytes
inflammatoires peuvent réintégrer la circulation systémique, mais de nombreux neutrophiles,
éosinophiles et lymphocytes subissent une apoptose ou une nécrose locale et une efferocytose
ultérieure par des macrophages recrutés. Une fois I'efferocytose terminée, les macrophages
recrutés peuvent quitter le site inflammatoire par drainage lymphatique ou par apoptose

locale (Fullerton and Gilroy, 2016).

1.2.3. Classification de ’inflammation
L'inflammation peut étre classée en deux types en fonction de la durée de la réaction ainsi
que divers facteurs immunitaires. Ces deux classes différentes sont 1I’inflammation aigué et

I’inflammation chronique (Figure 7).
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Figure 7 : a. Voies inflammatoires aigués et leur processus d'activation ; b. Classification de I'inflammation par
durée et fonctions immunitaires (Arulselvan et al., 2016).

1.2.3.1.Inflammation aigue

L'inflammation aigué est une réaction courte, qui dure de quelques minutes a quelques jours,
et ses principales caractéristiques sont la fuite des protéines et du liquide plasmatiques
(Exsudat) et le mouvement des leucocytes vers une zone extravasculaire. Ces évenements
cellulaires et vasculaires sont induits par des facteurs chimiques produits par des cellules
et/ou apportés par le plasma et sont responsables des symptémes cliniques classiques de
I'inflammation qui sont: gonflement, rougeur, douleur, chaleur et perte de fonction. Les
premieres altérations constatées lors de Il'inflammation sont les changements dans le flux
vasculaire et altérations du calibre de petits vaisseaux sanguins. Les Vaisseaux et capillaires
nouvellement genérés et les artérioles plus larges augmentent le flux sanguin vers la région
cible (Arulselvan et al., 2016). Les cellules endothéliales activées expriment a leurs surfaces
les molécules d’adhésion comme I’ICAM-1, E-selectine et P-selectine pour les neutrophiles.
L’histamine agit sur la paroi vasculaire et induit I’ouverture réversible de la jonction serrée de

cellules endothéliales (Ward, 2010). Enfin, apres ces changements circulatoires, la migration
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des leucocytes commence et ils adherent a I'endothélium, d'abord, en roulant puis par
adhésion. Par la suite, ils traversent la paroi vasculaire (transmigration) dans le tissu
interstitiel (Arulselvan et al., 2016). Les médiateurs et effecteurs inflammatoires sont
extrémement puissants et ne font pas la distinction entre les cibles microbiennes et cellules
hotes ; comme c’est le cas des protéases et radicaux libres libérés par les cellules
phagocytaires, les dommages aux tissus de I'hdte sont donc inévitables durant la réaction
inflammatoire (Arulselvan et al., 2016). Des lésions tissulaires induites par 1’inflammation
aigu€ sont observées dans de nombreux organes, y compris le cceur, le pancréas, le foie, les
reins, les poumons, le cerveau, le tractus intestinal et le systeme reproducteur (Chen et al.,

2018).

1.2.3.2.Inflammation chronique

Une régulation appropriée des mécanismes de 1’inflammation est essentielle pour empécher
une amplification incontrdlée de la réponse inflammatoire initiale et un passage de la
réparation tissulaire aux dommages collatéraux (Lugrin et al., 2014). Cependant, il existe des
situations dans lesquelles une telle restauration ne peut pas se produire de maniére adéquate,
entrainant un stress cellulaire persistant perpétuant et amplifiant la réponse inflammatoire.
Dans ces conditions, le processus devient inadapté, entrainant des altérations importantes des
fonctions tissulaires, avec des troubles systémiques et persistants de I'noméostasie (Lugrin et
al., 2014) induisant une inflammation chronique qui peut durer des semaines, des mois ou des
années. L'inflammation chronique des tissus se produit généralement lorsque les réponses
inflammatoires se produisent en I'absence d'un stimulus réel. Elle survient généralement par
le biais d'infections qui ne sont pas résolues par les mécanismes de protection endogéne, ou
par un autre mécanisme de résistance aux défenses de I'néte. Elles peuvent également
provenir d'agents physiques ou chimiques, qui ne peuvent pas étre métabolisés, ou bien d’une

susceptibilité génétique. La persistance des corps étrangers, des expositions chimiques
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continues, I’'inflammation aigué récurrente ou des agents pathogenes spécifiques sont autant
de raisons cruciales de Il'inflammation chronique (Arulselvan et al., 2016). Sur le plan
histologique cette inflammation est caractérisée par l'infiltration de cellules mononucléaires,
y compris les macrophages, les lymphocytes et les plasmocytes qui remplacent les
neutrophiles, la destruction des tissus par les médiateurs inflammatoires et la réparation
impligquant I'angiogenése et la prolifération des fibroblastes, les fibres de collagéne et la
formation du tissu conjonctif, qui se traduisent finalement par la formation de granulome
(Ward, 2010 ; Aoki and Narumiya, 2016). Selon I’intensité de la réaction inflammatoire,
les signes classiques d'inflammation aigue peuvent ne pas apparaitre, et les niveaux de CRP,
par exemple, sont faibles par rapport a ceux qui accompagnent une inflammation aigué apres

une lésion tissulaire ou une infection (Antonelli and Kushner, 2017).

1.2.4. Pathologies inflammatoires

Les maladies inflammatoires sont un groupe de troubles cliniques qui se caractérisent par des
réponses inflammatoires chroniques comme caractéristique majeure. L'inflammation
chronique est si étroitement liée a la pathogenese des maladies inflammatoires qu'elle peut
étre a la fois cause et conséquence de ces pathologies (Ahmed, 2011). Le Diabéte,
I’athérosclérose, l'insuffisance cardiaque chronique, les maladies neurodégénératives et le
cancer sont des exemples typiques de processus pathologiques associés a ces altérations

inflammatoires chroniques (Lugrin et al., 2014 ; Arulselvan et al., 2016).

1.2.5. Interrelation inflammation-stress oxydant

Les maladies non transmissibles (MNT) sont, par définition, les maladies chroniques non
infectieuses. Les MNT les plus courantes sont I'obesite, les maladies cardiovasculaires, le
diabéte, le cancer, les maladies respiratoires chroniques et les maladies neurologiques. Ces

pathologies sont la cause la plus courante de déces et d'invalidité dans le monde depuis au
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moins les trois dernieres décennies. Des recherches récentes ont révélé que ces pathologies
ont des facteurs physiopathologiques similaires comme les processus pro-oxydatif et pro-
inflammatoire (Camps and Garcia-Heredia, 2014). Il existe un chevauchement entre le
phénomeéne de stress oxydant et la réponse inflammatoire, de telle sorte que I'un peut étre la

cause et/ou la conséquence de I’autre (Figure 8) (Camps and Garcia-Heredia, 2014).
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Figure 8 : Relation croisée entre le stress oxydant et I’inflammation (Chatterjee, 2016).

Lors d’une réaction inflammatoire, les neutrophiles créent un environnement cytotoxique en
libérant des produits chimiques nocifs a partir des granules cytoplasmiques. La libération
rapide de ces produits chimiques nécessite la consommation de glucose et d'oxygene. Ce
phénomene est connu sous le nom d’explosion respiratoire. Les produits chimiques toxiques
libérés comprennent des espéeces d'oxygeéne et d'azote hautement reactives (ROS et RNS,
respectivement) et diverses protéinases (Ashley et al., 2012). Ainsi, la génération de radicaux
libres fait partie intégrante de la réponse inflammatoire. Les réactions aigues et chroniques
sont couplées a des altérations importantes de I'équilibre redox et tout ce qui en résulte, en

raison de l'augmentation de la génération des RONS. Lorsque de telles réponses sont
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excessivement prolongeées, le résultat peut étre des dommages oxydatifs auto-infligés a

I’organisme (Lugrin et al., 2014 ; Bondy, 2016).

Le stress oxydant induit la mort cellulaire et endommage la matrice extracellulaire, en raison
des dommages infligés aux biomolécules et qui dépassent toute capacité de réparation. Les
cellules nécrotiques et la matrice extra-cellulaire endommagée libérent a leur tour diverses
molécules intracellulaires et extracellulaires, qui agissent comme des alarmines déclenchant
des cascades inflammatoires grace a la reconnaissance par les PRR. Ce type d’inflammation
est appelé : Inflammation stérile ou inflammation induite par le stress oxydant. Un exemple
de molécules responsables de cette inflammation est la protéine HMGB1 (High mobility
group box 1) dont les effets incluent 1’inflammation, chimiotaxie, maturation des cellules
dendritiques et activation des cellules endothéliales. La libération de HMGB1 est un
phénoméne normal observé lors de I’exposition des cellules au stress oxydant spécialement
sous l’effet du peroxynitrite et du peroxyde d’hydrogéne. En plus de provoquer
I’inflammation cette molécule peut accentuer le stress oxydant car la fixation de HMGBI1 sur
le récepteur TLR4 induit ’expression de geénes codant pour NOX et iNOS responsable de la

géneration des RONS (Lugrin et al., 2014).

En outre, les conditions de stress oxydant peuvent induire diverses modifications au sein des
lipides et des protéines, générant les épitopes dits spécifiques a I'oxydation, qui agissent
comme de puissants DAMP capables de déclencher une réponse inflammatoire par liaison a
plusieurs PRR. De tels épitopes spécifiques de l'oxydation comprennent les phospholipides
oxydés tels que la 1-palmytoyl-2-arachidonyl-sn-glycéro-3-phosphocholine et les
lipoprotéines de basse densité oxydées (LDL), qui sont de plus en plus reconnus comme

médiateurs clés de I’inflammation associée au processus d'athérogenes (Lugrin et al., 2014).
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1.3. Polyphenols

Les polyphénols existent naturellement dans les végétaux et leurs produits dérivés, y compris
les fruits et légumes (Tangney and Rasmussen, 2013). Plus de 8000 composés phénoliques
différents sont identifiés dans I’alimentation humaine. C’est le groupe de métabolites
secondaires le plus distribué dans les plantes (Durazzo et al., 2019). Les composés
phénoliques sont définis comme des meétabolites secondaires issus bio-génétiquement de la
voie shikimate / phénylpropanoide, qui fournit directement des phénylpropanoides. Leur
structure est constituée d'un cycle aromatique, contenant un ou plusieurs substituants
hydroxyles (Figure 9) (Vuolo et al., 2019). Elle peut varier d'une simple molécule a un
polymere complexe de haut poids moléculaire. 1l existe plusieurs maniéres de les classer mais
la classification la plus adoptée implique la subdivision des composés phénoliques en deux
groupes principaux : les flavonoides et les polyphénols non flavonoides, et cette classification

est largement utilisée dans la littérature (Durazzo et al., 2019).

OH

Figure 9 : Structure de base des composés phénoliques

1.3.1. Classification

Dans la nature, les polyphénols sont liés aux sucres sous forme de glycosides. Cependant, la
classification des polyphénols est basée sur la structure chimique des aglycones. Ces formes
contiennent au moins un cycle aromatique et sont classées en différents groupes en fonction

du nombre de cycles aromatiques et des éléments structurels qui lient ces cycles entre eux.
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Par conséquent, les polyphénols sont classés comme des flavonoides et des non flavonoides

(acides phénoliques, lignanes , xanthone et stilbénes) (Mrduljas et al., 2017).

1.3.1.1.Flavonoides

Les flavonoides constituent trois quarts des composés phénoliques présents dans
I’alimentation humaine. Ce sont des molécules de faible poids moléculaire, caractérisées par
un squelette a 15 atomes de carbone, arrangés en C6—-C3-C6. Les structures flavonoides sont
essentiellement constituées de deux cycles aromatiques, A et B, reliés par un pont a trois
atomes de carbone, souvent sous la forme d'un cycle hétérocyclique C (Mrduljas$ et al.,
2017). Le cycle C est principalement responsable des variétés de classes de flavonoides ; les
variations de son mode de substitution fournissent les principales classes de flavonoides,
telles que les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavanols (catéchines), les

isoflavones, les flavanonols et les anthocyanidines (Figure 10) (Vuolo et al., 2019).
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Figure 10 : Variation structurelle des différentes classes des flavonoides
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Les variations des anneaux A et B donnent lieu aux différents composés au sein de la méme
classe de flavonoides. Ces variations sont dues aux substitutions qui peuvent étre
I’oxygénation, 1’alkylation, la glycosylation, la sulfatation et 1’acylation (Figure 11) (Abbas

etal., 2017).
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Kaempferol (R1 =R2 =H)
Quercetin (R1 = OH, R2 = H)
Myricetin (R1 = R2 = OH)

Figure 11 : Exemple de variation intra-classe des flavonols
1.3.1.2.Polyphénols non-Flavonoides

a. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés phénoliques non flavonoides omniprésents chez
les plantes et se caractérisant chimiquement par un groupe carboxyle lié au cycle benzénique
(Durazzo et al., 2019). Les acides hydroxybenzoique (HBA) et hydroxycinnamique (HCA)
sont les deux classes d'acides phénoliques. Ils sont dérivés de deux principaux composés, les

acides benzoique et cinnamique, respectivement (Vuolo et al., 2019).

Les HBA ont une structure générale en C6-C1, avec quelques variations dans leur structure
de base telles que les hydroxylations et les méthoxylations des cycles aromatiques. Des

exemples de HBA comprennent l'acide salicylique, l'acide 4-hydroxybenzoique, I'acide
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protocatéchique, l'acide vanillique, l'acide syringique, l'acide gallique et I'acide ellagique

(Figure 12) (Vuolo et al., 2019).

Hydroxybenzoic acids Hydroxycinnamic acids
R1 R1
a R
Rz 2 o}
OH \
R3 OH
R;= R, = OH, R; = H : Protocatechuic acid R, = OH : Coumaric acid
R;=R,= R3= OH : Gallic acid R; = R, = OH : Caffeic acid

R, =0CH,, R, = OH : Ferulic acid

Figure 12 : Structure de base et variabilité structurelle des acides phénoliques

Les HCA ont une structure de base en C6-C3, avec une double liaison dans la chaine latérale
qui peut avoir une configuration en cis ou trans, dans les plantes, ils se présentent
généralement sous forme de monoméres, dimeres ou polymeéres. Ils peuvent étre retrouvés
sous forme de condensats avec des alcools ou des esters (Vuolo et al., 2019). Les acides
caféique, férulique, sinapique et p-coumarique appartiennent aux acides hydroxy-

cinnamiques (Durazzo et al., 2019).

b. Autres composés non-flavonoides

Les xanthones, les stilbénes, les lignanes et les tanins appartiennent aux composés
phénoliques non flavonoides. A I’exception des tannins, tous ces composés possédent deux
anneaux aromatiques dans leurs structures (Durazzo et al., 2019). Les xanthones, dont la
structure chimique de base est illustrée dans la figure 13.a, sont des molécules tres stables,
qui ne sont pas dotées d’une grande utilité¢ en thérapeutique. Ces composés comprennent une
famille de composés O-hétérocycle symétriques avec une structure de base dibenzo-y-pyrone

et sont connus sous les noms de xanthone, xanthene ou dibenzo-y-pyrone.

38



Chapitre | Rappels Bibliographiques

La structure chimique de base des stilbenes consiste en deux cycles benzéniques liés par une
double liaison (Figure 13.b). Les stilbenes présentent une grande diversité dans leurs
structures phénoliques (divers substituants chimiques et polymérisation), ce qui est un facteur
déterminant pour leurs taux d'absorption et de métabolisme. Le plus connu et étudié parmi les

stilbenes est le resvératrol (Abbas et al., 2017).

Les lignanes sont des composés di-phénoliques dérivés de la combinaison de deux unités
phényl-propanoides C6-C3 aux atomes de carbone B et ’et pouvant former d’autres liaisons
éther, lactone ou carbone supplémentaires (Figure 13.c). Les lignanes sont dérivés de la voie
de biosynthése de I'acide shikimique. Ils sont largement répandus dans le régne vegétal et on
leur attribue une large gamme de propriétés physiologiques, influencant positivement la santé

humaine (Mrduljas et al., 2017).

Les tanins sont des polyphénols qui ont la capacité de précipiter les protéines. lls sont classés
en deux grands groupes : tanins hydrolysables et non hydrolysables, également appelés tanins
condensés ou pro-anthocyanidines (Figure 13.d). Les tanins hydrolysables sont formés a
partir de plusieurs molécules d'acides phénoliques comme les acides gallique et I'nexa-
hydroxy-diphénique, qui sont unis par des liaisons ester a une molécule centrale de glucose.
Les deux principaux types de tanins hydrolysables sont les gallotanins et les ellagitanins, qui
sont, respectivement, composés des unités d'acide gallique et d'acide ellagique (Abbas et al.,

2017).

Les tanins condensés, ou pro-anthocyanidines, sont des composés dont les structures sont
basées sur des précurseurs de flavonoides oligomeéres et varient dans le type de liaisons entre
les unités de flavonoides ; motifs d'hydroxylation et la stéréochimie des carbones 2, 3 et 4 du
cycle pyranique. Ce sont des oligomeéres et des polymeéres constitués de deux a plus de 200

monomeres d'unités flavan-3-ol (Durazzo et al., 2019).
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Figure 13 : Structure de base de certains composés phénoliques non- flavonoides ; a : Chalcones ; b : Stilbénes ;
c: Lignanes ; d : Tannins

1.3.2. Polyphénols et santé humaine

La diversité structurelle des polyphénols refléte I’étendue de leurs fonctions biologiques. Ils
sont principalement connus pour leur activité antioxydants, ils agissent par trois mécanismes
principaux. Ces mécanismes incluent la neutralisation directe des radicaux libres par transfert
d'un atome d'hydrogéne et/ou d’électron, a partir de leurs groupes hydroxyles, la chélation
des métaux de transition (Fer et cuivre) impliqués dans les processus de formation de
radicaux libres et la régulation des activités enzymatiques impliquées dans la lutte contre le
stress oxydatif (Mojzer et al., 2016). Les polyphénols comme la quercétine et la rutine
peuvent aussi agir comme antioxydants en inhibant les activités des enzymes générant des

radicaux libres telles que la xanthine oxydase et I'oxyde nitrique synthase (Engwa, 2018).
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Cette activité se traduit par une protection efficace des biomolécules (ADN, protéines,
lipides, lipoprotéines), des cellules, des tissus et des organes contre les effets déléteres du

stress oxydant, maintenant le bon fonctionnement de I’organisme (Nimse and Pal, 2015).

Bien que la plupart des recherches se concentrent sur I’activité antioxydants des polyphénols,
ces derniers sont dotés d’un large éventail d’activités biologiques. Les polyphénols
présentent une activité antivirale, antiallergique, anti tumorale, antibactérienne, antifongique
et anti thrombotique. lls présentent aussi une activité anti-inflammatoire qui dépend de leurs
structures. L'activité anti-inflammatoire a également été confirmée par leurs capacités a
inhiber les lipoxygénases et les cyclooxygénases. Les polyphénols sont utilisés contre le
diabéte, I'hypertension et I'athérosclérose. Un certain nombre de flavonoides présentent une
certaine activité cytotoxique (Kaurinovic and Vastag, 2019). Des études épidémiologiques
confirment qu'une consommation modérée et prolongée d'aliments riches en polyphénols
pourrait empécher la genese du cancer et des maladies chroniques telles que les maladies
cardiovasculaires, les maladies neurodégéneratives, le diabéte de type 2 et lI'obésité, qui sont
les atteintes les plus courantes dans les populations (Mrdulja§ et al., 2017). Malgré la
diversité des bio activités des polyphénols, ces derniéres paraissent d’une fagon ou d’une

autre reliés a leur activité antioxydants (Crasci et al., 2018).

1.3.3. Biodisponibilité et bioaccessibilité des polyphénols

Méme si un composé phénolique a une forte activité antioxydants ou d'autres activités
biologiques in vitro, il aurait peu d'activité biologique in vivo a cause de sa faible
biodisponibilité (D’Archivio et al., 2010). Malgré leurs propriétés bioactives démontrées,
I'action des polyphénols sur les systemes biologiques reste complexe et contestée car elle est
affectée par plusieurs facteurs comme les doses, la biodisponibilité, le métabolisme et

d'autres biotransformations (Barros and Junior, 2019). Donc, les polyphénols les plus
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abondants dans notre alimentation ne sont pas nécessairement ceux qui ont le meilleur profil
de biodisponibilité. Par conséquent, il est non seulement important de savoir quelle quantité
d'un nutriment est présente dans un aliment ou un complément alimentaire spécifique, mais il

est encore plus important de connaitre la quantité bio disponible (Barros and Junior, 2019).

1.3.3.1.Biodisponibilité

Bien que plusieurs définitions de la biodisponibilité aient été suggeérées, la plus appropriée
semble étre la fraction d'un nutriment ou d'un composé bioactif ingéré qui atteint la
circulation systémique et les sites spécifiques ou il peut exercer son action biologique (Hu et
al., 2017). En d'autres termes, cela signifie simplement la quantité ingérée des polyphénols
qui est capable d'exercer ses effets bénéfiques sur les tissus cibles (Santos et al., 2019). Dans
I'ensemble, la biodisponibilit¢ comprend la digestion gastro-intestinale, l'absorption, la

métabolisation, la distribution tissulaire et la bio activité (Carbonell-Capella et al., 2014).

1.3.3.2.Bioaccessibilité

La bioaccessibilité est définie comme la fraction de polyphénols qui est libérée de la matrice
alimentaire pendant le processus de digestion, puis devient accessible pour I'absorption
intestinale. Elle concerne les polyphénols libérés de la matrice alimentaire par l'action des
enzymes digestives (intestin gréle) et de la microflore bactérienne (gros intestin), ces
composés deviennent bio accessibles dans I'intestin et donc potentiellement bio disponibles

(Santos et al., 2019).

Différents modéles in vitro ont été développés pour estimer la biodisponibilité et la bio
accessibilité, les plus connus sont les modeles de simulation de la digestion qui ont été mis au
point pour imiter avec précision les conditions physico-chimiques et physiologiques du
tractus gastro-intestinal humain, ainsi que des modéles in vivo dans les organismes vivants

(Figure 14). Cependant, la comparaison des résultats entre différentes études est difficile a
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réaliser, car il n'existe pas de modéle expérimental standard pour étudier la bio accessibilité et

la biodisponibilite.

Systémes gastro- _ ) ) )
b B In-vitro In-vivo Etudes anl.males
artificiels ou humaines

Etude de la

_Biodisponibilité

Perfusion
intestinale chez In-situ Ex-vitvo
I'animal

Organes gastro-
intestinaux

Figure 14 : Différentes méthodes d’études de la bioaccessibilité et biodisponibilité (Santos et al., 2019)

Les modeles de digestion in vitro se basent sur la physiologie humaine, pour étre simples,
économiques et reproductibles. Le but est d’¢tudier les modifications structurelles, la
digestibilité et la libération des constituants alimentaires dans des conditions gastro-
intestinales simulées. Il y’a deux modéles des digestion in vitro, le modele statique et le

modeéle dynamique (Santos et al., 2019).

1.3.3.3.Modele statique de digestion in vitro

Le modeéle de digestion statique a été appliqué dans ce travail pour digérer nos échantillons, il
permet d'estimer la bio accessibilité par des méthodes in vitro avec une tres bonne corrélation
avec les résultats obtenus a partir d'études humaines et de modeles animaux. Cette méthode
est basée sur la réduction du systéeme gastro-intestinal en un simple réacteur chimique. Les
modeles statiques sont les systemes digestifs les plus courants dans lesquels la phase
gastrique consiste en une hydrolyse avec la pepsine des aliments homogénéisés a pH (1-2) et

a température fixe (37 ° C) pendant une période définie (1-3 heures). Par la suite, la phase
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intestinale peut se produire dans le méme bioréacteur avec I'ajout d'enzymes pancréatiques
avec ou sans bile (pH 6-7) (Carbonell-Capella et al., 2014 ; Santos et al., 2019). Ces
méthodes sont limitées car elles négligent I’acidification graduelle de I’estomac. En plus elles
ne prédisent pas exactement la quantité de composeés bioactifs spéecifiques que les humains
peuvent absorber et utiliser. Bien que complexes, elles restent une version simplifiée associée
au systeme in vivo, car elles excluent le microbiote, les hormones spécifiques ou le systeme

immunitaire et la réponse spécifique de 1’hdte (D’Archivio et al., 2010 ; Santos et al., 2019).

1.3.3.4. Bio accessibilité et la biodisponibilité des composés phénoliques

La biodisponibilité semble différer considérablement d’un composé phénolique a un autre, et
les plus abondants dans notre alimentation ne sont pas nécessairement ceux qui ont la
meilleure biodisponibilité. L’absorption et le métabolisme des composés phénoliques sont
déterminés principalement par leurs caractéristiques physicochimiques. Par exemple, la taille
moléculaire, la structure de base, le degré de polymérisation ou de glycosylation, la solubilité
et la conjugaison avec d'autres composés phénoliques sont considérés comme des facteurs

critiques (Carbonell-Capella et al., 2014).

La structure chimique des polyphénols, plus que la concentration, détermine le taux et
I'étendue de I'absorption et la nature des métabolites circulant dans le plasma. La plupart des
polyphénols sont stockés sous formes glycosylée, acylée ou liés avec des fragments
rhamnoside (Abbas et al., 2017). Généralement, les aglycones peuvent étre absorbées par
I'intestin gréle ; cependant, la plupart des polyphénols sont présents dans les aliments sous
forme d'esters, de glycosides ou de polymeéres qui ne peuvent pas étre absorbés sous leur

forme native (Barros and Junior, 2019).

Lorsque les composés phénoliques sont consommeés dans l'alimentation, ils sont libérés de la

matrice aprés mastication. L'action mécanique de la mastication cause la rupture des cellules
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végeétales avec libération de polypheénols liés faiblement a la paroi cellulaire et ceux contenus

dans les vacuoles (Nagar et al., 2019). (Figure 15).

L'estomac reduit la taille des particules des aliments, ce qui améliore encore la libération de
composés phénoliques, qui sont stables dans I'environnement gastrique acide, mais sont
cependant dégradés sous les environnements faiblement alcalins dans l'intestin gréle (Hu et
al., 2017). Le tractus gastro-intestinal (GIT) peut étre considéré comme un extracteur
efficace, ou une partie des composés phytochimiques contenus dans les matrices alimentaires

est extraite et devient disponible pour I'absorption dans l'intestin (Hu et al., 2017)

L & Digestion orale . Destmcf[ion de la paroi cel,lulaire
» $ » Interaction des polyphénols avec les
. 4\ enzymes digestives

» Haute stabilité des polyphénols
+ Libération des polyphénols de la matrice
Digestion gastrique alimentaire
* Hydrolyse des polyméres et rupture des
Liaisons glycosidiques

+ Faible stabilité des polyphénols

» Formation des produits de dégradation

» De-glycosylation des polyphénols et
absorption

Digestion intestinale

Figure 15 : Différents effets de la digestion gastro-intestinale sur les polyphénols

Seulement 5% a 10% de la quantité de polyphénols ingérée est absorbée dans I'intestin gréle.
De cette quantité, 90 a 95% entrent dans la circulation sous forme de composés conjugués par
une combinaison de méthylation, de conjugaison au sulfate, de conjugaison au glucuronide
et, dans le cas de certains acides phénoliques, également par conjugaison a la glycine (Barros

and Junior, 2019).
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1.4. Matériel végétal étudié
1.4.1. Géneéralité sur les Ranunculacées

La famille des Ranunculacées est constituée de 60 genres et 2200 espéces dont la plupart sont
des plantes herbacées, mais aussi des demi-arbustes ou des lianes généralement vivaces avec
des rhizomes bien développés (Maire, 1964). Ces plantes poussent dans les régions fraiches
ou tempérées prés des endroits humides. Morphologiquement les Ranunculacées sont
caractérisées par des feuilles simples ou composées, non stipulées et souvent divisées. Les

fleurs sont modérément grandes, bisexuées, parfois unisexuées, actinomorphes, parfois
zygomorphes, exclusivement hypogynes, principalement entomophiles. Les sépales
comportent entre 3 et 6 pétaloides, entre 1 a 13 pétales, libres, généralement sécrétant du
nectaire (Kubitzki, 1993). Le fruitest un akene ou follicules, rarement baies. Les graines
sont & albumen abondant, oléagineux. Ces plantes sont souvent acres, et pourvues d'alcaloides
(Maire, 1964). Elles ont des racines adventives, parfois pivotantes développees. Il est
estimé que 30 genres et 220 espéces ont un usage médical (Da-cheng, 2018), parmi lesquels

on trouve le genre Ranunculus.

1.4.2. Le genre Ranunculus

1.4.2.1. Généralités

Ranunculus est un grand genre contenant presque 600 espéces. Environ 122 espéces existent
en Chine (Aslam et al., 2012) et 50 espéces en Algérie (Hachelaf et al., 2013). Ils sont
distribués dans tout I'hémisphére nord et les régions tempérées méridionales, dans les
tropiques ils sont habituellement limités aux hautes altitudes (Aslam et al., 2012). Les plantes
du genre Ranunculus sont des herbes a fleurs blanches ou jaunes avec des feuilles entieres ou

divisées. Les fleurs hermaphrodites sont solitaires ou en panicules laches, actinomorphes. Les
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sepales sont entre 3 et 5, les pétales entre 5 et 15, libres, pourvus a la base d'une fossette

nectarifere. Les étamines sont ordinairement tres nombreuses (Maire, 1964).

1.4.2.2. Usage traditionnel des Ranunculus

a. Médecine traditionnelle

Les espéces du genre Ranunculus sont généralement utilisées pour le traitement de la fievre
intermittente, du rhumatisme et sont utilisés comme rubéfiant. Les plantes sont géneralement
préparées comme décoction. Elles sont indiquées également comme remede pour les
hémorragies (Ranunculus repens) et les névralgies, comme antispasmodique, diaphorétiques
(Ranunculus bulbosus), antihelminthique (Ranunculus Hirtellus). D’autres espéces sont
utilisées pour le traitement du tympanisme, conjonctivite (Ranunculus laetus) et pour le
traitement de I’hépatite ictérique aigué (Ranunculus sceleratus) (Aslam et al., 2012). En
Algérie, Ranunculus repens est utilisée par la population campagnarde (Jijel, Est d’Algérie)

dans le traitement des hépatites et du diabéte (Kebieche et al., 2011).

b. Alimentation Humaine

En plus de leurs usages médicaux, les communautés locales ont utilisé les plantes Ranunculus
a des fins alimentaires. Beaucoup d'entre elles sont traditionnellement consommeées dans les
régions Méditerranéennes, comme en ltalie ou Ranunculus repens, Ranunculus bulbosus et
Ranunculus ficaria sont consommés sous forme de salades, de soupes ou ajoutés comme
ingrédients alimentaires (Guarrera and Savo, 2016). La consommation de ces plantes ne se
limite pas a la région Méditerranéenne mais s’étend a d’autres pays comme la Hongrie ou
Ranunculus ficaria est également consommé (Dénes et al., 2012) et le Japon ou Ranunculus

nipponicus est consomme (Nakaya et al., 2015).
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La partie aérienne de Ranunculus sceleratus possede des propriétés anti-inflammatoires in

vivo et in vitro en plus de son activité antibactérienne (Aslam et al., 2012). Les especes

Ranunculus aestivalis, Ranunculus marginatus et Ranunculus laetus possedent également une

activité antibactérienne (Aslam et al., 2012). Ranunculus japonicum a montré une activité

analgésique et anti-inflammatoire chez les souris in vivo (Aslam et al., 2012). Ranunculus

sieboldii et Ranunculi Ternati ont tous deux montré des activités cytotoxiques et

anticancéreuse (Aslam et al., 2012). Le tableau Il résume d’autres activités des espéces du

genre Ranunculus.

Tableau 11 : Activités pharmacologiques des especes du genre Ranunculus

Espece

Activité

Référence

R.repens

R. pedatus et

R. constantinapolitanus
R.peltatus

R. arvensis

R. sceleratus
R.bulbosus

R.laetus

R.marginatus
R.trachycarpus

R. sprunerianus

Inhibition de la
Xanthine oxydase

Anti-diabétogéne et cytoprotecteur

Anti-inflammatoire et cicatrisante
Inhibition de la cyclo-oxygenase
Ant-inflammatoire

Antifongique

Anti-inflammatoire
Antimicrobienne

Antibactérienne

Antioxydants et antibactérienne

(Khan et al., 2008)

(Kebieche et al., 2011)

(Akkol et al., 2012)

(Prieto et al., 2008)
(Hachelaf et al., 2013)
(Prieto et al., 2003)
(Didry et al., 1993)
(Hussain et al., 2009)

(kayaetal., 2010)
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1.4.2.4. Composition chimique

Les plantes du genre Ranunculus produisent a la fois des substances nutritives, non nutritives
et bioactives. Les études ont montré la présence d’une variété d’acides gras, principalement
de I’acide palmitique, stéarique et oléique en plus de plusieurs hydrocarbures saturés et non-
saturés (Da-cheng, 2018). Ces plantes se trouvent étre une excellente source de minéraux
comme le sodium et le potassium et d’autres micro éléments essentiels comme le fer et le
zinc (Kibar et al., 2016). Les molécules bioactives incluent des métabolites secondaires
comme les flavonoides, les triterpenes, les saponines, les coumarines et des alcaloides en plus

des huiles essentielles et des huiles fixes (Aslam et al., 2012).

1.4.3. Ranunculus macrophyllus (Bouton d’or a grande feuille)

Appelée aussi « Mouter, sl » en Arabe, c’est une plante herbacée annuelle velue avec des
poils écartés ou droits et des tiges rampantes ou érigées. Les feuilles du bas sont segmentées,
chacune ayant 3 segments lobées et dentées. Les feuilles du haut sont coupées en segments
étroits. Les sépales sont velus par la suite repliées (plié vers le bas). Les fleurs sont jaunes sur
de longues tiges, solitaires. Les akénes sont velus ou chauves avec le bec incurvé minuscule.
Fréquemment retrouvée dans des zones humides telles que des cours d'eau cette espéce fleurit

entre le mois d’Avril et Mai (Maire, 1964) (Figure 16).
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Figure 16 : Photographies de Ranunculus macrophyllus Desf. a : Parties aériennes en pleine floraison ; b :
Racines (Deghima Amirouche, 2018, Ras El Oued)

La classification botanique de 1’espéce R. macrophyllus Desf. selon Maire, (1964) est

montrée dans le tableau IlI.

1.4.3.1.Usage traditionnel de Ranunculus macrophyllus Desf.

Les feuilles du bouton d’or sont utilisées pour le traitement de certaines maladies cutanees
(Rai et al., 2011) alors que les racines sont traditionnellement utilisées comme reméde pour
la stérilité féminine et aussi comme moyen pour gagner du poids (Ouarghidi et al., 2013).
Cette herbe sauvage comestible, fait aussi partie du régime Méditerranéen en Afrique du
Nord (Rivera et al., 2006). La recherche dans la littérature scientifique n’a montré aucune
étude portant sur la composition chimique, valeurs nutritionnelles ou les activités biologiques
de cette plante. Ce fait, en plus de la chimiotaxonomie (Composition chimique et activités
biologiques) des espéces du méme genre et de son utilisation traditionnelle, sont les

principaux facteurs qui ont guidé notre choix pour cette plante.
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Tableau 111 : Classification botanique de 1’espéce Ranunculus macrophyllus Desf.
Régne Plantae — Plantes

Sous-régne Tracheobionta — Plantes vasculaires
Super-division Spermatophyta — Plantes a grains
Division Magnoliophyta — Plantes a fleurs
Classe Magnoliopsida — Dicotylédones
Subclass Magnoliidae

Ordre Ranunculales

Famille Ranunculaceae

Genre Ranunculus

Espéce Ranunculus Macrophyllus Desf.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Matériels

2.1.1. Matériel végetal

Les racines et les parties aériennes (tiges, feuilles, fleurs) de Ranunculus macrophyllus Desf.
ont été collectées a Ras El Oued-Bordj - Bou Arreridj au Nord-Est de I'Algérie en mai 2018
(Coordonnées du systeme de positionnement global (GPS): 35°58'31,4"N 5°01'53,4"E, 1027
m au-dessus du niveau de la mer). La plante a été identifiée par Dr. Bouadam du Département
de Biologie Physico-Chimique de l'université de Bejaia en utilisant la référence Maire, 1964.
Un spécimen (AB-108) a été dépose dans I'nerbier du Département des Sciences de la Nature
et de la Vie de I’'université de M'sila. Le matériel végeétal été bien lavé puis seché pendant 1

mois a I’air libre et broyé avec un broyeur électrique.

2.1.2. Animaux

Des souris SWISS Albino NMRI males/femelles pesant entre 20 et 25 + 2 g ont été achetées a
I'Institut Pasteur d'Alger (Algérie). Les souris ont été maintenues dans une salle d’animaux
dans des conditions standard (température 25 + 3 °C et humidité 50 + 10%) sous un cycle de
12 heures de lumiére / 12 heures d’obscurité. Les souris ont re¢u un régime alimentaire
standard et de I'eau a volonté, elles ont été acclimatées pendant au moins 10 jours avant le

test et mises a jeun 12 heures avant le dosage.

2.1.3 Larves Artemia salina

Les ceufs de I'artémie, crevette saumurée (Artemia salina) ont été achetés auprés de Waterlife
Research Industries (Bath Road, Longford, Middlesex, Royaume-Uni). Les ceufs ont éclos
dans une fiole conique contenant 1 L d'eau de mer artificielle stérile (3,3% de salinité, pH:

8,0 £ 0,5). Le ballon a été continuellement aéré en utilisant une pompe a air et maintenu dans
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un bain-marie a 29 - 30 ° C sous une source de lumiére vive. Aprés 48 h, les nauplii (larves)

écloses ont été utilisées dans I'expérience.

2.2. Méthodes

2.2.1. Extraction et fractionnement

L'extraction de la poudre végétale a été réalisée selon Prieto et al., (2003). La premiére étape
a consisté en une extraction solide-liquide, ou une quantité de 100 g de poudre végétale a été
macérée a température ambiante trois fois avec 500 mL de méthanol pur. Les filtrats
combinés ont été évaporés a basse pression avec un évaporateur rotatif (40 ° C) pour donner
I'extrait methanolique brut. Ce dernier a été dissout dans 100 mL d'une solution hydro-
méthanolique (10%) et soumis a une extraction liquide-liquide dans une ampoule de
séparation. L'extrait brut a été extrait séquentiellement en utilisant des solvants de polarité
croissante, I'nexane, le chloroforme, I'acétate d'éthyle et le n-butanol pour donner 4 fractions

et la phase aqueuse restante a été désignée comme la cinquiéme fraction.

2.2.2. Etude phytochimique

2.2.2.1. Composes phénoliques totaux (TPC)

Le contenu phénolique total des fractions a été estimé avec la méthode de Singleton and
Rossi (1965). Un mélange de 200 pL d'échantillon et 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu a
10% a été incubé pendant 4 min, puis 800 pL de carbonate de sodium (7,5%) ont été ajoutés.
Le mélange a été incubé pendant 2 heures et I'absorbance a été lue a 765 nm. L'acide gallique
a été utilisé comme standard et une courbe d'étalonnage a été préparée dans les mémes

conditions. Les résultats ont été exprimés en ug EAG / mg d'extrait sec (e. s).

2.2.2.2. Flavonoides totaux (TFC)

La teneur totale en flavonoides a été évaluée selon la méthode au trichlorure d'aluminium.
Une quantité de 0,5 mL d'extrait a été melangée avec le méme volume de trichlorure
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d'aluminium (2%) et incubée pendant 15 min et I'absorbance a été mesurée a 430 nm. Pour ce
test, la quercétine a été utilisée pour préparer une courbe d'étalonnage dans les mémes
conditions et les résultats ont été exprimés en pug EQ / mg extrait sec (es) (Djeridane et al.,

2006).

2.2.2.3. Tanins totaux (TTC)

La teneur totale en tanins de nos fractions a été estimée selon la méthode basée sur leur
capacité a précipiter les protéines. Un volume d'échantillon a été mélangé avec deux volumes
de BSA (1 mg / mL), puis incubé pendant 15 minutes a température ambiante. Le mélange a
été centrifugé pendant 15 min a 3000 g et le surnageant a été jeté a la fin. Dans une deuxieme
étape, les plaquettes restantes dans le tube a essai ont été dissoutes dans 4 mL de solution
SDS / TEA (1% SDS, 5% v / v TEA dans de I'eau distillée) et 1 mL de FeCls a été ajouté. Le
mélange a ensuite été incubé a nouveau pendant 15 min et I'absorbance a été mesurée a 510
nm. Le blanc contenait 1 mL de FeClz et 4 mL de solution SDS / TEA. L'acide tannique a eté
utilisé comme composé de référence et les résultats ont été exprimés en ug EAT / mg e. s

(Hagerman and Butler, 1978).

2.2.2.4. Flavonols totaux (FOL)

Pour évaluer la teneur en flavonols de nos fractions, 1 mL d'échantillon et 1 mL de trichlorure
d'aluminium (2%) ont été mélangés avec 1,5 mL d'acétate de sodium aqueux (5%) et incubés
a 25 °C pendant 2 heures et 30 min. L'absorbance a ensuite eté lue a 440 nm et les résultats
ont été exprimés en ug ER / mg e. s en utilisant une courbe d'étalonnage préparée avec la

rutine (Kumaran and Karunakaran, 2007).

2.2.2.5. Tanins condensés (CTC)

L'estimation des tanins condensés a été effectuée selon la méthode de Sun et al., (1998), ou

un volume de 250 pL d'extrait (1 mg / mL dans le méthanol) a été mélange avec 625 uL de
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vanilline (1% dans le méthanol) et 625 L d'acide sulfurique (10% dans du méthanol), le
mélange a été incubé a température ambiante pendant 15 min et I'absorbance a été mesurée a
500 nm. Une courbe d'étalonnage a été préparée en utilisant la catéchine comme standard et

les résultats ont été exprimés en ug EC / mg e. s.

2.2.2.6. Triterpinoides totaux (TC)

Pour l'estimation des triterpénes, 30 pL d'extrait, 50 pL de vanilline (5% dans l'acide
acétique) et 100 pL d'acide perchlorique ont été mélangés. Le mélange a été incubé a 60 °C
pendant 45 min, puis refroidi dans un bain de glace et 450 pL d'acide acétique ont été ajoutés.
L'absorbance a été mesurée a 548 nm. L'acide ursolique a été utilisé comme standard pour
préparer la courbe d'étalonnage et les résultats ont été exprimés en ug EAU / mg e. s (Chang

etal., 2012).

2.2.2.7. Analyse chromatographique des composés phénoliques

a. Chromatographie liquide capillaire-détecteur a barrette de diodes (cLC-DAD)

La méthode de Ledon-Gonzalez et al., (2018) a été adoptée pour analyser la teneur des
composés phénoliques des fractions a l'aide d'un instrument Agilent cLC Mod. Série 1100
(Agilent Technologies, Madrid, Espagne), équipé d'une pompe capillaire binaire G1376A,
d'un dégazeur G1379A et d'un détecteur a barrette de diodes G1315B (500 nL, 10 mm de
longueur de trajet). Une chromatographie liquide haute performance en phase inversée a été
réalisée sur une colonne analytique capillaire Synergi Fusion 4 um C18 (150 mm X 0,3 mm
ID) fournie par Phenomenex (Torrance, CA, USA) équipée d'un acier inoxydable externe et
maintenue a température ambiante. Une boucle d’injection d'un volume de 10 pL a été placée
dans une valve d'injection Rheodyne®. La détection a été effectuée a l'aide d'un

spectrophotomeétre UV / Vis HP8543 a barrettes de diodes (Agilent Technologies), connecté
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au logiciel HP Chemstation. Le logiciel Agilent Chemstation pour Microsoft Windows a été

utilisé pour acquerir et analyser des données.

La phase mobile consistait en un gradient de deux solvants, I'acétonitrile (A) et une solution
aqueuse 0,1% (v) de TFA a pH 3,2 (B). La composition du gradient était de 8% A pendant 3
min, suivie d'une augmentation linéaire a 34% A pendant 11 min, d'une étape isocratique a
34% A pendant 7 min, puis d'une diminution linéaire a 8% A, qui a été maintenue jusqu'a la

fin de l'analyse. Le débit de la phase mobile était de 10 pL / min.

Les polyphénols ont été détectés a 220, 260, 292, 310 et 365 nm et identifiés en fonction de
leurs temps de rétention et de leur absorption UV par rapport aux composés purs standard.
Les composés ont été quantifiés a leur absorbance maximale, 292 nm pour l'acide gallique, la
naringine et I'hespéridine, 365 nm pour la rutine, la quercétine, la myricétine et le
kaempférol, et 310 nm pour l'acide chlorogénique, 1’acide trans-férulique, l'acide p-
coumarique, l'acide caféique et le resvératrol, en utilisant leurs courbes d'étalonnage
respectives. La gamme de linéarité était de 10-310 pg / L pour I’acide gallique, 10-75 pg / L
pour I’acide 3,4-dihydroxybenzoique, 40-400 pg / L pour I’acide chlorogénique, 20-400 pg /
L pour I’acide p-coumarique et 15-200 pg / L pour I’acide trans-férulique, 30-200 pg / L
pour la rutine, 15-60 ug / L pour la naringine, 10-60 ug / L pour le resvératrol, 5-60 pg / L
pour la quercétine, 12-60 ug / L pour le kaempférol et 100-500 pg / L pour I'hespéridine. La
linéarité a été évaluée en termes de coefficients de corrélation au carré (r?). Les valeurs de r?
étaient supérieures a 0,95 pour toutes les courbes d'étalonnage. Toutes les solutions
d'injection ont été préparées dans une solution aqueuse a 0,1% (v) de TFA ajustée a pH 3,2

contenant 1% (v / v) d'acétonitrile pur.

b. Chromatographie liquide-spectrométrie de masse (LC-MS / MS)
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Les identites des composés ont été corroborées par LC-MS / MS en mode d'ionisation par
électro-pulvérisation négative (ESI), en utilisant un systéme triple quadripble Shimadzu LC-
MS-8030 (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD, USA) équipé d'une unité de
distribution de solvant Nexera LC-30AD, un échantillonneur automatique Nexera SIL-30AC
avec plateau a température contrdlée et un four a colonne CTO-20AC. Une colonne
analytique SynergiTM C18 Fusion-RP 80 A de Phenomenex (150 x 3 mm D.l., 4 pm) a
température ambiante a été utilisée comme phase stationnaire. Les données ont été acquises et
traitées avec le logiciel Lab Solutions LC-MS fourni par Shimadzu. L'équipement MS / MS
utilisait de 1'azote comme gaz de nébulisation (1,5 L - min™') et de séchage (15,0 L - min). La
fragmentation a été réalisée en utilisant de I'argon comme gaz de collision a une pression de
230 kPa dans la cellule de collision, et les tensions d'énergie de collision appliquées étaient
comprises entre 10 et 55 eV. ESI la tension d'ionisation a été fixé a -4,5 kV. Le courant

d'interface était fixé a 6,2 A et la tension du détecteur a 1,84 kV.

Un melange de méthanol (solvant A) et de solution aqueuse d'acide formique a 0,2% (v / v)
(solvant B) a été utilise comme phase mobile : 5% de solvant A ont été maintenus pendant
0,1 min, une augmentation linéaire a 40% A en 25 min, et a 70% A en 10 minutes
supplémentaires. Cette condition a été maintenue pendant 2 min, puis changée aux conditions
initiales (5% A) en 1 min et équilibrée pendant 2 min. Le débit était de 0,50 mL / min. La
solution d'injection a été préparée comme suit, 40 pL d'extraits de plantes ont été ajoutés a
2,5 mL de méthanol contenant 0,2% (v / v) d'acide formique, puis dilués a 5 mL avec de I'eau
de qualité LC / MS. Un volume de 20 uL de ce mélange a été injecté dans le chromatographe.
A des fins de quantification, des courbes d'étalonnage ont été effectuées a l'aide d'étalons
externes. La gamme de linéarité était de 30-130 pg / L pour l'acide gallique, 10-80 ug / L
pour l'acide dihydroxybenzoique, l'acide p-coumarique, I'hespéridine, l'acide caféique et le

resvératrol, 10-100 pg / L pour l'acide chlorogénique, 20-80 pg / L pour l'acide trans-
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férulique et le kaempférol, 20-100 pg / L pour la naringine et la rutine, 5-50 pg / L pour la

quercétine et la myricétine et 15-130 pg / L pour la catéchine.

2.2.3. Activité antioxydants in vitro

2.2.3.1. Neutralisation du radical libre DPPH*

Un mélange de 0,5 mL d'une solution méthanolique de DPPH 0,1 mM et de 1,5 mL des
fractions ont été incubés dans I'obscurité pendant 30 min et I'absorbance a été mesurée a 517
nm (Shen et al., 2010). Le BHT, le BHA (antioxydants synthétiques) et I’acide gallique, la
quercétine (composés purs) ont été utilisés comme composés de référence. L'inhibition du

radical DPPH a été calculée en utilisant la formule suivante :

% inhibition = (Ac-At/ Ac) * 100

Ou Ac est I'absorbance du contréle et At est I'absorbance du test.

Les inhibitions obtenues ont été tracées en fonction des concentrations de I'échantillon et les
courbes résultantes ont éeté utilisées pour calculer I’'ICso (concentration de I'échantillon qui

réduit de 50% le DPPH)

2.2.3.2. Neutralisation du radical libre ABTS™

La capacité de neutralisation des radicaux a été évaluée en utilisant le radical cationique
stable ABTS™, comme décrit par Re et al., (1999). Le radical ABTS™* a été généré en
mélangeant une solution ABTS (7 mM) avec 13,24 mg de persulfate de potassium pendant 16
h. La solution reésultante a été réfrigérée, puis diluée pour atteindre une absorbance de 0,7 +
0,02 a 734 nm. 100 pL d'échantillon ont été mélangés avec 1,9 mL de solution ABTS et
incubés. Aprés 7 min, I'absorbance a été mesurée a 734 nm. Le BHA (Butyl hydroxy anisole),
le BHT (Butyl hydroxy toluéne), I'acide gallique et la quercétine ont été utilisés comme

composés standard. L’inhibition a été calculée en utilisant la formule suivante :
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% inhibition = (Ac-At/ Ac) * 100

Ou Ac est I'absorbance du contréle et At est I'absorbance du test.

Les inhibitions obtenues étaient tracées en fonction des concentrations de I'échantillon et les
courbes résultantes ont été utilisées pour calculer les I1Cso (concentration de I'échantillon qui

réduit de 50% I'ABTS).

2.2.3.3. Neutralisation du radical peroxyde d’hydrogéne

L'activité de piégeage du peroxyde d'hydrogéne a été évaluée sur la base de la méthode de
Ruch et al., (1989). Une quantité de 0,50 mL d'échantillon dissous dans du PBS (pH 7,4) a
été mélangée a 1 mL d'une solution fraichement préparée de 20 uM H2O,. Le mélange a été
incubé dans I'obscurité pendant 10 min, puis I'absorbance a été mesurée a 240 nm. Un blanc a
été préparé pour chague concentration et le contrdle contenait du PBS au lieu de l'extrait.
L'acide galligue (GA) et le BHA ont éte utilisés comme composés de référence. Le

pourcentage d'inhibition du peroxyde d'hydrogene a été calculé selon I'équation suivante :

% D'inhibition = (Ac-At/ Ac) * 100

Ou Ac est I'absorbance du controle et At est I'absorbance du test.

Les inhibitions obtenues en fonction des concentrations de I'échantillon et les parcelles
résultantes ont été utilisées pour calculer I’ICso (concentration de I'échantillon qui réduit de

50% du H.05)

2.2.3.4. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits a été évalué selon Oyaizu, (1986). En bref, des volumes
égaux d'extrait, d'hexacyanoferrate de potassium (1%) et de tampon phosphate (0,2 M - pH
6,6) ont été mélangés et incubés a 50 ° C pendant 20 min. Le méme volume de TCA (10%) a

été immédiatement ajouté et le mélange a été centrifugé a 700 tr / min pendant 10 min. 1,25
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mL du surnageant a été mélangé avec 1,25 mL d'eau milli-Q et 0,5 mL de FeCls (0,1%). Le
mélange a été agité et I'absorbance a été lue a 700 nm. Le BHA, le BHT, l'acide gallique et la
quercétine ont été utilisés comme composeés standard. Une courbe d'étalonnage a été préparée
en utilisant de I'acide ascorbique dans les mémes conditions et les résultats ont été exprimés

en équivalents d'acide ascorbique / mg d'extrait (ug EAA / mg d'extrait).

2.2.3.5. Chélation de fer

Pour estimer la capacité de chélation du fer de nos échantillons, 500 pL d'échantillon ont été
mélangés avec 100 pL de FeCl> (0,6 mM) et 900 pL de méthanol, puis 100 pL de ferrozine
(5 mM) ont été ajoutés au mélange aprés 5 min. Le mélange réactionnel a été agité et incubé
pendant 10 min, et I'absorbance a été mesurée a 562 nm (Le et al., 2007). Le blanc a été
préparé avec tous les réactifs a I'exception de I'extrait. L'EDTA a été utilisé comme composé

de reférence et les pourcentages de chelation ont été calculés en utilisant la formule suivante :

% chélation = (Ac-At/ Ac) * 100

ou Ac est I'absorbance du contréle et At est I'absorbance de I'échantillon.

Les inhibitions obtenues ont été tracées en fonction des concentrations de I'échantillon et les
parcelles résultantes ont été utilisées pour calculer 1’1Cso (concentration de I'échantillon qui

chélate 50% de fer)

2.2.3.6. Capacité antioxydants totale

La capacité antioxydants totale de nos fractions a éte determinée en utilisant la méthode au
phosphomolybdéne. En bref, 0,1 mL d'échantillon a été mélangé avec 1 mL de solution de
réactif (acide sulfurique 0,6 M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d'ammonium 4
mM) et incubé & 95 ° C pendant 90 min. L'absorbance a ensuite été mesurée a 695 nm contre

un blanc contenant du méthanol au lieu de I'extrait (Prieto et al., 1999). Des composés
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standards tels que le BHA, le BHT, l'acide gallique et la quercétine ont été utilisés a des fins
de comparaison. Les résultats ont été exprimés en pg équivalents d'acide ascorbique / mg
d'extrait en utilisant une courbe d'étalonnage d'acide ascorbique élaborée dans les mémes

conditions.

2.2.3.7. Test de blanchiment du p-caroténe

Le test de blanchiment du B-carotene / acide linoléique a été utilisé pour évaluer la capacité
des extraits a inhiber la peroxydation lipidique. Comme indiqué par Tepe et al., (2005),
I'émulsion de PB-caroténe a été préparée en mélangeant 0,5 mg de PB-carotene, 1 mL de
chloroforme et 25 pL d'acide linoléique, puis 200 mg de tween 20 ont été ajoutés au melange.
Le chloroforme a été évaporé sous pression reduite et 100 mL d'eau milli-Q saturée en
oxygeéne ont été ajoutés et agités vigoureusement. Un volume de 2,5 mL de la solution de B-
caroténe préalablement préparée ont été ajoutés dans des tubes a essai et mélangés avec 350
pL d'extrait. La méme procédure a été repétée avec du BHA, du BHT et de I'acide gallique
comme témoins positifs (2 mg / mL) tandis que du méthanol et de I'eau ont été utilisés
comme témoins négatifs. L'absorbance a été mesurée a 490 nm aprés 1 heure, 2 h,3 h,4 h, 6
h, 24 h et 48 h d'incubation dans l'obscurité a température ambiante. L'inhibition du

blanchiment au B-carotene aprés 24 h a été calculée selon la formule suivante :

% d'inhibition 24 h = (AE / AB) * 100

AE: Absorbance en présence de I'extrait ou des standards apres T =0 h.

AB: Absorbance en présence de I'extrait ou des étalons aprés T = 24 h,

2.2.3.8. Hémolyse oxydative
L'inhibition de I'némolyse induite par AAPH a été évaluée selon la méthode rapportée par

Miki et al., (1987). L'AAPH est utilisé comme initiateur de radicaux pyroxyles pour évaluer
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la capacité des extraits a protéger la membrane des globules rouges contre I'hémolyse
oxydative provoquée par ce radical libre. Le sang a été collecté sur des souris saines et lavé la
premiére fois avec dix volumes de PBS (pH 7,4) dans une centrifugeuse pendant 10 min a
4000 tr / min. Le surnageant et la couche leucocytaire ont été soigneusement retires et les
globules rouges (GR) ont subi deux lavages de 5 min chacun dans les mémes conditions. Les
GR résultants ont finalement été dilués dans quatre volumes de PBS et utilisés pour ce test

dans les 6 heures suivant leur préparation.

Le composé azoique thermolabile AAPH a été utilisé comme initiateur des radicaux libres
pour induire I'némolyse des globules rouges. Un volume de 0,50 mL de la solution finale de
GR a été mélangé avec le méme volume de différentes concentrations des fractions dissoutes
dans du PBS ou juste du PBS pour le contréle. La réaction a été démarrée en ajoutant 0,50
mL d'AAPH 200 mM, et le melange a été agité doucement et incubé pendant 3 h a 37 ° C.
Aprés incubation, le milieu réactionnel a été dilué avec huit volumes de PBS puis centrifugé
pendant 5 min & 4000 tr / min. L'absorbance du surnageant a été mesurée a 540 nm et

I'inhibition de I'némolyse a été calculée en utilisant I'équation suivante :

% inhibition = (Ac-As / Ac) * 100

ou Ac est I'absorbance du contréle, et As I'absorbance de I'échantillon.

2.2.4. Etude toxicologique

2.2.4.1 Effet larvicide sur Artemia salina

La toxicité genérale des fractions a été évaluée a l'aide du test BSL développé par Meyer et
al., (1982) et décrit par Al-Saeedi et al., (2017). Une solution mére d’extrait a été préparee
en utilisant du DMSO (1% v / v) et un volume approprié de cette solution a été ajouté a un
tube a essai contenant 10 nauplii de crevettes de saumure. Le volume dans le tube a essai a

été complété a 5 mL de sorte que les concentrations finales des fractions étaient de 1, 10, 50,
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100, 500, 1000 pg / mL. De la méme maniére, le DMSO (diméthylsulfoxyde) (1%) a été
utilisé comme contrdle négatif. Aprés 24 h d'incubation a température ambiante (25 ° C), un
comptage de contrble a été effectué a l'aide d'une loupe 3 X et le nombre de nauplii
survivants a eté noté. Les Nauplii étaient considérés comme morts s'ils ne montraient aucun
mouvement pendant 30 secondes. Ensuite, le pourcentage de mortalité dans chaque tube a été
déterminé et la concentration létale médiane (CLsg) a été calculée a l'aide de la méthode
d'analyse statistique probit. La mort aléatoire chez le témoin a été mesurée et les données ont

été corrigées a l'aide des formules d'Abbott (Meyer et al., 1982).

% Mort = [(test-contrble) / contréle] * 100

Les criteres de toxicité étaient les suivants :

Mortalité <50% était considérée comme non larvicide,

Mortalité de 50 a 75% était considérée comme légerement larvicide,

Mortalité> 75% était considérée comme hautement larvicide et

Mortalité de 100% était considérée comme extrémement larvicide (Choi, 2017).

2.2.4.2. Toxicité aigue

Pour évaluer la toxicité aigué des fractions choisies, une dose limite de 2000 mg / kg a été
testée conformément a la ligne directrice 423 de I'OCDE (OECD, 2011). Cette méthode,
appelée méthode de la classe de toxicité aigué, est une étude de toxicité orale aigué a dose
unique qui dure 14 jours. Il s'agit d'une procédure par étapes avec utilisation de 3 animaux du
méme sexe par etape. La consommation d'eau et de nourriture a été enregistrée
quotidiennement et les souris ont été pesées une fois par semaine. Les souris ont été
surveillées, pour des signes de toxicité aigué (douleur aigué, détresse, diarrhée, troubles de la

motilité, convulsions, hypoactivité, douleur abdominale, coma, excitation ou troubles
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respiratoires.) quotidiennement avec une attention particuliere pendant les 4 premiéres

heures.

2.2.5. Activité anti-inflammatoire

2.2.5.1. Stabilisation membranaire

Une étude préliminaire a été réalisée pour évaluer l'activité anti-inflammatoire potentielle des
fractions RM-EA et RM-B en utilisant deux modeéles ex vivo de stabilisation membranaire.
L'hémolyse induite par I'nypotonie sur des GR de souris, développée a I'origine par Seeman
and Weinstein, (1966) a été le premier modéle utilisé. Briéevement, 1 mL de diverses
concentrations d'extrait (dans une solution saline tamponnée au phosphate de sodium
hypotonique, NaCl 50 mM dans du PBS 10 mM pH 7,4) a été ajouté a 5 mL de PBS
hypotonique puis 500 pL de suspension érythrocytaire a 10% ont été ajoutés, le contréle
contient tous les réactifs sauf I'extrait ou I'étalon, I'absorbance a été mesurée aprés 10 min
d'incubation suivie d’une centrifugation pendant 10 min (3000 tr / min), lacide
acetylsalicylique a été utilisé comme étalon. Le pourcentage d'inhibition est calculé selon

I’équation suivante :

% Inhibition de I'némolyse = (Ac-At/ Ac) * 100

ou Ac est l'absorbance du témoin dans une solution hypotonique et At est I'absorbance de

I'échantillon dans une solution hypotonique.

L'hémolyse induite par la chaleur a également été utilisée selon Shinde et al., (1999). Un
volume de 5 mL de diverses concentrations d'extrait préparés dans du PBS (PH 7,4) et
disposés en 2 séries de tube est mélangé avec 30 pL de suspension érythrocytaire a 40%, la
premiére série de tubes a été incubée a 54 ° C pendant 20 min tandis que la deuxiéme a été
incubée a 0-5 ° C, apreés incubation, les tubes ont été centrifugés pendant 3 min (1300 g) et

I'absorbance du surnageant a été mesurée a 540 nm. L'acide acétylsalicylique a été utilisé

64



Chapitre Il Matériels et Méthodes

comme standard et traité de la méme maniere. L’inhibition de I'némolyse a été calculée avec

I'équation suivante :

% Inhibition de I'némolyse = (At2-Atl / Ac-Atl) * 100

Ou Atl est I'absorbance de I'échantillon dans une solution non chauffée, At2 est I'absorbance
de la solution chauffée de I'échantillon et Ac est I'absorbance du témoin dans une solution

non chauffée.

2.2.5.2. (Edéme auriculaire induit par le xyléne

L'effet anti-inflammatoire des extraits a été étudié a l'aide du modéle d'eedéme auriculaire
induit par le xylene chez la souris selon Xu et al., (2014). Des souris méles SWISS Albino
NMRI pesant de 20 a 25 g ont été utilisées dans ce test. Les souris ont été regroupées au
hasard en 5 groupes (n = 7). Le groupe 1 a servi de contréle négatif et a recu le véhicule
(tween 80 a5% v/ v) a 10 mL / kg p.c, le groupe 2 a servi de contrdle positif et a recu de la
dexaméthasone (1 mg / kg p.c), les groupes 3, 4 et 5 ont recgu I'extrait a 200, 400 et 600 mg /

kg p.c, respectivement. L'inhibition de 1'cedéme a été calculée selon I'équation suivante :

% inhibition = (A poids de l'oreille du controle - A poids du de l'oreille test) / (A poids de

I'oreille du contréle) x 100

2.2.6. Bioaccessibilité gastro-intestinale in vitro

2.2.6.1. Digestion gastro-intestinale in vitro

Les fractions RM-EA et RM-B ont été soumises a un processus de digestion in vitro en
utilisant la procédure décrite par Gayoso et al., (2018). Des échantillons (200 mg) ont été
placés dans trois tubes Falcon différents et dissous dans 12 ml d'eau distillée. Les tubes ont
été maintenus a 37 ° C dans un bain-marie sous agitation continue. Le pH de la solution a été

ajusté a 6,5 avec du bicarbonate de sodium 1 M et la digestion orale a commencé dans les
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trois tubes en ajoutant 50 pL d'a-amylase (A1031, 852 unités / mg de protéine) (1,3 mg / ml
dans 1 mM de CaCly) pendant 2 min. A la fin de cette étape, le tube numéro un a été
immédiatement congelé. Cette étape a été suivie par l'ajout de 66 pL de pepsine (P7000, 674
unités / mg de proteine) (160 mg / mL dans 0,1 M HCI) dans les deuxiémes et troisiémes
tubes pour simuler la digestion gastrique pendant 2 heures, le pH a été ajusté a 2,5 en utilisant
du HCI 3 M. Apres, le deuxieme tube a été immédiatement congelé. La digestion intestinale a
été initiee dans le tube restant en ajoutant 500 pL d'un mélange de pancréatine (P1750, 4 x
spécifications de la pharmacopée américaine) (4 mg / mL) et d'extrait de bile (B8631) (25 mg
/ mL) a pH 7,5 pour 2 heures. Aprés l'arrét des réactions enzymatiques par congélation
immeédiate, les trois tubes ont été centrifugés a 4000 g (rotor A-4-62, centrifugeuse modele
5810R, Eppendorf) pendant 40 minutes a 4°C et le surnageant, qui est considéré comme la
fraction bio accessible, a été collectée et lyophilisée (Cryodos-50, Telstar) pour une analyse
plus approfondie. Le surnageant du premier tube représente la fraction bio accessible de la
digestion orale (OD), le surnageant du deuxieme tube représente la fraction bio accessible de
la digestion gastrique (GD) tandis que le surnageant du troisieme tube représente la fraction
bio accessible de la digestion intestinale (ID). En paralléle, des échantillons non digérés ont
été soumis aux mémes procédures en l'absence d'enzymes digestives. Pour chaque digestion,
trois triplicatas indépendants ont été effectués et la bio accessibilité des composes individuels

a été calculée a l'aide de I'équation suivante :

Bio accessibilité (%) = [(mg de composé dans I'échantillon digéré) / (mg de composé dans

I'échantillon non digéré)] x 100

Le contenu phytochimique et l'activité antioxydants ont été déterminés a l'aide de tests in
vitro dans des échantillons non digérés et digérés. Avant chaque test, les échantillons

lyophilisés ont été dissouts dans du méthanol.
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2.2.6.2. Capacité d’absorption des radicaux d’oxygéne (ORAC)

L'activité antiradicalaire a été aussi testée contre le radical pyroxyle AAPH en utilisant la
méthode ORAC comme décrite par Prior et al., (2003). Le test a été effectué en utilisant un
lecteur de microplaque FLUOstar Omega (BMG Labtech, Allemagne) dans une microplaque
a 96 puits, ou 40 pL de I'echantillon ont eté mélanges avec 120 pL de fluorescéine de sodium
(132,5 nM dans un tampon phosphate 10 mM) et la fluorescence a été immédiatement
mesurée a TO (longueur d'onde d'excitation de 485 nm et longueur d'onde d'émission de 520
nm). Ensuite, 40 pL de solution AAPH (0,3 M dans un tampon phosphate 10 mM) ont été
ajoutés et des lectures ont été prises toutes les 45 secondes pendant une heure. Le trolox (4-
250 uM) a été utilisé comme étalon pour tracer une courbe d'étalonnage afin d'exprimer les

résultats en uM équivalent Trolox / mg d'extrait.

2.2.7. Innocuité a moyen-terme

2.2.7.1. Concept expérimental

L'effet de I’administration répétée de R. macrophyllus Desf. sur la capacité antioxydants
plasmatique et les parametres biochimiques sériques a été étudié selon Wu et al., (2015). Les
souris ont été réparties au hasard en 5 groupes (n = 8). Les groupes 1, 2 et 3 ont recu, par voie
orale, I'extrait & 50, 100 et 200 mg / kg de poids corporel (p.c), tandis que le groupe 4 a servi
de contréle positif et a regu vitamine C (Vit C 100 mg / kg p.c) et enfin, le groupe 5 qui a
servi de contrble négatif a recu le véhicule (Tween 80 a 5% v/v). L'extrait, la Vit C et le

véhicule ont été administrés par voie orale une fois par jour pendant 21 jours consécutifs.

A la fin de la période des 21 jours, les souris ont été mises a jeun pendant 12 h et ont été
sacrifiées en sectionnant la veine jugulaire avec une lame chirurgicale, le sang a été recueilli
dans des tubes héparinés puis centrifugé a 3000 g pendant 10 min. Le plasma a été

soigneusement recueilli et conservé dans un congélateur (-20 ° C) jusqu'a son utilisation. Une
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partie du plasma a été utilisée pour étudier la capacité antioxydants en utilisant a la fois des
tests de piégeage DPPH et FRAP, et l'autre partie a été utilisée pour analyser les parameétres
biochimiques (AST, ALT, ALP, urée et créatinine) a l'aide de kits commerciaux (Spinreact,
Espagne). Une petite partie du foie a été rapidement liquéfiée, pesée et homogéneéisee dans du
KCI glacé (1,5%, p) pour préparer 10% d'homogénat (p / v). L'homogénat a ensuite été
centrifugé deux fois a 2000 g pendant 10 min a 4 ° C. Le surnageant a été aliquoté et
conservé a -20 ° C jusqu'a utilisation. Cet homogénat a été utilisé pour estimer la catalase, le

GSH, le MDA et les protéines totales (kits commerciaux).

2.2.7.2. Inhibition du radical DPPH" in vivo

Le test DPPH a été effectué sur le plasma selon Cuendet et al., (1997). Un volume de 25 pL
de plasma a été mélangé a 625 pL de solution DPPH (0,4% v dans le méthanol). Le mélange
résultant a été agité et incubé a température ambiante pendant 30 min dans I'obscurité, et
I'absorbance a ensuite été mesurée a 517 nm. L'inhibition a été calculée au moyen de la

formule suivante :

% inhibition = (Ac-As / Ac) * 100

ol Ac est I'absorbance du tube de contrdle et As est I'absorbance de I'échantillon.

2.2.7.3. Pouvoir réducteur du plasma (FRAP)

La capacité du plasma a réduire le TPTZ ferrique (Fe3 + -TPTZ) en TPTZ ferreux (Fe2 + -
TPTZ) a été évaluée en utilisant la méthode modifiée et décrite par Pulido et al., (2000). En
bref, une solution fraiche de réactif FRAP a été préparée en mélangeant 2,5 mL de TPTZ (10
mM dans HCI 40 mM) et 2,5 mL de FeCl3.6H20 (20 mM) dans 25 mL de tampon acétate
(acétate de sodium 300 mM, pH ajusté a 3.6 en utilisant de I'acide acétique). Ce réactif a été
pré-incubé a 37 ° C avant utilisation. Dans un tube a essai, 900 pL de réactif FRAP ont été

ajoutés a 70 L d'eau milli-Q et 30 pL d'extrait. L'augmentation de I’absorbance a été évaluée
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a 593 nm pendant 30 min a 37 ° C. Une courbe d'étalonnage de FeSO4.7H20 (100-2000 uM)
a été préparée dans les mémes conditions pour calculer la valeur FRAP des extraits et des

composés standards, les résultats ont été exprimés en umol FeSO4 / mg d'extrait.

2.2.7.4. Estimation de la catalase (CAT)

La catalase, dans le tissu hépatique, a été estimée selon la méthode proposée par Claiborne,
(1985). Un volume de 50 pL d'homogénat de tissu a été mélangé avec 2950 pL de H20, (19
mM) préparé dans du tampon phosphate 0,10 M (pH 7,4). La diminution de I'absorbance a
été mesurée a 240 nm pendant 2 min. L'activité catalase a été calculée en utilisant le
coefficient d'extinction 43,6 Mt cm™ a 240 nm. Les résultats ont été exprimés en Ul / mg de

protéines.

2.2.7.5. Estimation du glutathion réduit (GSH)

Le glutathion réduit (GSH), dans I'nomogénat tissulaire, a eté évalué par la méthode décrite
par Ellman, (1959). En bref, 25 uL d'homogénat de tissu ont été dilués dans 5 mL de PBS
(0,2 M, pH 8). Ensuite 1,5 mL du mélange ont été prélevés et mélangés avec 10 uL de DTNB
(0,01 M). L'absorbance a été enregistrée apres 5 min d'incubation a 412 nm. Le GSH a été
calculé en utilisant le coefficient d'extinction 1,36 x 104 M cm™ a 412 nm, et les résultats

ont été exprimés en nmol / g de tissu.

2.2.7.6 Estimation de la peroxydation lipidique (MDA)

L'étendue de la peroxydation lipidique, dans le tissu hépatique, a été estimée selon la
procédure établie par Ohkawa et al., (1979). Le mélange réactionnel était composé de 125
pL d’homogénat, 125 pL de TCA (20% p / v) et 250 uL de TBA (0,67% p / v). Le mélange a
été incubé pendant 20 min a 100 ° C. Apreés refroidissement, 1 mL de n-butanol froid a été

ajouté et le mélange a été centrifugé pendant 10 min a 3000 tr / min. L'absorbance du
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surnageant a été mesurée a 530 nm. Le niveau de MDA a éte calculé en utilisant le coefficient

d'extinction 1,56 x 10° Mt cm! et les résultats ont été exprimés en nmol MDA / g de tissu.

2.3. Analyses statistiques

Toutes les expériences ont été réalisées en triplicatas et les données ont été analysées a l'aide
du logiciel Graphpad Prism 7.00. Les résultats ont été exprimés sous forme de valeurs
moyennes et d'écart type (SD) pour les tests in vitro ou d'erreur standard des moyennes
(SEM) pour I'étude in vivo. Les différences entre les fractions de plantes et les témoins
positifs ont été analysées en utilisant une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA)
suivie du test post hoc de différence significative de Tukey avec a = 0,05. La corrélation
linéaire de Pearson a été calculée pour évaluer la corrélation entre les composants bioactifs
totaux et les résultats de Il'activité biologique. Les données d'extraction ont également été
explorées et modélisées a l'aide de l'analyse en composants principaux (ACP) a l'aide du

logiciel Statgraphics Centurion 18 (Statgraphics Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA).
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Chapitre I Résultats et Discussion

3. Résultats et discussion

3.1. Fractionnement bio-guidé des racines

3.1.1. Rendement d’extraction et de fractionnement des racines

L'extraction méthanolique des racines de R. macrophyllus Desf. a donné un extrait jaunatre
gommeux qui représente 153 + 1,0% (p / p) de la poudre initiale des racines. Le
fractionnement liquide-liquide de I'extrait brut méthanolique avec des solvants de polarité

croissante a donné 5 fractions. Le rendement des fractions obtenues est présenté dans la

Figure 17.
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Figure 17 : Rendements des différentes fractions de I'extrait méthanolique de R. macrophyllus Desf. HR:

Fraction héxane ; CR : Fraction chloroforme ; EAR : Fraction acétate d’éthyle ; BR : Fraction n-butanol ; AR :
Fraction aqueuse.

La fraction aqueuse (AR) constitue la partie la plus importante de I'extrait brut méthanolique,
avec 58,3 + 9,7%, suivie de la fraction butanolique (BR) avec 11,7 = 1,4% et de la fraction
hexane (HR) avec 5,5 + 0,6%, tandis que la fraction chloroforme (CR) et la fraction acétate
d'éthyle (EAR) ne représentent que 1,6 + 0,4 et 1,3 = 0,5%, respectivement. Khan et al.,
(2006) ont signalé un rendement inférieur pour I'extrait brut méthanolique de R. repens. Dans
la méme étude, la fraction chloroforme a représenté 13% de l'extrait méthanolique brut, ce

résultat est supérieur a celui trouvé dans notre étude. Le rendement de I'extrait hydro-
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éthanolique des racines de R. ternatus trouvé par Deng et al., (2013) était similaire au notre
(16%), le méme travail a également rapporté un rendement similaire pour la fraction aqueuse
(64,5%).Le rendement d'extraction est affecté par plusieurs facteurs, en plus de la variation
inter-especes, il existe également une variation intra-especes. La premiere peut s'expliquer
par des facteurs génétiques et environnementaux (Siddhuraju and Becker, 2003), tandis que
la seconde peut s'expliquer par le choix des méthodes d'extractions et les conditions dans

lesquelles I'extraction est effectuée (température, pH, temps d'extraction) (Do et al., 2013).
3.1.2. Colorimétrie des composés bioactifs

Les polyphénols et les triterpénes ont été quantifiés a I'aide de méthodes colorimétriques et

les résultats sont présentés dans le tableau I1V.

Tableau IV : Quantification colorimétrique des composés phénoliques et des triterpénes dans les
différentes fractions des racines de R. macrophyllus Desf.

TPC TFC FOL TTC CTC TC
Mg EAG/mg pg EQ/mg  pg ER/mg  pg EAT/mg Mg EC/mg  pg EAU/ mg
extrait sec extraitsec  extrait sec extrait sec extrait sec extrait sec
HR 1049+19 0,7°+0,01 2,5°+0,2 0,5 +0,2 86,5+ 0,2 91,32 +6,6
CR  110,7°+37 12°+01  3,8°+0,2 3322+26  941°+04  646°+08
EAR  271,02+0,2 352+0,1 2432+47 31,32+1,0 128,62 +9,7 376°+54
BR 46,1°+0,9 1,1°+0,0 46°+0,6 1,0°+0,1 101,5° + 11 19,79+15
AR 6,09+1,1 059+0,0 35°+04 1,4°+0,2 106,5°+79 1799+65

HR : Fraction héxane ; CR : Fraction chloroforme ; EAR ; Fraction acétate d’éthyle ; BR : Fraction n-butanol ;
AR : Fraction aqueuse ; TPC : Polyphénols totaux ; TFC : Flavonoides totaux ; FOL : Flavonoles totaux ; TTC :
Tannins totaux ; CTC : Tannins condensés ; TC : Triterpénes. Les résultats sont exprimés en moyenne £ ET (n =
3). Les valeurs sur la méme colonne avec des lettres exposantes différentes sont significativement différentes
(P<0,05).

La fraction EAR contient les taux les plus élevées de polyphénols totaux, de flavonoides
totaux et de flavonols. Les tanins totaux sont répartis également entre EAR et CR, tandis que
les autres fractions ne contiennent que de petites quantités de ces composés. Les tanins

condensés sont présents dans toutes les fractions en quantité similaire, a lI'exception de la
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fraction EAR qui contient une quantité significativement plus élevée que les autres fractions.
Pour les triterpénes, leur contenu diminue avec l'augmentation de la polarité du solvant, la
quantité la plus élevée se trouve dans la fraction HR tandis que la quantité la plus faible est
observée dans la fraction AR. Les polyphénols totaux des différentes fractions des parties
aériennes de R. sceleratus étudiés par Shahid et al., (2015), ont montré la méme répartition
générale des polyphénols entre les solvants mais avec des quantités différentes, la teneur en
polyphénols dans les fractions chloroforme, acétate d'éthyle et butanol était inférieure a nos
teneurs en polyphénols pour les mémes fractions, tandis que I'nexane et la fraction aqueuse
avaient une teneur en TPC plus élevée que nos fractions correspondantes. La présence de
flavonoides, de tanins et de terpénes a été signalée pour R. arvensis et d'autres especes mais

n'ont pas été quantifiée (Hachelaf et al., 2013; Khan et al., 2017).

Dans les mémes conditions d'extraction (température, temps d'extraction, pH et autres), les
facteurs les plus importants qui affectent le rendement d'extraction, exprimeés en poids / poids
ou en quantité de métabolite extraites, sont le choix du solvant et les propriétés chimiques
(polarité) des molécules a extraire (Do et al., 2013). Les molécules polaires seront plus
solubles dans un solvant polaire tandis que les composés non polaires seront plus susceptibles
d'étre extraits avec un solvant non polaire (Ramawat and Mérillon, 2013). Le méthanol est
un excellent solvant pour I'extraction quantitative des composés phénoliques et peut extraire
différents groupes de polyphénols et de terpénes (Oreopoulou et al., 2019). Le
fractionnement avec des solvants de polarités croissantes peut permettre la séparation des
composés phénoliques en groupes séparés (Rafinska et al., 2019), il a été rapporté que
I’acétate d'ethyle peut dissoudre les diterpénes phénoliques et les flavonoides aglycones
(Oreopoulou et al., 2019), tandis que les triterpenes sont souvent extraits avec des solvants

non polaires (Mutai et al., 2007).
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3.1.3. Activité antioxydants in vitro (Racines)

3.1.3.1. Inhibition des radicaux libres

L'activité de piégeage des radicaux des différentes fractions a été évaluée contre le DPPH,
I'ABTS et le peroxyde dhydrogene, les résultats sont présentés dans le Tableau V. La
fraction d'acétate d'éthyle a présenté une forte activité de piégeage des radicaux libres avec
une ICsxo tres faible pour le DPPH (3,7 £ 0,1 ug / mL) et ’ABTS (80,7 + 3 pg / mL), cette
activité est similaire a celle des antioxydants synthétiques (BHA, BHT) et des composés purs
(quercétine, acide gallique) utilisés comme antioxydants de référence. La fraction
chloroforme a également montré une trés bonne activité antiradicalaire avec une ICso de 19,0
+ 1,0 et de 369,1 £ 19,0 ug / mL pour le DPPH et 'ABTS, respectivement. L'hexane et la
fraction aqueuse ont présenté 1’activité antiradicalaire la plus faible par rapport aux autres

fractions et aux antioxydants standards.

Nous pouvons également voir dans le Tableau V que les antioxydants synthétiques et les
composés purs naturels avaient une activité antiradicalaire similaire contre le DPPH et
I'ABTS. La neutralisation des radicaux libres est I'un des principaux mécanismes par lesquels
les polyphénols exercent leur activité antioxydants (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018). Cette
activité dépend du nombre et de la position des groupes hydroxyle dans le composé testé. Le
piégeage d'un radical libre est réalisé par un don d'atomes d'hydrogéne ou le transfert d’un

électron (Shahidi and Ambigaipalan, 2015).
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Tableau V : Activité antiradicalaire et chélation du fer des différentes fractions des racines de R.

macrophyllus Desf.

DPPH ABTS H20: Chélation du Fer
1Cso (ug/mL)
HR 81,195 9081,0°£112,0 380,0°+ 3,5 2366,0°+ 84,0
CR 19,0°+1,0 369,1°+19,0 709,0™+ 6,0 4978,0°+ 54,0
EAR 3,7%+0,1 80,7%+3,0 645,0°+ 5,0 > 5000
BR 57,7°+2,0 1228,0°+ 33,0 4027,09+34,0 2572,0°+51,0
AR 318,8°+ 4,0 6271,09+ 49,0 >10000 1012,0°+ 30,0
BHA 1,92+ 0,2 41,12+ 0,8 80,82+ 2,0 -
BHT 4,12+ 0,2 38,5+ 0,9 - -
Quércetine 1,32+0,1 19,43+ 0,1 - -
Acide Gallique 0,52+ 0,0 59,02+ 4,0 278,0°+ 7,0 -
EDTA - - - 22,0°+1,0

HR : Fraction héxane ; CR : Fraction chloroforme ; EAR ; Fraction acétate d’éthyle ; BR : Fraction n-butanol ;
AR: Fraction aqueuse; DPPH: 22-diphényl-1-picrylhydrazyl; ABTS: Acide 2,2'-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique); BHA: Hydroxyanisol butylé; BHT: Hydroxytoluéne butylé; EDTA:
L'acide éthyléne diamine tetra-acétique . Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type des triplicatas, les
nombres sur la méme colonne avec différentes lettres en exposant sont significativement différents (p<0,05).

Bien que le peroxyde d'hydrogéne posséde une faible réactivité, il est toujours capable de
nuire aux cellules, par sa capacité de pénétrer la membrane cellulaire et d'oxyder un certain
nombre de molécules a l'intérieur de la cellule. Il peut également réagir avec des métaux de
transition comme le fer pour générer les radicaux hydroxyles, connus pour étre tres réactifs et
destructeurs (Halliwell et al., 2000). En plus d'étre physiologiquement produit dans notre
organisme, le peroxyde d'hydrogéne est également présent naturellement dans les aliments,
I'eau et l'air, ce qui augmente notre exposition a cette espéce réactive (Bhatti et al., 2015a).
Tout cela souligne I'importance de l'activité antiradicalaire contre le peroxyde d’hydrogéne.
L'activité anti-peroxyde d'hydrogene a révélé que HR avait une excellente activité (ICso =
380,0 £ 3,5 ug / mL), avec EAR (ICso = 645,0 = 5,0 pg / mL). Ces deux fractions ont une

meilleure activité de piégeage du peroxyde d'hydrogéne que les autres fractions ; en méme
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temps, leur activité reste nettement inférieure a celle des antioxydants de référence. Une
activité modérée a été observée pour CR avec une ICso égale a 4027 + 34 ug / mL, BR a
I'activité de piégeage du peroxyde d'hydrogéne la plus faible. Il est intéressant de noter que
pour ce test, l'antioxydant synthétique testé (BHA) a un meilleur effet que l'acide gallique
(ICso = 278,0 = 7,0 ug / mL). D'autres especes comme R. arvensis et R. sceleratus, ont
montré des activités antiradicalaires modérées (Khan et al., 2017; Shahid et al., 2015) tandis

que R. reptans a montré une forte activité antiradicalaire (Paudel et al., 2014).

Pour comprendre la relation entre les métabolites secondaires et l'activité antioxydants
observée, et ainsi expliquer la différence entre nos fractions, nous avons effectué une étude de
corrélation (Tableau VI). Nous avons constaté que le DPPH et I’ABTS étaient
significativement corrélés avec les flavonoides totaux (r = 0,99), les polyphénols (r = 0,97) et
les flavonols totaux (r = 0,96), ce qui suggeére que les polyphénols sont les principaux
contributeurs a l'effet anti-radicalaire contre DPPH et ABTS. Ce fait explique aussi les
meilleurs résultats de EAR comparée aux autres fractions, car cette fraction a montré des taux
supérieurs de TFC, TPC et FOL. Nos résultats dans ce cas sont conformes avec ceux de

Kiselova et al., (2006), Li et al., (2009) et Kumar et al., (2014).

Contrairement aux DPPH et ABTS, la capacité d'inhibition du peroxyde d'hydrogéne n'était
pas significativement corrélée a la teneur phénolique des échantillons, elle était méme
négativement corrélée avec la teneur en tanins condensés. Cela peut justifier ’activité modéré
de EAR contre ce radical libre malgré sa richesse en composés phénoliques. La capacité
d'inhibition du peroxyde d'hydrogéne de nombreux extraits de plantes n'est pas toujours liée a

leur teneur en polyphénols (Bayliak et al., 2016).
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Tableau VI : Corrélation de Pearson entre les activités antioxydants et les composés bioactifs.

DPPH ABTS H20: Chélationde fer FRAP  TAC  p-Caroténe

TPC 0,97* 0,98* 0,19 0,24 0,96*  0,95* 0,71
TFC 0,99* 0,99* 0,19 0,33 0,98*  0,92* 0,62
FOL 0,96* 0,96* 0,06 0,55 0,96* 0,84 0,43
TTC 0,70 0,73 0,23 -0,10 0,69 0,83 0,83
CTC 0,84 0,85 -0,28 0,72 0,83 0,64 0,14

TC -0,10 -0,12 0,93* -0,54 -0,06 0,20 0,61

TPC: Polyphénols totaux ; TFC : Favonoides totaux ; FOL : Flavonoles totaux ; TTC :T totaux ; CTC : Tannins
condensés ; TC : Triterpénes.; DPPH: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ; ABTS: Acide 2,2'-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique; H.O,: Peroxide d’hydrogene; FRAP: Pouvoir réducteur; TAC: Capacité
antioxydants totale.* Corrélation significative (p <0,05).

En fait, I'é¢tude de l'activité anti-H.O> de plusieurs polyphénols comme la diosmine et la
narirutine a révélé qu'ils n'avaient pas une telle activité, tandis que d'autres comme la
lutéoline-7-O-rutinoside n'avaient qu'une faible activité anti-H.O, (Sroka et al., 2005). Il
semble que cette activité ait une certaine exigence de structure, en particulier la position des

groupes hydroxyle sur les cycles aromatiques (Sroka et al., 2005).

La capacité des échantillons a piéger le peroxyde d'hydrogéne était significativement corrélée
a la teneur en triterpénes (r = 0,93), ce qui signifie que cette capacité peut étre principalement
attribuée aux triterpénes bioactifs. Cela se refléte dans I’excellente activité de la fraction
hexane contre I’hydrogéne peroxyde, étant une fraction riche en triterpénes. De nombreux
terpenes se sont révélés étre de bons antioxydants, que ce soit dans des études in vitro ou in-
vivo (Gonzélez-Burgos and Gomez-Serranillos, 2012). Les composés bioactifs des
végétaux ne sont pas limités aux polyphénols et cela doit donc étre pris en considération lors

de I'étude de l'activité antioxydants des extraits de plantes.
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3.1.3.2. Chélation du fer

Les différentes fractions ont été testées pour leur capacité de chélation du fer et les résultats
sont présentés dans le tableau V. Toutes les fractions ont montré des capacités de chélation
du fer dose dépendantes et différentes ; les fractions peuvent étre classées selon leur activité
décroissante comme suit: AR> HR> BR> CR> EAR. Par rapport a I'agent de chélation du fer
standard EDTA (ICs égale a 22,0 + 1,0 ug / mL), toutes les fractions ont montré une faible
capacité de chélation du fer. Méme avec la plus grande quantité de polyphénols, 'EAR a
montré la plus faible capacité de chélation du fer. Lors de I'étude de la corrélation (Tableau
V1) entre les composés bioactifs et la chélation du fer, nous n'avons trouvé aucune corrélation
significative entre la chélation du fer et les composeés bioactifs quantifiés, pour les CTC (r =
0,72) la corrélation était élevée, mais non significative ; pour les polyphénols, cela est
conforme a Chai et al., (2014) et Ebrahimzadeh et al., (2008). En fait, tous les composeés
phénoligues ne sont pas de bons agents chélateurs du fer, cette capacité est fortement liée aux
caractéristiques structurelles des composés et la présence de certains groupes fonctionnels

peut entraver ou renforcer cette capacité (Andjelkovi¢ et al., 2006; Zhang and Tsao, 2016).

3.1.3.3 Pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur est basé sur le transfert d'électrons (Huang et al., 2005), c’est un
test qui mesure les réducteurs (antioxydants) présents dans un échantillon sur la base d'une
réaction colorimétrique (Hajimahmoodi et al., 2008). Le pouvoir réducteur de nos fractions

est représenté sur la Figure 18.

De toutes les fractions étudiées, EAR a montré le meilleur pouvoir réducteur avec une valeur
FRAP de 310,4 £ 1,7 ug EAA / mg e.s. Cette valeur est comparable au pouvoir réducteur du

BHT et significativement supérieure aux valeurs de toutes les autres fractions.
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Figure 18 : Pouvoir réducteur des différentes fractions des racines de R. macrophyllus Desf., BHA, quercétine,
acide gallique et BHT. HR : Fraction héxane ; CR : Fraction chloroforme ; EAR : Fraction acétate d’éthyle ;
BR : Fraction n-butanol ; AR : Fraction aqueuse ; BHA : Hydroxyanisol butylé; BHT: Hydroxytoluéne butylé;
QE : Quercétine ; GA : Acide gallique. Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type des triplicatas, les
bars avec des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05).

La fraction CR a enregistré un pouvoir reducteur modére (53,2 + 0,5 ug EAA / mg), tandis
que le pouvoir réducteur des fractions restantes n'a pas dépassé 21,7 + 0,1 ug EAA / mg. Les
antioxydants de référence ont eu une activité plus élevée que nos fractions avec une valeur
maximale enregistrée pour l'acide gallique (1129,0 £ 5,0ug EAA / mg) et une valeur
minimale pour le BHA (434,5 + 4,0 ug EAA / mg). Les composés purs naturels (quercétine,
acide gallique) ont eu un meilleur pouvoir réducteur que les composes synthétiques (BHA,
BHT). L'étude de corrélation n'a révélé aucune relation entre la teneur en triterpénes des
fractions et leur pouvoir réducteur (r = - 0,06), tandis qu'une forte relation significative entre
les flavonoides (r = 0,98), les flavonols (r = 0,96) et la teneur totale en polyphénols des
fractions (r = 0,96) a été trouvé. La corrélation avec les tanins totaux (r = 0,69) et la teneur en
tanins condensés (r = 0,83) etait élevée, mais non significative. On peut donc supposer que
les polyphénols sont les principaux composés responsables du pouvoir réducteur des
fractions, et que la fraction avec le plus de polyphénols, présente le meilleur pouvoir

réducteur, ce qui est en parfait accord avec d'autres études (Balik et al., 2008; Zhang et al.,
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2013; Aklima et al., 2014). Contrairement a nos résultats, Amessis-Ouchemoukh et al.,
(2014) n'ont pas trouvé de corrélation significative entre la teneur en polyphénols et le
pouvoir réducteur. La capacité de réduction de nos échantillons est due a la présence d’agents
réducteurs qui agissent comme donneurs d'électrons, a cet egard, les polyphénols sont connus
pour étre d'excellents donneurs d'électrons (Bendary et al., 2013), leur permettant de piéger
les radicaux libres (Loganayaki et al., 2013). De plus, cette capacité de don d'électrons peut
leur permettre de régénérer ou de réparer d'autres antioxydants oxydés comme la vitamine E

(Shahidi et al., 1992).

3.1.3.4. Capacité antioxydants totale

Le test du phosphomolybdene est un test quantitatif ou la TAC est exprimee en équivalents
d'acide ascorbique. Au contact de nos fractions, le Mo (VI) est réduit en Mo (V) avec
apparition ultérieure du complexe phosphomolybdene (V) de couleur verte. Cette méthode
permet d'évaluer la capacité antioxydants hydrosoluble et liposoluble (Prieto et al., 1999). La
capacité antioxydants totale (TAC) des différentes fractions et des composés standards est
indiquée dans la Figure 19. EAR a présenté la capacité antioxydants totale la plus forte
(360,8 £ 1,3 ug EAA / mg d'extrait) par rapport aux autres fractions. CR et HR ont montré un
TAC modéré avec 210,0 £ 8,9 et 153,9 + 6,4 ug EAA / mg d'extrait respectivement, tandis
que BR (92,6 £ 1,5 ug EAA / mg d'extrait) et AR (84,1 =+ 4,3 ug EAA / mg d'extrait) ont
présenté l'activité la plus faible. L'activité de I'EAR était significativement plus élevée que les
composés standards BHA (284,2 + 2,3 ug EAA / mg d'extrait) et quercétine (242,5 + 7,6 ug
EAA / mg d'extrait), similaire au BHT (352,6 £ 6,1 ug EAA / mg d'extrait), mais toujours
plus faible que l'activité de l'acide gallique (737,0 £ 1,6 ug EAA / mg d'extrait). Dans ce test,
I'acide gallique était meilleur que les antioxydants synthétiques, tandis que la quercétine a

présenté une capacité antioxydants totale inférieure a celle du BHA et du BHT.
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Figure 19 : Capacité antioxydants totale des différentes fractions des racines de R. macrophyllus Desf., BHA,
quercétine, acide gallique et BHT. HR : Fraction héxane ; CR : Fraction chloroforme ; EAR : Fraction acétate
d’éthyle; BR: Fraction n-butanol; AR: Fraction aqueuse ; BHA : Hydroxyanisol butylé; BHT:
Hydroxytoluéne butylé; QE : Quercétine ; GA : Acide gallique . Les résultats sont exprimés en moyenne *
écart-type des triplicatas, les bars avec des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05).

Le TAC de I'EAR suggeére la présence d'antioxydants efficaces dans cette fraction, I'étude de
corrélation a révélé une corrélation significative avec les polyphénols totaux (r = 0,95) et les
flavonoides (r = 0,92), la corrélation avec la teneur totale en tanins (r = 0,83) et les flavonols
(r = 0,84) étaient également élevés, mais non significative. Cela montre que les polyphénols
sont les principaux contributeurs a cette activité. Donc, les différentes performances des
fractions dans ce test sont principalement dues a leurs teneurs différentes en composés
phénoliques. Jan et al., (2013) et Zhao et al., (2014) ont également signalé ce fait, tandis que
Sarikurkcu et al., (2017) ont constaté que la corrélation n'était significative qu'avec les
flavonoides et les flavonols. Le fait que HR ait une meilleure activité que BR, malgré sa
teneur inférieure en polyphénols, peut suggérer I'implication d'autres composés bioactifs dans
I'activité antioxydants totale de la HR. En fait, les caroténoides et 1'a-tocophérol sont parmi
les principaux composés non phénoliques impliqués dans la capacité antioxydants totale des

extraits non polaires (Prieto et al., 1999). Les triterpénes peuvent étre au moins partiellement
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responsables de l'activité de la fraction HR. Sarikurkcu et al., (2017) ont constaté que ces

composés étaient significativement corrélés avec la TAC de plusieurs extraits de plantes.

3.1.3.5. Test de blanchiment du p-carotene

Le B-caroténe est un pigment naturel rouge-orange et un puissant antioxydants, lorsqu'il est
oxydé par un radical ou un agent oxydant, le B-carotene se décolore rapidement. Dans le test
de blanchiment du pB-caroténe, les radicaux sont générés par l'auto-oxydation de I'acide
linoléique en présence d'oxygene, l'ajout d'un autre antioxydants avec le B-caroténe
empéchera ou retardera sa décoloration. Plus I'antioxydants est fort, plus la décoloration est
retardée, cet effet est di a la compétition entre le B-carotene et l'autre antioxydants présent

dans le systéme.

La capacité de nos échantillons et étalons a inhiber le blanchiment au 3-carotene est résumeée
dans la Figure 20. Tous les échantillons ont pu retarder la décoloration de la solution de -
carotene a différentes échelles comme le montre la cinétique de blanchiment du B-caroténe

dans la Figure 20.b et 20.a pour les standards.

EAR et CR ont donné les meilleurs résultats, elles ont inhibé le blanchiment du B-caroténe de
81,0 + 0,5% et 80,2 + 0,8% respectivement, et cela apres 24 h. En méme temps, le taux
d'inhibition des HR était de 59,0 + 0,2% tandis que le taux d'inhibition du BR n'était que de
26,6 = 4,6%. On peut dire qu'aprés 24h, I'effet de la AR était tres faible (12,7 + 1,5%) et
méme similaire au méthanol utilisé comme contrble négatif. L’EAR et la CR ont eu un
meilleur effet que l'acide gallique (71,7 + 5,0%) et les antioxydants synthétiques ont la
meilleure inhibition du blanchiment du pB-carotene. Apres 24h, l'inhibition du BHA était de
96,9 + 2,3% et celle du BHT de 94,4 £ 0,5% (Figure 20.c). Le blanchiment du B-caroténe

était corrélé avec les différents composeés bioactifs dans I'ordre suivant, TTC (r = 0,83)> TPC

82



Chapitre I Résultats et Discussion

(r=0,7)> TFC (r = 0,62)> TC (r = 0,6)> FOL (r = 0,42) > CTC (r = 0,13), mais aucune

n'était significative.
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Figure 20 : Test de blanchiment du p-caroténe des racines R. macrophyllus Desf, (a) Cinétique du blanchiment
du B-caroténe pour le BHA, le BHT, l'acide gallique et le méthanol (MeOH). (b) Cinétique du blanchiment au -
caroténe pour différentes fractions et le méthanol. (¢) Inhibition du blanchiment au B-caroténe apres 24 h pour
les fractions, les standards et le méthanol. HR : Fraction héxane ; CR : Fraction chloroforme ; EAR : Fraction
acétate d’éthyle; BR : Fraction n-butanol ; AR : Fraction aqueuse ; BHA : Hydroxyanisol butylé; BHT:
Hydroxytoluéne butylé; QE : Quercétine ; GA : Acide gallique . Les résultats sont exprimés en moyenne + ET
des triplicatas. Les barres avec une lettre différente sont significativement différentes p<0,05.
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Nous pouvons suggérer que le blanchiment du p-carotene est le résultat d'une synergie entre
les différents composants d'un échantillon. Sarikurkcu et al.,, (2017) ont signalé une
corrélation significative du blanchiment du B-carotene uniquement avec le FOL, mais pas

avec le TPC,le TFC et le TC.

Alors que d'autres tests comme FRAP sont basés sur la capacité de transfert d'électrons des
réducteurs dans un échantillon, le blanchiment du p-caroténe est un test basé sur le transfert
d'’hydrogene (Ni¢iforovié et al., 2017). En fait, les polyphénols sont connus pour réagir avec
les radicaux lipidiques par transfert d'atomes d'hydrogéne (Prior et al., 2005), ainsi la bonne
activité de blanchiment du B-caroténe de nos échantillons reflete leur excellente capacité de

don d'hydrogene.

Nous pouvons voir d'apres les résultats de la figure 20.c que les fractions non polaires (HR et
CR) avaient une meilleure activité que les fractions polaires (BR et AR), cela peut étre
expliqué par la polarité des réducteurs dans les fractions non polaires. En effet, le milieu
réactionnel du B-carotene est une émulsion d'acide linoléique, par conséquent les molécules
non polaires auront un meilleur accés aux radicaux lipidiques que les molécules polaires
(Niciforovi¢ et al., 2017) a cet égard, la richesse des HR et CR en triterpénes liposolubles

doit étre pointés car ils peuvent étre partiellement responsables de cette activité.

3.1.4. Analyse cLC-DAD et LC-MS / MS des composés phénoliques des racines

L'estimation colorimétrique des composes bioactifs et 1’étude de corrélation ont révélé que
I'EAR avait la teneur en polyphénols la plus élevée et les meilleures activités antioxydants.
En outre, la plupart des activités étaient fortement corrélées avec la teneur en polyphénols.
Par conséquent, le profil en polyphénols d'EAR a été étudié a I'aide de LC-DAD capillaires et

LC -MS/ MS.
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Nous pouvons voir dans le tableau VII le mélange de composés identifiés et quantifiés a
partir de la fraction d'acétate d'éthyle des racines de R. macrophyllus Desf. Ce mélange
contient de grandes quantités d'acides phénoliques et de flavonoides. Les deux catégories
d'acides phénoliques étaient présentes, les dérivés d'acide cinnamique tels que I’acide
chlorogénique (3,5 + 0,2mg / g d'extrait sec), caféique (6,7 = 0,4mg / g d'extrait sec), p-
coumarique (3,0 £ 0,1mg / g d'extrait sec) et I’acide trans-férulique (2,1 £ 0,1mg / g d'extrait
sec); et les dérivés d'acide benzoique comme l'acide gallique (9,27 + 0,6 mg / g d'extrait sec)
et l'acide dihydroxybenzoique (8,1 + 0,2 mg / g). Les flavonoides identifiés étaient
I'nespéridine (5,9 + 0,6 mg / g) et la rutine, cette derniére n'a été détectée que par LC-MS /
MS, cela peut s'expliquer par la sensibilité de la méthode pour ce composé particulier, le

stilbene resvératrol (3,3 £ 0,2 mg / g d'extrait sec) a également été identifiée.

D’apres la littérature consultée il semblerait que les composés mentionnés soient identifiés et
quantifiés pour la premiere fois dans les racines de R. macrophyllus Desf. L'acide trans-
férulique a été détecté dans R. muricatus (Da-Cheng, 2018), tandis que I'acide p-coumarique
et I'acide gallique ont également été précédemment détecté dans les racines de R. ternatus
(Deng et al., 2013; Da-Cheng, 2018). L'acide caféique et la rutine ont été signalés pour R.
arvensis (Bhatti et al., 2015a). En se basant sur la littérature (en particulier des revues sur le
genre Ranunculus, Aslam et al., 2012 et Da-Cheng, 2018), il semblerait que I'nespéridine,
I'acide chlorogénique et le resvératrol sont détectés pour la premiére fois dans le genre

Ranunculus.
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Tableau VII : Conditions optimisées pour I'analyse cLC-DAD et LC-MS / MS des polyphénols des racines R. macrophyllus Desf : résultats d'identification et

de quantification.

Composé cLC-DAD LC-MS/MS
Rt, uv e, Quantité Rt, lon Précurseur, m/z Transition de Transitions de Confirmation Quantité extraite
min nm extraite (mg/g  min [M—H]~ Quantification (mg/g extrait sec)
extrait sec) lon produit I, lon produit  lon produit I1I,
m/z(Ce, eV)° I, m/z (Ce, m/z(Ce,eV)"
eV)P
A. Gallique 3,7 292 9,3+ 0,6 6,25 169,00 125,10 (19) 79,05 (23) 53,10 (20) LOD®
A. Dihydroxybenzoique 5,09 260 8,1+ 0,2 10,22 153,00 109,05 (16) 108,10 (25) 53,05 (25) LOD
A. Chlorogénique 8,29 260 3,5£0,2 16,76 353,10 191,05 (16) 85,10 (44) 93,1 (42) LOD
A. Caféique 10,44 310 6,7+ 0,4 18,07 179,00 135,05 (18) 134,00 (30) 89,05 (34) LOD
A. p-Coumarique 12,95 310 3,0£0,1 23,00 163,00 119,05 (17) 93,05 (31) 117,10 (34) LOD
A. Trans-Férulique 13,74 310 2,1+0,1 23,98 193,20 134,00 (18) 178,00 (17) 149,10 (15) LOD
Hespéridine 15,35 292 5,9+ 0,6 27,56 609,10 301,15 (23) 286,15 (48) 164,05 (55) LOD
Rutine - - nd 28,47 609,00 300,10 (42) 300,95 (33) 271,05 (45) LOD
Resvératrol 17,18 310 3,3£0,2 30,71 227,10 143,10 (25) 113,00 (10) 69,10 (21) n.d

2 _ongueur d'onde utilisée pour la quantification.

b Energie de collision en électron-volt

¢ LOD: déterminé aux niveaux de la limite de détection de la méthode; n.d: non détecté; Rt: temps de rétention
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Il est essentiel de souligner I'importance des composés identifiés, car ils sont largement
répandus dans les fruits et Iégumes et constituent donc 1’'un des groupes de polyphénols les
plus courants dans I’alimentation humaine. En fait, les quantités trouvées dans notre étude
sont similaires ou supeérieures a celles trouvées dans les sources de polyphénols courantes. La
quantité de resvératrol trouvée est similaire aux niveaux de resvératrol dans les pépins de
raisin rouge et blanc (Counet et al., 2006), dans la méme étude, nous pouvons voir que la
quantité d'acide trans-férulique dans I'extrait de chocolat (2,4 £ 0,1 mg / g d’extrait sec) est
similaire a la quantité que nous avons trouvée dans la présente étude (2,1 £ 0,1 mg/gde). La
quantité d'hespéridine, connue sous le nom de glucoside d'écorce d'orange, dans notre étude
était supérieure a sa quantité dans Citrus mitis Blanco (1,5 £ 0,2 mg / g de) (Lou et al.,
2014), les quantités d'acide gallique et d'acide trans-férulique dans les écorces d'ananas sont
inférieures a la quantité que nous avons trouvée dans les racines de R. macrophyllus Desf. (Li
et al., 2014). La teneur en acide caféique est presque 30 fois plus élevée que dans les racines
de betterave rouge (Beta vulgaris) tandis que la teneur en acide chlorogénique est 17 fois plus
élevée que dans les tiges de betterave rouge (Ben haj koubaier et al., 2014). De plus, les
racines de R. macrophyllus Desf. contiennent de bonnes quantités de dérivés d'acide
hydroxybenzoique, c'est tres important surtout quand on sait que les niveaux de ces composes
sont trés faibles dans les plantes comestibles, sauf dans certains fruits rouges (Gémez-
Maqueo et al., 2018). Les racines R. macrophyllus Desf. Constituent donc une bonne source
de dérivés d'acide hydroxybenzoique. lls peuvent étre considérés également comme une
source appréciable de polyphénols de haute valeur ayant un intérét potentiel dans I'industrie
cosmétique, pharmaceutique et alimentaire, comme l'acide trans-férulique, I'hespéridine et le

resvératrol.
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Malgré les tres bons résultats obtenus et a cause du trés faible rendement de la fraction active

EAR et son insolubilité dans les solutions aqueuse nous avons interrompu les tests sur cette

fraction.

3.2. Fractionnement bio-guidé des parties aeriennes
3.2.1. Rendements d'extraction et de fractionnement
La macération a température ambiante de la poudre végétale des parties aériennes a donné un
extrait méthanolique brut verdatre semi-solide qui représente 22,35% (p /p matiére séche). La
séparation liquide-liquide de I'extrait méthanolique avec des solvants de polarité croissante a
donné cinq fractions avec les rendements suivants 12,72% (RM-H), 0,67% (RM-CH), 3,1%

(RM-EA), 12,03% (RM-B), 61,46% (RM-Aq) (Figure 21).
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Figure 21 : Rendements des différentes fractions de I'extrait méthanolique de Ranunculus macrophyllus Desf.
RM-H : Fraction héxane; RM-CH: Fraction chloroforme; RM-EA: Fraction acétate d’éthyle; RM-B :
Fraction n-butanol ; RM-Aq : Fraction aqueuse.

Les travaux antérieurs sur R. peltatus ont rapporté un rendement de 3,7% (p/p de matiere
fraiche) pour I'extrait méthanolique brut et pour les fractions les rendements suivants ont été
obtenus, n-hexane (4%), chloroforme (9%), acétate d'éthyle (4%) n-butanol (5%) et aqueux
(78%) (Prieto et al., 2008). Montrant des rendements inférieurs pour I'extrait méthanolique
brut, I'nexane et le n-butanol, des rendements superieurs pour le chloroforme et des
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rendements similaires pour l'acétate d'éthyle et la fraction aqueuse par rapport a nos résultats.
Pour R. sceleratus, Shahid et al., (2015) ont rapporté 12,2% (p / p de matiere séche) pour
I'extrait méthanolique brut tandis que pour les différentes fractions, les rendements étaient de
15,21% pour I'nexane, 19,02% pour le chloroforme, 21,73% pour l'acétate d'éthyle, 10,86
pour le n-butanol et 21% pour la fraction aqueuse. Ces rendements sont inférieurs pour
I'extrait méthanolique brut et la fraction aqueuse, plus élevés pour l'acétate d'éthyle et le
chloroforme et similaires pour le n-butanol et I'nexane. De nombreux facteurs influencent le
rendement d'extraction, y compris le solvant d'extraction, la zone de croissance de la plante,
le stade de maturité de I'échantillon récolté, la manipulation post-récolte est également un

facteur clé (Siddhuraju and Becker, 2003).

3.2.2. Colorimétrie des composés bioactifs
Les fractions résultantes de la séparation liquide-liquide ont été soumises a des dosages
colorimétriques pour estimer leurs teneurs en métabolites secondaires et les résultats sont

présentés dans le Tableau VIII.

La fraction d'acétate d'éthyle contient des niveaux trés élevés de composés phénoliques et de
triterpenes. Elle présente la plus grande quantité de polyphénols totaux (413,0 = 4,0 EAG /
mg d'extrait), de flavonoides totaux (49 + 1 EQ / mg d'extrait), de flavonols (263,6 + 0,6 ER /
mg d'extrait) et de tanins condensés (92 £ 1 EC / mg d'extrait). La fraction d'hexane, quant a
elle, présente la teneur la plus élevée en tanins totaux (69 + 2 EAT / mg d'extrait) et des

triterpenes (74 £ 6 EAU / mg d'extrait).
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Tableau VIII : Estimation colorimétrique de la teneur en métabolites secondaires des différentes
fractions de Ranunculus macrophyllus Desf.

TPC TFC FOL TTC CTC TC

Mg EAG/mg  HgEQ/mg HgER/mg  ugEAT/mg pgEC/mg  pg EAU/mMg

extrait sec extrait sec  extraitsec extrait sec extraitsec  extrait sec
RM-H 21,8°+0,7 6,899+0,09 7,0%1,0 69,0%+2,0 84,0%+7,0 74,02+ 6,0

RM-CH 245,0°+7,0 160°+1,0 139905 29,0°+4,0 66,0°+6,0 40,6"+0,5
RM-EA 413,0°+4,0 49,0°+1,0 2636°+0,6 15°%0,1 92,0°+1,0  70,0°+2,0
RM-B 256,0" £7,0 40,0°£2,0 159,0°t50 6,0°%1,0 76,0°£6,0 27,6°¢0,9

RM-Aq 25,0°¢1,0 5,09+0,7 279°¢05  2,2°+0,7 39,6+0,7 17,2%+0,5

RM-H : Fraction héxane ; RM-CH: Fraction chloroforme; RM-EA: Fraction acétate d’éthyle; RM-B:
Fraction n-butanol ; RM-Aq : Fraction aqueuse. TPC: Teneur total en polyphénols; TFC: Teneur totale en
flavonoides; FC: Teneur en flavonol; TTC: Teneur totale en tanins; CTC: Teneur en tanins condensés; TC:
Teneur en triterpenes. Les résultats sont exprimés en moyenne + ET (n = 3). Les valeurs sur la méme colonne
avec différentes lettres en exposant sont significativement différentes (p<0,05).

La fraction aqueuse semble étre la plus pauvre parmi toutes les fractions car elle contient de
faibles quantités de toutes les classes de métabolites secondaires. Le TPC des différentes
fractions de R. sceleratus a été étudié par Shahid et al., 2015 et les résultats obtenus étaient
les suivants : 24 + 1 ug EAG / mg d'extrait pour la fraction hexane, 73,3 ug EAG / mg
d'extrait pour la fraction chloroforme, 97,1 ug EAG / mg d'extrait pour la fraction d'acétate
d'éthyle, 79,6 et 64,6 ug EAG / mg d'extrait pour le n-butanol et la fraction aqueuse. Les
résultats retrouvés par Shahid et al., 2015 suggerent la méme répartition générale des
composés phénoliques entre les différentes fractions mais avec des quantités plus faibles. La
polarité du solvant détermine la nature des molécules extraites (Ashraf et al., 2016). Il est
également important de noter que les différentes propriétés chimiques des différentes classes

de molécules affectent leur extractibilite (Ramawat and Mérillon, 2013).
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3.2.3. Activité antioxydants in vitro
3.2.3.1. Inhibition des radicaux libres
L’activité antiradicalaire des différentes fractions a été testée contre le DPPH, ABTS et le

peroxyde d’hydrogene et les résultats sont résumés dans le tableau IX.

Tableau IX : Activité antiradicalaire et chélation du fer des différentes fractions des parties aériennes
de R. macrophyllus Desf.

DPPH ABTS H20: Chélation du Fer
I1Cso (Mg/mL)

RM-H 46,8+ 8,2 1533,6%+ 69,8 391,19 14,1 810,3*+7,9
RM-CH 31,8+ 1,7 175,9°+ 10,1 306,6° 13,5 > 15000
RM-EA 1,6°+0,2 775+ 14 190,0° + 13,7 6067,5°+ 794,0

RM-B 4,2°°+0,2 247,4°+ 10,8 625,6°+ 13,6 2069,4°+ 269,9
RM-Aq 10,7°+1,6 812,6° 38,0 4186,8"+ 8,7 792,9°+ 25,4

BHA 19%+0,2 41,1°+0,8 80,8°+2,0 -
BHT 4,1%+0,2 38,5+ 0,9 - -
Quércetine 13*+0,1 19,4°+ 0,1 - -
Acide Gallique 05*+0,0 59,0+ 4,0 278,0°+7,0 -
EDTA - - - 22,0°+1,0

RM-H : Fraction héxane; RM-CH : Fraction chloroforme; RM-EA : Fraction acétate d’éthyle; RM-B:
Fraction n-butanol ; RM-Aq : Fraction aqueuse. DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ; ABTS: Acide 2,2'-
azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique); BHA: Hydroxyanisol butylé; BHT: Hydroxytoluene butylé;
EDTA: L'acide éthyléne diamine tetra-acétique . Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart
type de triplicatas. Les valeurs dans la méme colonne avec des différents chiffres en exposant sont
significativement différents (p<0,05).

La fraction RM-EA a montré une activité antiradicalaire exceptionnelle contre les trois
radicaux libres testés dans 1’ordre suivant DPPH (1,6 ng/mL) > ABTS (77,5 pg/mL) > H.0>
(190 pg/mL) avec des ICsq tres basse. Dans tous les cas, ’activité de cette fraction était
similaire ou significativement supérieure a celle des antioxydants standards naturels et
synthétiques. L’activité des fractions RM-B et RM-CH était modéréee contre les trois radicaux
libres. Il est tout de méme intéressant de mentionner que pour le peroxyde d’hydrogene la

fraction RM-CH (306,6 pg/mL) a donné une activité similaire a celle de I’acide gallique.
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Bien que, ’activité de la fraction RM-H était faible contre le DPPH et I’ABTS, cette fraction
a montré une activité modérée contre le peroxyde d’hydrogeéne (391,1 pg/mL), alors que La

fraction RM-Aq a montré une activité antiradicalaire faible contre tous les radicaux testés.

Les mémes fractions obtenues de R. scleratus (Shahid et al., 2015) ont généralement exhibé
une faible activité contre le radical DPPH. L’extrait methanolique de R. arvensis (Khan et
al.,2017) et les fractions hexane et éthyle acétate de R. marginatus et R. sprunerianus (Kaya
et al., 2010) ont montré une faible activité antiradicalaire contre le DPPH. Alors que les
extraits éthanoliques de R. sardous et R. ficaria (Neag et al., 2017) ont montré une meilleure
activité contre le radical ABTS. De méme, I’extrait chloroformique de R. arvensis a montré
une meilleure activité contre le peroxyde d’hydrogéne que la méme fraction dans notre étude.
La différence entre les résultats peut étre expliquée d’abord par la méthode d’extraction et la
nature du solvant utilisé et en cas d’utilisation de la méme méthode d’extraction, la variation
de la composition chimique entre les différentes especes reste un facteur déterminant (Righi

et al., 2020).

3.2.3.2. Chélation du fer

La capacité des différentes fractions a lier les ions de fer a été testée et les résultats sont
montrés dans le tableau IX. La fraction d’hexane (ICso: 810,3 + 7,9 pug/mL) et la fraction
aqueuse (792,9 + 25,4 ug/mL) ont présenté la meilleure capacité a chélater les ions de fer,
leur effet est similaire a celui de ’EDTA (agent chélateur du fer) qui a une ICspde 22 £ 1
Hg/mL et ¢ca malgré leurs taux faibles en composés phenoliques. Les Fractions acétate
d’éthyle et de butanol ont exhibé une faible capacité a lier les ions de fer avec un effet dose

dépendant, alors que la fraction de chloroforme n’a montré aucun effet dose dépendant (IC50>

15000 pg/mL).
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3.2.3.3. Pouvoir réducteur
L'un des mécanismes d'action des polyphénols est le don d’hydrogene ou d’électrons, cette

capacité a été estimée pour nos fractions a l'aide du test du pouvoir réducteur (Figure 22).

Parmi les cing fractions étudiées, la fraction d'acétate d'éthyle se distingue par son pouvoir
réducteur exceptionnel de 514 + 8 ug EAA / mg d'extrait meilleur que le pouvoir réducteur
de l'antioxydant synthétigue BHA. Un pouvoir réducteur modéré a été observé pour la
fraction butanol (148 + 4 ug EAA / mg d'extrait) et la fraction chloroforme (76 + 8 ug EAA /
mg extrait), tandis que la fraction aqueuse et la fraction hexane ont montré le pouvoir
réducteur le plus faible. L'acide gallique a montré le pouvoir réducteur le plus fort. L'extrait
éthanolique de R. Laetus a montré un pouvoir réducteur modéré (152,1 ug EAA / mg

d'extrait) par rapport a nos résultats (Khalid et al., 2016).
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Figure 22 : Pouvoir réducteur des différentes fractions de R. macrophyllus Desf et des standards. RM-H :
Fraction hexane ; RM-CH : Fraction chloroforme ; RM-EA : Fraction acétate éthyle ; RM-B : Fraction butanol ;
RM-Aq : Fraction aqueuse ; QE : Quercétine ; GA : Acide gallique ; BHA : Hydroxyanisole butylé. Les bars
avec des lettres différentes sont significativement différentes (p< 0,05)

Bhatti et al., (2015) ont étudié le pouvoir réducteur de I'extrait hydro-méthanolique de R.

arvensis et l'ont trouvé également modére (283,9 ug EAA / mg d'extrait). Le pouvoir

93



Chapitre Il Résultats et Discussion

réducteur affiché par les différentes fractions pourrait étre dd a la présence de réducteurs dans

nos fractions.

3.2.3.4. Capacité antioxydants totale

La capacité antioxydants totale (TAC) des différentes fractions des parties aériennes de R.
marophylus Desf. a été évaluée en utilisant la méthode du phosphmolybdene (Figure 23). La
fraction acétate d'éthyle a présenté une puissante capacité antioxydants total (TAC) de 447 +
7 ug EAA / mg d'extrait, ce qui est nettement supérieur au TAC présenté par les composés de
référence BHA, BHT et quercétine, mais elle reste nettement inférieure au TAC d’acide
gallique (754 £ 7 ug EAA / mg d’acide gallique). La fraction butanol a montré un TAC plus
élevé que la quercétine, tandis que I'effet de la fraction chloroforme était similaire a celui de
la quercétine. Les fractions hexane et aqueuses ont montré un TAC modéré avec 158,17 +

4,92 et 118,83 + 1,89 ug EAA / mg d'extrait.
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Figure 23 : Capacité antioxydants totale des différentes fractions de R. macrophyllus Desf et des standards.
RM-H : Fraction hexane ; RM-CH : Fraction chloroforme ; RM-EA : Fraction acétate éthyle ; RM-B : Fraction
butanol ; RM-Aq : Fraction aqueuse ; QE : Quercétine ; GA : Acide gallique ; BHA : Hydroxyanisole butylé ;
BHT : Hydroxytoluene butylé. Les résultats sont exprimés en moyenne + ET des triplicatas. Les bars avec des
lettres différentes sont significativement différentes (p< 0,05)

94



Chapitre Il

3.2.3.5. Test de blanchiment du p-caroténe

Résultats et Discussion

L'activité antioxydants des fractions et des différents standards a été évaluée sur la base de

leur capacité a inhiber la peroxydation lipidique dans le systeme

(systéeme de type lipidique) (Figure 24).
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Figure 24 : Test de blanchiment au B-caroténe des parties aériennes de R. macrophyllus Desf, (a) Cinétique du
blanchiment au p-carotene pour le BHA, le BHT, I'acide gallique (GA) et le méthanol (MeOH). (b) Cinétique du
blanchiment au B-caroténe pour différentes fractions, le méthanol et 1’eau. (c) Inhibition du blanchiment au f-
caroténe apres 24 h pour les fractions, les standards et le méthanol (MeOH). RM-H : fraction hexane ; RM-CH :
fraction chloroforme ; RM-EA : fraction acétate éthyle ; RM-B : fraction butanol ; RM-Aq : fraction aqueuse ;
GA : acide gallique ; BHA : hydroxyanisole butylé ; BHT : hydroxytoluéne butylé. Les résultats sont exprimés
en moyenne + ET des triplicatas. Les barres avec une lettre différente sont significativement différentes

(p<0,05).
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Les résultats présentés dans la Figure 24.c ont montré que la meilleure inhibition du
blanchiment du B-caroténe est présentée par la fraction d'acétate d'éthyle avec 86,2+1,1%
apres 24 h d'incubation. Un effet similaire a été obtenu par la fraction chloroforme avec une
inhibition Iégerement inférieure de 82,3 £ 1,8%. La fraction butanol a montré une inhibition
de 76,2 £ 3,7% et l'inhibition de la fraction héxane était de 65,5 + 5,9%, tandis que
I'inhibition de la fraction aqueuse a chuté de maniere drastique aprées 24 heures a 22,9 + 0,4%.
La cinétique des différentes fractions, standards et contréles est représentée sur la figure 24.a
et 24.b. Les antioxydants standards, BHA et BHT ont produit le méme effet avec les
inhibitions suivantes 97 + 2 % et 94,5 = 0,6 %, respectivement. Cet effet est nettement
meilleur que celui de toutes nos fractions et l'acide gallique, ce dernier n'a montré qu'une
inhibition modérée, 72 + 5%, celle-ci est similaire a la fraction hexane mais significativement

inférieure a l'effet des fractions acétate d'éthyle, butanol et chloroforme.

3.2.3.6. Etude de Corrélation

Le Tableau X présente les résultats de corrélation entre les différentes activités et les

composés bioactifs des parties aériennes de R. macrophyllus Desf.

L’ABTS s’est avéré étre significativement corrélé avec le contenu en polyphénols totaux (r :
0,93), alors que le DPPH était plutot corrélé avec les flavonoides (r : 0,88) et les flavanols
totaux (r: 0,97). La corrélation de I’ABTS avec les flavonoides et les flavanols totaux et le
DPPH avec polyphénols totaux reste tres élevé mais non significative. Bien que, le peroxyde
d’hydrogéne n’a montré aucune corrélation significative avec les composés bioactifs
quantifiés, il a tout de méme une corrélation élevée avec les tannins condensé (r : 0,78), les
triterpenes (r : 0,77) et les polyphénols totaux (r : 0,76), ce qui peut indiquer que cette activité
est le résultat d’une synergie entre les différentes classes de composés bioactifs. En générale,

I’é¢tude de corrélation a révélé que les composés phénoliques sont les majeurs contributeurs a
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I’activité antiradicalaire de nos fractions ce qui explique aussi les différentes performances

des fractions dans les différents tests.

Tableau X : Etude de corrélation entre les différentes activités des fractions des parties aériennes et
les composés bioactifs

DPPH ABTS HxO, Chélation FRAP TAC B-Carotene

TPC 0,80 0,93* 0,76 -0,99* 0,87 0,96* 0,76
TFC 0,88* 0,81 0,60 -0,99* 0,87 0,91* 0,66
FOL 0,97* 0,82 0,57 -0,98* 0,93* 0,88* 0,48
TTC -0,58 -0,47 0,04 0,53 -0,50 -0,41 0,12
CTC 0,52 0,53 0,78 -0,61 0,59 0,68 0,83

TC 0,33 0,38 0,77 -0,22 0,42 0,44 0,55

*Corrélation significative

Pour la chélation du fer I’étude a révélé une corrélation négative significative avec TPC, TFC
et FOL et une corrélation modérée avec les TTC (r : 0,53). Comme expliqué précédemment
pour les fractions des racines de R. macrophyllus Desf. tous les composés phénoliques ne
sont pas dotés de la capacité de lier les ions de fer puisqu’elle dépend fortement de la
structure du composé lui-méme, par exemple la présence de groupements hydroxyle sur les
cycles A et C des flavonoides renforce cette activité, alors que dans le cas des acides hydroxy
benzoiques, le groupe carboxylique directement lié au cycle benzénique peut réduire cette
activité (Andjelkovi¢ et al., 2006). L'activité antioxydants in vitro ,évaluée par la méthode du
molybdéne, était significativement corrélée avec les polyphénols totaux (r: 0,96), les
flavonoides (r: 0,91) et les flavonols (r: 0,88), ce qui suggére que ces composés sont les
principaux contributeurs a cette activité. Les résultats sont conformes avec ceux de Palakkal

etal., (2017) ;Kasangana et al., (2015) et Abdel-Hameed, (2009).

La corrélation du pouvoir réducteur avec les composés phénoliques était élevée avec les
polyphénols totaux et les flavonoides, mais n'était significative qu'avec la teneur en flavonols

(r: 0,93), ceci est en accord avec les résultats d'autres études comme Vieito et al., (2018) ;

97



Chapitre Il Résultats et Discussion

Makris et al., (2007) ; Skotti et al., (2014) et Palakkal et al., (2017) mais contredisent
celles d'’Amessis-Ouchemoukh et al., (2014) qui ont trouvé une corrélation négative avec le

contenu phénolique.

Une corrélation positive mais non significative a été trouvée entre le test du p-carotene et les
différentes classes de composeés bioactifs, la meilleure corrélation a été enregistrée avec les
tanins condensés totaux avec r = 0,83, suivi du contenu phénolique total (r = 0,76), plusieurs
auteurs comme Maisarah et al., (2013); Khan et al., (2012) et Nickavar and Esbati, (2012)
indiquent aussi I’absence d’une corrélation significative entre I'inhibition du blanchiment du
B-carotene et les composés phénoliques, tandis que Goulas and Manganaris, (2012) ont
trouvé une bonne corrélation avec les flavonoides totaux (0,88). L'activité antioxydants telle
que evaluée par les différents tests a montré une bonne corrélation, bien que non significative,
avec les triterpenes et les tanins condensés, tandis que la corrélation était faible a negative

avec la teneur en tanins totaux.

3.2.4. Analyse cLC-DAD et LC-MS / MS des composés phénoliques

Une méthode combinant la chromatographie liquide capillaire haute performance en phase
inversée avec détection photodiodes (cLC-DAD) et LC-MS/MS a éte utilisée pour identifier
les composés phénoliques dans les parties aériennes de R. macrophyllus Desf. Les
polyphénols ont été déterminés par cLC-DAD et les résultats obtenus ont été analysés a l'aide
de plusieurs outils chimio-métriques (Tableau XI). Les flavonols comme la rutine, la
quercétine, la myricétine et le kaempférol, les flavonoides comme I'hespéridine, les acides
hydroxibenzoiques comme l'acide gallique et les acides hydroxicinnamiques comme les
acides p-coumarique, trans-férulique, chlorogénique et caféique ont été retrouvés et
quantifiés dans différentes fractions de I'extrait brut méthanolique de R. macrophyllus Desf.
La myricétine et la quercétine étaient les polyphénols les plus abondants retrouvées dans la

fraction d'acétate d'éthyle avec des concentrations de 70 = 4 mg / g d'extrait sec et de 61 £ 9
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mg / g d'extrait sec, respectivement. La myricétine a été détectée exclusivement dans la
fraction d'acétate d'éthyle tandis que l'acide caféique a été retrouvé uniquement dans la
fraction butanolique qui contenait également de la rutine comme principal composé avec
10,86 £ 1,7 mg / g d'extrait sec. La fraction chloroforme ne contenait que du kaempférol, de
la quercétine et de I'nespéridine en tant que composé principal (50,84 + 8,60 mg / g d'extrait
sec). Aucun des composés étudiés n'a été identifié dans la fraction aqueuse, tandis que seule

la quercétine a été identifiée dans la fraction hexane.

L'activité antioxydants in vitro semble étre liée a la teneur phénolique des fractions étudiées
(Skotti et al., 2014). L'analyse chromatographique a révélé la richesse des fractions en
différentes classes de composés phénoliques notamment les fractions d'acétate d'éthyle et de
butanol, des composés comme la rutine, I'hespéridine, la myricétine, le resévératrol et le
kaempférol, retrouvés dans les fractions, sont connus pour étre d'excellents antioxydants.
Généralement, leurs activités peuvent s'expliquer par leurs interactions avec les radicaux
DPPH" ou les ions métalliques et leur action comme des donneurs d'électrons ou d'hydrogéne
qui réduisent les radicaux libres et arrétent la génération de nouveaux radicaux (Skotti et al.,

2014 ; Pereira et al., 2009).

En se basant sur les résultats obtenus et I'étude de corrélation, il apparait que les composeés
phénoliques peuvent étre des contributeurs majeurs a l'activité antioxydants globale des
extraits de la plante d’intérét mais, ils pourraient ne pas étre les seuls acteurs et la présence
d'autres antioxydants non-phénoliques tels que les triterpénes bioactifs doit étre soupconnée,
de plus il peut y avoir des interactions antagonistes ou synergiques entre les composes
phénoliques et d'autres composés comme les glucides, les protéines, etc. (Odabasoglua et

al., 2005).
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Tableau X1 : Polyphénols identifiés et quantifiés dans les différentes fractions de R. macrophyllus
Desf. en utilisant cLD-DAD et LC-MS/ MS

cLC-DAD RM-H RM-CH RM-EA RM-B RM-Aq
Compound RT (min)  UV?(hm) Quantité extraite (mg/g extrait sec)
A. gallique 2,9 292 - - 101 1,704 -
A. Chlorogénique 6,4 260 - - 8+3 20+09 -
A. Caféique 8,9 310 - - - 1,3+0,2 -
A. p-coumarique 10,2 310 - - 9,7+0,7 2,16 £ 0,04 -
A. Férulique 11, 310 - - 91+1.2 0,90 + 0,02 -
Rutine 13,8 365 - - 44 +5 11+2 -
Myricétine 14,5 365 - - 69+4 - -
Hesperidine 14,6 292 - 519 47+ 6 50£0,3 -
Resveratrol 15,3 310 - - 75+0,9 0,24 +0,08 -
Quercétine 17,1 365 8+2 6,2x0,6 61+8 - -
Kaempferol 18,6 365 - 6,7+13 1,09 £0,14 - -

a Longueur d'onde utilisée pour la quantification. RM-H : Fraction hexane ; RM-CH : Fraction chloroforme ;
RM-EA : Fraction acétate éthyle ; RM-B : Fraction butanol ; RM-Aq : Fraction aqueuse; RT: Temps de
rétention

3.2.5. Analyse des composantes principales
Pour mieux résumer tous les résultats et relier les activités aux composés et aux solvants
d’extraction, une analyse chimio-métrique a été menée en utilisant ’analyse des composantes

principales (Figure 25).

En conséquence, trois composantes principales expliquent 100% de la variance totale des
données (PC1 73,9%, PC2 15% et PC3 11,1%). La figure 25 montre le biplot 3D de la
relation entre les fractions des différents solvants et les variables évaluées. Comme on peut
I'observer, chaque fraction apparait dans une zone différente du biplot. La fraction acétate
d'éthyle (RM-EA) a montré la plus grande quantité de resvératrol, quercétine, myricétine,
acide chlorogénique, acide trans-férulique, acide p-coumarique et acide gallique, ainsi que les

valeurs les plus élevées de FRAP, 1 / DPPH ICso, CTC (tanins condensés) et TTC (tanins
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totaux).

BRM-CHeampferol

Componente 3

Componente 2

Figure 25: Biplot de I'évaluation simultanée de la relation des différentes fractions et charges (activité
antioxydants, triterpénoides totaux et polyphénols totaux et polyphénols individuels). TPC (teneur totale en
polyphénols), TFC (teneur totale en flavonoides), FC (teneur en flavonols), TTC (teneur totale en tanins), CTC
(teneur en tanins condensés), TC (teneur en triterpénoides), TAC (capacité antioxydants totale), 1 / DPPH ICsg
(puissance antiradicalaire).

De plus, la fraction butanol (RM-B) a montré de grandes quantités d'acide caféique et des
valeurs élevées d'indice TFC (flavonoides totaux). La fraction chloroforme (RM-CH) a été
regroupée dans la direction opposée aux autres variables (polyphénols, composés individuels,
FC (teneur en flavonols), teneur en CTC, activité antioxydants FRAP et 1 / DPPH ICsp et a
présenté le kaempférol comme polyphénol le plus extrait par rapport aux autres fractions.
D'autre part, la fraction hexane (RM-H) se distingue par les teneurs les plus élevées en TC

(teneur totale en triterpénes).

Suite au fractionnement bio-guidé et aux résultats obtenus, les fractions acétate d’éthyle
(RM-EA) et de n-butanol (RM-B) ont étaient sélectionnées comme les fractions les plus
actives et seront sélectionnées par conséquent pour plus d’études en détails dans les

prochaines parties de ce travail.
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3.3. Etudes toxicologiques

3.3.1 Effet larvicide

La toxicité genérale du mélange de composés identifiés dans RM-B et RM-EA a d'abord été
testée sur les larves des crevettes de saumure (Artemia salina) qui est un simple organisme
invertébré marin (Tableau XI1), ce test est fiable, peu colteux, facile et couramment utilisé
pour tester le potentiel toxique des extraits de plantes et d'autres produits chimiques (Al-
Saeedi et al., 2017). RM-EA et RM-B ont présenté une forte toxicité dose-dépendante envers
les larves de crevettes saumurées. De 1 a 50 ug / mL, RM-EA était considérée comme non
larvicide, avec un taux de mortalité inférieur a 50%. Un effet larvicide élevé a été observé a
une concentration de 100 pg / mL, tandis qu'a 500 et 1 000 pug / mL, RM-EA était
extrémement larvicide pour les larves de I’Artémie (Choi, 2017). En se basant sur l'effet

dose-dépendant de RM-EA, la CLso obtenue était de 59,7 + 9,1 pg/mL.

De méme la fraction RM-B a aussi présenté une toxicité dose-dépendante mais a moindre
échelle sur les larves d’Artemia salina. De 1 a 100 pg / mL, la RM-B était considérée comme
non larvicide, avec un taux de mortalité inférieur & 50%. Un effet larvicide élevé a été
observé a une concentration de 500 pug / mL, tandis qu'a 1 000 pug / mL, RM-B était
extrémement larvicide pour les larves d’Artemia salina, la CLso obtenue était de 164,0 + 8,3

Mg/ mL. Statistiquement RM-EA est significativement plus larvicide que RM-B.

Les extraits méthanoliques et éthanoliques de R. constantinapolitanus et I'extrait d'acétate
d'éthyle de R. isthmicus n'étaient pas actifs sur les larves de 1’artémie (CLso> 1000 pg / mL)
(Erdogan, 2008). Alors que la CLso de difféerents extraits de R. arvensis était entre 384 et
plus de 1000 pg / mL, montrant une toxicité modérée a faible pour les larves d’Artemia
salina (Bhatti et al., 2015b). L'effet larvicide des fractions peut étre attribué a la présence de
composés cytotoxiques tels que les composés phénoliques, les flavonoides, les lactones

sesquiterpéniques et les terpénoides. Certains polyphénols (naringine et quercétine) se sont
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révéles non larvicides pour les crevettes de saumure, néanmoins, un melange des mémes
composés s'est révélé hautement larvicide indiquant l'action synergique possible des
polyphénols dans nos fractions (Choi, 2017). La différence entre les fractions peut étre
expliquée par la diversité de composition chimique des deux fractions ; RM-EA contient plus

de flavonoides et d’acides phénoliques que la fraction RM-B.

Tableau XII : Effet larvicide des fractions RM-EA et RM-B de R. macrophyllus Desf sur les larves
d'Artemia salina

RM-EA RM-B
Concentration Mortalité LCso Mortalité LCso
(Hg/mL) % (Hg/mL) % (Hg/mL)
1 16 +£6,1 23x19
10 20£28 3471
50 38+6,1 59,7°+9,1 41+32 164,8° +8,3
100 7157 44+£0,0
500 100£0,0 81x+128
1000 100£0,0 100£0,0

3.3.2. Toxicité aigue

Comprendre le profil de toxicité des extraits peut fournir des informations clés aux
professionnels de la santé, aux industries alimentaires et pharmaceutiques, afin de maximiser
leurs effets bénéfiques tout en minimisant le risque pour les utilisateurs. Dans ce contexte la
toxicité aigué des fractions choisies a été estimée en testant une dose limite de 2000 mg / kg
p.c. L'ingestion des especes du genre Ranunculus peut causer une irritation des muqueuses
buccales, des vomissements, des coliques, de I'anorexie, de la diarrhée, des tremblements
musculaires et des convulsions (Poppenga and Puschner, 2014). Néanmoins,
I'administration orale de RM-EA et RM-B a haute dose n'a provoqué aucun signe visible de
toxicité ou de mortalité et n'a pas altéré le taux de croissance des souris traitées, suggerant

I'innocuité des fractions testées. La toxicité des espéces Ranunculus est principalement liée a

103



Chapitre Il Résultats et Discussion

la présence du composé vésicant protoanemonine (Poppenga and Puschner, 2014; Zhang et
al., 2020). Au cours du processus de séchage, ce composé peut subir une polymérisation qui
conduit a son inactivation et a la formation d'anémonine (Prieto et al., 2003; Kocak et al.,
2016; Zhang et al., 2020), ce qui peut expliquer I'absence de symptdmes accompagnant
I'ingestion d'espéces Ranunculus puisque nous avons utilisé R. macrophyllus Desf. séchée
pour I'extraction. Selon la ligne directrice 423 de I'OCDE on peut ainsi conclure que la DLsg
est supérieure a 2500 mg / kg. Cela est en accord avec les résultats obtenus lors du test sur
I’artémie. En effet il existe une forte corrélation entre les CLso obtenues lors du test larvicide
et les DLso de la toxicité aigtie. Une CLso> 25 pg/ml correspond généralement a une DLso

entre 2500 et 8000 mg/kg (Parra et al., 2001 ; Sahgal et al., 2010)

L’effet des deux fractions sur les paramétres biochimiques reflétant les fonctions hépatique et
rénale est présenté dans le tableau XIII. L'augmentation des taux d'aminotransférases (AST
et ALT) indique une atteinte hépatique et plus spécifiquement l'intégrité des hépatocytes. Les
taux d'AST refletent une lésion hépatique générale et l'augmentation des taux d'ALT est
associée a une nécrose des cellules hépatiques, tandis que I'élévation des taux d'ALP est liée a
des lésions hépatobillaires, a une cirrhose, ou a une a une cholestase hépatite (Gowda et al.,
2009 ; Righi et al., 2020). Les niveaux de créatinine et d'urée reflétent des lésions rénales, les
deux parameétres sont utilisés pour évaluer le taux de filtration glomérulaire et la fonction
d'excrétion rénale, une concentration élevée des deux reflete un dysfonctionnement rénal

(Gowda et al., 2009).
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Tableau XIII : Effet des fractions d’acétate d'éthyle (RM-EA) et de n-butanol (RM-B) de R.
macrophyllus Desf & 2000 mg / kg pc sur les parametres de la fonction hépatique et rénale des souris.

Fonction hépatique U/L Fonction rénale
AST ALT ALP Urée mg/dl  Créatinine mmol/L
RM-EA 71.16+4.69"  41.70+2.78™ 96.54+1.9™ 25.83+4.90™ 40.99+2.56"™

RM-B 69.12+5.34™  28.29+3.43™ 100.91+16.75™ 29.22+3.08 ™ 38.43+4.43™

Control 71.36+3.63 38.79+7.0 83.41+8.10 27.97+0.84 29.46+1.28

PAL : Phosphatase alcaline; AST: Aspartate aminotransférase ; ALT: Alanine aminotransférase; ns: non
significatif par rapport au contréle (valeur p> 0,05). Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + SEM
(n = 6). Les valeurs sont considérées significativement différentes par rapport au controle au seuil : P<0,05.

Les parametres de la fonction hépatique, AST et ALT n'ont pas montré de variation
significative par rapport au groupe témoin tandis qu'une légere augmentation des taux d'ALP
a été observée pour les deux fractions mais elle reste non significative par rapport au groupe
non traité. Les parameétres de la fonction rénale aussi n’ont pas varié de maniére significative
par rapport au groupe témoin. Comme pour les taux d'ALP, ceux de la créatinine, ont
enregistré une augmentation dans les groupes traités mais ce n'était pas significative par
rapport au groupe témoin. On peut conclure que les fractions n'ont causé aucune lésion
hépatique ou rénale pouvant conduire a une augmentation des paramétres biochimiques liés a

Ces organes.

L’analyse histopathologique des foies et des reins du groupe non traité a révélé une
architecture générale conservée des tissus et aucune altération au niveau cellulaire. Par contre
les foies des souris traitées par les fractions RM-EA et RM-B a la dose limite ont montré des
architectures genérales conservées avec quelques hépatocytes altérés. Pour RM-B les
altérations consistent en une hypertrophie des hépatocytes avec cedéme intracellulaire, et
clarification et/ou vacuolisation cytoplasmique qui peut bien indiquer des lésions

dégénératives mais pas de nécrose cellulaire ou d’infiltrats inflammatoires (Figure 26).
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Foie non-traité Rein non-traité

Rein trait¢ RM-B

Foie traité RM-EA
- Hphpr

Figure 26 : Coupes histopathologiques des foies et des reins des groupes traités et du controle. Hp :
hépatocytes ; Hp alt : hépatocyte altéré ; Hp hpr : hépatocyte hypertrophié ; G : glomérule ; Dt : tubule distale ;
CV : congestion vasculaire

Les souris traitées par RM-EA ont montré des hépatocytes caractérisés par des noyaux
hypertrophiés. L'hypertrophie est une augmentation adaptative de la masse d'une cellule, d'un
tissu ou d'un organe. L'exemple le plus courant d'hypertrophie en pathologie toxicologique
est l'induction xénobiotique des systemes enzymatiques métabolisants des hépatocytes, qui
conduit a I'expansion du cytoplasme des hépatocytes et souvent a des noyaux agrandis

(Walling and Janovitz, 2018).

Pour les deux fractions les altérations observées peuvent refléter des Iésions réversibles
induites par une réponse hépatique métabolique adaptative causée par les traitements par RM-
EA et RM-B et qui se traduit par une suractivité fonctionnelle des cellules hépatiques. Le

résultat de cette suractivité fonctionnelle est une augmentation de la synthése des enzymes
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responsables de la métabolisation et de 1’élimination de nos fractions (Hall et al., 2012).
Cette hypothése est soutenue par I’absence de nécrose cellulaire et les résultats des analyses
biochimiques (niveau normale d’ALT et AST) qui montrent que 1’intégrité des hépatocytes
est restée intacte. Bien qu’il faut mentionner que ces 1ésions peuvent conduire a des dégats
irréversibles et la mort cellulaire sur une période de traitement plus longue ou par une
administration répétée. Les coupes histopathologiques des reins des groupes traités n’ont
montré aucune altération comparée au groupe non-traité a part des congestions vasculaires

minimes.

3.4. Hémolyse oxydative

La capacité des fractions a inhiber I’hémolyse des globules rouge murins, induite par les
radicaux peroxyles, générés par la décomposition thermique du AAPH a été évaluée et les

résultats sont montrés dans la figure 27.

150-
b
T

T—E“ 100-

B

=

3 a

= 50 a

© a a

0' - T

Figure 27 : Activité anti-hémolyse oxydative des fractions RM-EA, RM-B de R. macrophyllus Desf et des
différents standards. GA : Acide gallique ; BHA : Hydroxyanisole butylé ; BHT : Hydroxytoluéne butylé. Les
résultats sont exprimés en moyenne + ET des triplicatas. Les barres avec une lettre différente sont
significativement différentes (p<0,05).
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Les deux fractions ont montré une capacité dose dépendante a inhiber I’hémolyse oxydative,
bien que la capacité de RM-EA (39,0 £ 4,4 ug/mL) soit significativement supérieure a celle
de RM-B (120,0 + 10,2ug/mL), elle reste similaire a celles de 1’acide gallique (26,8 +

1,4pug/mL), BHA (28,4 £ 0,9ug/mL) et vitamine C (37,6 £ 3,0pug/mL).

Dans ce test les fractions sont testées dans un milieu similaire au milieu physiologique, Les
deux fractions ont réussi a empécher I'hémolyse des globules rouges des souris. Prés de
cinquante pour cent des acides gras dans la membrane des globules rouges (GR) sont
insaturés (Cimen, 2008). Les radicaux peroxyles générés ciblent les acides gras insaturés
dans la membrane des GR provoquant une réaction, en chaine, de peroxydation lipidique qui
conduit a la perte de son intégrité, a la libération d’hémoglobine et a la mort cellulaire
(Banerjee et al., 2008). Pour éviter I'némolyse cellulaire oxydative, les composés
phénoliques, présents dans nos fractions, peuvent directement neutraliser les radicaux
peroxyles générés ou réduire les radicaux d'acides gras résultants en espéces non réactives par
transfert d'atomes d'hydrogéne et ainsi preserver l'intégrité de la membrane cellulaire
(Banerjee et al., 2008). Les flavonoides tels que I'nespéridine et la rutine, identifiés comme
des composés majeurs de la RM-B, et la quercétine, myricétine et le kaempférol de la RM-
EA ont montré une capacité a inhiber I'hnémolyse des globules rouges en arrétant la réaction
en chaine de la peroxydation lipidique (Elavarasan et al., 2012). Les résultats démontrent
I'activité anti-peroxydation lipidique des fractions et confirment les résultats du test de

blanchiment du -caroténe.
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3.5. Activiteé anti-inflammatoire
3.5.1. Stabilisation membranaire
Des modeles ex vivo de Stabilisation membranaire ont éte utilisés pour tester la capacité de

nos fractions a stabiliser la membrane cellulaire sous différentes conditions hypotonique et

thermique et les résultats sont illustrés dans la figure 28.

Les deux fractions, RM-EA et RM-B, ont inhibé de maniere significative I'némolyse des
globules rouges, induite par hypotonie, de facon dose-dépendante et ont présenté une
inhibition maximale de 33 + 2% et 45 + 1%, respectivement, a 100 pg / mL (Figure 28.a).
RM-EA et RM-B étaient également capables d'inhiber la lyse des globules rouges pendant le
traitement thermique d'une maniére plus forte (Figure 28.b). L'inhibition a atteint 74 £ 2%
pour RM-EA et 51,9 + 0,1% pour RM-B a 100 pg / mL. L'inhibition produite par 1’aspirine ©
a la méme dose était encore inférieure aux fractions testées. L'aspirine © n'a enregistré que 24
+ 2% et 13,1 £ 0,4% pour I'hnémolyse hypotonique et I’hémolyse thermique respectivement.
L'activité modérée de l'aspirine © a également été signalée par Brown et al., (1967) et

Shinde et al., (1999).

Le milieu hypotonique, la chaleur et les médicaments (méthotrexate, hydroxychloroquine)
peuvent entrainer une hémolyse des globules rouges (Murugesan et al., 2020). La similitude
entre la membrane des GR et la membrane lysosomale fait des GR un excellent modéle pour
le dépistage d'éventuels substances anti-inflammatoires. Au cours de la réponse
inflammatoire, les neutrophiles activés peuvent se décomposer et libérer leur contenu
lysosomale au site de I'inflammation, ce qui exacerbe l'inflammation et les dégats au site

tissulaire avec divers autres troubles (Russo, 2000).
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Figure 28 : Effet des fractions d'acétate d'éthyle (RM-EA), de la fraction n-butanol (RM-B) de R. macrophyllus
Desf et d'aspirine sur l'inhibition de I'némolyse des globules rouges. a: Hémolyse induite par hypotonie; b:
Hémolyse induite par la chaleur. Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (n = 3). Pour

chaque dose ’effet est comparé a I’aspirine. * : Différences statistiquement significatives par rapport a l'aspirine
(p<0,05).
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Les composés ayant une activité de stabilisation de la membrane agissent donc comme des
médicaments anti-inflammatoires en limitant la libération d'enzymes lysosomales telles que
la phospholipase qui induit la synthese d'autres médiateurs pro-inflammatoires (Yesmin,
2017). Les AINS ont montré la capacité de stabiliser la membrane des lysosomes et
d'empécher la libération d'enzymes lysosomales qui endommagent les tissus dans le site
d'inflammation (Russo, 2000). L'activit¢t de RM-EA et RM-B suggéere la présence de
composés bioactifs qui ont une activité similaire aux anti-inflammatoires de type AINS.
L’effet de stabilisation membranaire peut étre expliquée par une altération de la perméabilité
membranaire ou l'augmentation du rapport surface / volume de la cellule (Shinde et al.,
1999). L'augmentation de la proportion de la surface cellulaire par rapport a son volume peut
étre causée par l'intercalation des polyphénols dans la membrane, ce qui modifie aussi sa
fluidite (Pawlikowska-Pawlega et al., 2003). On a constaté que la quercétine et d'autres
polyphénols pouvaient interagir avec les protéines membranaires entrainant des modifications
de la forme et de la taille des érythrocytes, leurs permettant de s’adapter aux conditions
hémolytiques (Pawlikowska-Pawlega et al., 2003). La flexibilité des GR et le volume
cellulaire sont aussi étroitement liés a la teneur en calcium intracellulaire. Par conséquent, on
peut spéculer que I'effet cyto-protecteur sur la membrane cellulaire peut étre dd a la capacité

des fractions a altérer la libération intracellulaire du calcium (Shinde et al., 1999).

3.5.2. (Edéme de I'oreille induit par le xyléne

L'activité anti-inflammatoire des fractions RM-EA et RM-B, des parties aériennes de R.
macrophyllus Desf. a été étudiée a l'aide d'un modele in vivo: eedéme auriculaire induit par le
xyléne. Il s’agit d’un mode¢le d’inflammation cutanée aigué dans I’oreille de souris, rapide,
simple et qui donne des résultats reproductibles. Aprés application d'un irritant (xyléne) sur
I'oreille de souris, I'étendue de I'eedéme est mesurée en pondérant le tissu auriculaire pris des

groupes traités et ttmoins (Gabor, 2013).
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Comme on peut le voir sur la figure 29, les deux fractions ont réduit considérablement
I'eedéme cutané dans l'oreille aprés une heure d'application du xyléne de maniére dose-
dépendante, I'acétate d'éthyle a présenté une inhibition de I'eedéme plus élevée que la fraction
n-butanol, dans toutes les doses testées, mais la différence entre les deux fractions n'étaient

pas statistiguement significatives.
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Figure 29 : Effet de la fraction acétate d'éthyle (RM-EA), de la fraction n-butanol (RM-B) (200, 400, 600 mg /
kg p.c) de R. macrophyllus Desf et de la dexaméthasone (Dexa) (1 mg / kg) sur 1'eedéme de 1'oreille induit par le
xyléne. Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + SEM (n = 7). * indiquent des différences
significatives par rapport a la dexaméthasone (p<0,05).

L'inhibition a la dose 600 mg / kg était de 37,75 + 3,7% et 46,58 + 1,01% pour RM-B et RM-
EA, respectivement, tandis que la dexaméthasone a donné 53,93 + 1,47% a 1 mg / kg. A la
dose la plus élevée, l'effet de la fraction RM-EA est similaire a celui de l'agent anti-

inflammatoire standard dexaméthasone, qui est un anti-inflammatoire stéroidien.
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L'eedéme auriculaire induit par le xyléne est un modéle d'inflammation aigué, adapté a
I'évaluation des substances d'origine végétale, administrées par voie topique et systémique, et
utilisé pour détecter les composeés antiphlogistiques inhibant la phospholipase A2 (Akindele
and Adeyemi, 2007; Bribi et al., 2017; Gabor, 2013). Ainsi, l'activité observée suggére un
effet antiphlogistiqgue qui peut étre attribué a la capacité de nos fractions a inhiber la
Phospholipase A2. De nombreux composés bioactifs peuvent agir comme inhibiteurs de la
phospholipase A2, tels que les polyphénols (Da Silva et al., 2009) et les triterpénoides (Atta-
ur-Rahman, 2000). Dans la présente étude, nous avons montré la présence de différentes
classes de composés phénoliques et de triterpénoides en quantités importantes dans les
fractions testées. Nous pouvons suggérer que lI'action de RM-EA et RM-B peut étre attribuéee
a leur teneur en composés phénoliques, comme la quercétine, le kaempférol, la myricétine,
I'nespeéridine et la rutine, présents dans les fractions testées (Da Silva et al., 2009). Des
études sur un extrait méthanolique de R. sceleratus ont confirmé la présence d'inhibiteurs de
la phospholipase A2 (Prieto et al., 2003). Dans la méme étude, les fractions d'acétate d'éthyle
et de n-butanol ont également réduit I'eedéme de l'oreille méme lorsqu'il est induit par un
autre irritant (TPA). L’inflammation causée par le xyléne peut aussi étre déclenchée par
I'action des mediateurs tels que I'histamine, la bradykinine et les prostaglandines, avec la
libération de neuropeptides provoquant une inflammation neurogéne. L'un des neuropeptides
(substance P) est un vasodilatateur puissant qui agit en libérant de I'oxyde nitrique des
cellules endothéliales, ce qui provoque une vasodilatation et une exsudation plasmatique,
induisant la formation de 1I’cedeme. Les fractions testées pourraient bien stabiliser la
membrane des vaisseaux sanguins inhibant la vasodilatation et I’exsudation (Torres-Régo et
al., 2016). Dans ce contexte il faut mentionner que ’hespéridine et la rutine améliorérent la
résistance et l'intégrité des parois des vaisseaux sanguins (Hou et al., 2018 ; Torres-Régo et

al., 2016). L'effet des fractions peut également résulter de I'inhibition d'autres médiateurs pro-
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inflammatoires presents dans le site d'inflammation, mais le mécanisme d'action exact reste a

élucider.

3.6. Bioaccessibilité des Fractions RM-EA et RM-B

Les polyphénols sont des composes fonctionnels importants dotés de diverses bio activités, y
compris des activités antioxydants, anti carcinogenes et anti-inflammatoires (Barros and
Junior, 2019).Cependant, pour exercer ces activités, les polyphénols doivent atteindre les
tissus cibles a la concentration adéquate. Par conséquent, il ne suffit pas de connaitre la
quantité d'un composé dans un complément alimentaire ou un produit fonctionnel, la quantité
du composeé qui sera disponible pour l'absorption dans la circulation systémique doit
également étre déterminée. Dans ce contexte nous avons étudié I’effet de la digestion gastro-
intestinale sur la bio accessibilité des composés phénoliques de RM-EA et RM-B et I’effet

sur leur activité antioxydants.

3.6.1. Teneur en polyphénols
Des méthodes colorimétriques ont été utilisées pour quantifier les différents types de
composés phénoliques dans la fraction d'acétate d'éthyle (RMEA) et de n-butanol (RM-B)

avant et apres la digestion in vitro comme le montre le tableau XIV.

Avant la digestion, la fraction acétate d'éthyle a présenté une teneur totale élevée en
polyphénols de 344,2 + 1,4 ung EAG / mg d'extrait, dont la teneur en flavonoides et en
flavonols représentait respectivement 63,9 + 1,1 ug EQ / mg d'extrait et 158,4 + 3,7 ug ER /
mg d'extrait, tandis que la quantité de tanins condensés était de 20,0 £ 1,0 ug EC / mg
d’extrait. La fraction RM-B a montré un taux de polyphénols égal a 106,3 + 3,8ug EAG / mg
d'extrait, comportant de 14,4+ 0,0ug EQ / mg d'extrait de flavonoides, 40,1+ 0,5 ER / mg
d'extrait de flavonols et 5,4+ 0,5ug CE / mg d’extrait de tannins condensés. Ces valeurs

confirment les résultats obtenus lors du screening initial qui montre que la fraction RM-EA
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est plus riche en polyphénols. Djenidi et al., (2020) ont identifié les polyphénols et
flavonoides totaux dans 19 légumes et 14 fruits couramment consommés en Algérie. A
I'exception pour les haricots (Vicia faba L.) (360 mg EAG / g d'extrait) (Djenidi et al., 2020),
RM-EA a montré la teneur en polyphénols la plus élevée. Alors que RM-B a montré une
teneur plus élevée que la plupart des échantillons étudiés. La teneur en flavonoides dans la
méme étude a varié de 0,04 pour les bananes a 34 mg EQ / mg d'extrait pour la Corete
potagére (Corchorus olitorius L.), encore une fois, RM-EA a présente la plus grande quantité
de flavonoides, tandis que RM-B a montré une valeur moyenne. Nous pouvons donc suggérer

que RM-EA est une source riche et rentable de polyphénols et de flavonoides bénéfiques.

La digestion gastro-intestinale simulée in vitro a affecté de maniére significative les différents
composes phénoliques de différentes maniéres dans les deux fractions. Lors de la digestion
orale simulée, une légere perte de 6,8% des polyphénols totaux a été enregistrée pour RM-
EA, alors que pour RM-B, une augmentation de 24 % a été enregistré de facon similaire aux
résultats de Dou et al., (2019) qui rapporte I’augmentation du taux de polyphénols de
Moringa Oleifera durant la méme étape. Les flavonoides totaux ont été les polyphénols les
plus affectés a cette étape pour RM-EA, avec une perte de 76% pour les flavonoides et de
63% pour les flavonols. RM-B a perdu uniquement 5 % et 7 % des flavonoides et flavonols,
respectivement dans la méme étape. Une augmentation des tannins condensés a été observée
pour les deux fractions, RM-EA (27 %) et RM-B (92 %), bien que cette augmentation reste

non significative par rapport aux échantillons non digérés pour la fraction RM-EA.

Nos resultats sont conformes a ceux de Chaalal et al., (2018) qui ont rapporté une grande
perte de flavonoides apres digestion orale de trois variétés différentes de figue de barbarie.
De plus, de nombreuses études ont montré que les flavonoides peuvent étre soumis a des
transformations et au métabolisme a partir de la digestion orale, ce qui peut entrainer une
diminution de leur bio accessibilité (Ahn-Jarvis et al., 2019).
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Tableau X1V : Contenue phénoliques des fractions RM-EA et RM-B de R. macrophyllus Desf avant et aprés la digestion gastro-intestinale simulée in vitro

RM-EA RM-B
TPC TFC FOL CTC TPC TFC FOL CTC
ND 344.2° + 1.4 63.8°+1.0 158.4% +3.7 200°x1.0 106.3°+3.8 144%+0.0 40.1°+05 54°+0.5
oD 320.8°+5.1 152°+0.0 58.4°+1.7 255°+12 13247 +1.0 136°+0.0 37.2°+06 158°+0.7
GD 3129°+4.2 11.3°£0.0 311°+21 348°+3.1 118.4°+0.0 10.7°£0.1 281°+04 259°+1.1
ID 374.7°x19 102°+£0.15 36.6°+1.6 41.7%+35 1114°+138 9.69+0.1 282°x0.3 311%+13

TPC: polyphénols totaux ; TFC : flavonoides totaux ; FOL : flavonols totaux ; CTC : tannins condensés ; ND : Non digéré ; OD : Digestion orale ; GD : Digestion

gastrique ; ID : Digestion intestinale. Les chiffres dans la méme colonne avec des lettres en exposants différents sont statistiquement différents (P <0,05).

116



Chapitre I Résultats et Discussion

Tout au long de I’étape gastrique, la diminution des polyphénols totaux n'était pas
significative par rapport a I'étape précédente pour RM-EA, alors que RM-B a enregistré une
diminution significative des polyphénols par rapport a I'étape précédente, mais leurs taux
restent plus élevés que dans I’échantillon initial. Des travaux précédents, ont rapporte la
stabilité des polyphénols dans le pH gastrique acide (Pinacho et al., 2015). En revanche,
d'autres études ont montré une diminution drastique de la teneur en polyphénols au cours de
la méme étape (Ait chait et al., 2020). Pour RM-EA La quantité de tanins condensés a
significativement augmenté de 74% dans cette étape, alors que 82% de flavonoides et 80% de
flavonols étaient déja perdus lors de cette étape. Pour RM-B, le taux des tanins condensés a
augmenté de 279 %, alors que les flavonoides et les flavonols ont diminué de 25 % et 29 %
respectivement. Cela n'était pas surprenant, car la bio accessibilité des flavonoides est tres

faible par rapport aux autres composés phénoliques (Ait chait et al., 2020).

Les polyphénols totaux et les autres classes ont montré une excellente stabilité lors de la
digestion intestinale simulée. Les polyphénols totaux dans la fraction RM-EA ont
significativement augmenté de 8,9% par rapport a la digestion gastrique, tandis que les
flavonoides et flavonols n'ont subi aucune perte supplémentaire par rapport a la digestion
gastrique. La méme chose a été observée pour RM-B qui a montré un taux de polyphénols
similaire a I’échantillon initial avec une perte significative de 33 % des flavonoides et un taux

stable de flavonols.

La perte de flavonoides lors de la digestion orale et gastrique est étayée par de nombreuses
études, mais I'étape intestinale semble affecter davantage leur bio accessibilité. La perte de
flavonoides au cours de cette étape pourrait étre attribuée a leur sensibilité au pH alcalin qui
peut entrainer une modification de la structure, de méme que l'interaction avec les enzymes

digestives et les sels biliaires pourrait réduire leur bio accessibilité (Spinola et al., 2019).
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La quantité de tanins condenses a augmenté de 108% par rapport a I'échantillon non digéré a
cette étape pour RM-EA et de 375 % pour RM-B. Campos-Vega et al., (2015) ont également
rapporté la libération des tanins condensés lors de la digestion intestinale. De plus, les tanins
condensés sont des catéchines oligomeriques ou polymériques, des flavanes ou des flavan-3-
ols; ils sont davantage soumis a une dégradation sous l'effet des enzymes digestives et du pH
alcalin. Ces molécules sont clivées pour produire plus d'unités monomérique ou dimérique
(Adarkwah-yiadom and Duodu, 2017). Le dosage de la vanilline étant sensible aux
monomeres et dimeéres produits au cours du processus de digestion, cela peut conduire a une
augmentation de leur réactivité, donnant des valeurs plus élevées dans la détermination
analytique colorimétrique des tanins condensés (Sun et al.,1998). Malgré ces faits, Gong et
al., (2019) ont quand méme signalé une augmentation de certains composes phénoliques lors
de la digestion intestinale par rapport aux échantillons non digérés. Dans tous les cas, la bio
accessibilité des composés phénoliques reste régie par de nombreux facteurs dont leur propre
structure, leurs propriétés physico-chimiques et leur interaction avec les enzymes digestives
et la pancréatine / sels biliaires (Gayoso et al., 2016; Seraglio et al., 2017). Bien que RM-B
a montré moins de polyphénols que RM-EA, elle a dévoilé une meilleure bio accessibilité

que RM-EA et ¢a pour tous les composés phénoliques dosés.

3.6.2. Activité antioxydants

L'activité antioxydants des fractions RME-A et RM-B a été évaluee contre DPPH*, ABTS™ et
les radicaux peroxyles générés par AAPH dans le test ORAC avant et apres la digestion
gastro-intestinale in vitro. Les résultats ont eté compares a l'activiteé antioxydants des fruits et
légumes couramment consommeés. L'effet de la digestion in vitro sur l'activité antioxydants

des fractions est illustré dans la figure 30.
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Figure 30 : Effet de la digestion in vitro sur I’activité antioxydants des fractions RM-EA et RM-B de R.
macrophyllus Desf. a: DPPH RM-EA ; b: ABTS RM-EA ; ¢: ORAC RM-EA; d: DPPH RM-B ; e: ABTS
RM-B ; f: ORAC RM-B.

RM-EA a montré une excellente capacité de piégeage des radicaux DPPH" (633,1 + 6,0 mg E

trolox / mg extrait), ABTS* (18155 + 3,2 mM E trolox / mg extrait) et les radicaux
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peroxyles (20885,0 + 197.9 mM E trolox / mg extrait). Cette activité est statistiquement
supérieure a celle de RM-B qui a donné 230 £ 3 mg E trolox /mg extrait contre DPPH", 570,6
+ 41,2 mM E trolox / mg extrait contre ABTS"et 13350,1+452,2 mM E trolox / mg extrait

dans le test ORAC.

La capacité des fractions RM-EA (1238,1+2,2 mM E trolox / 100 g poids sec) et RM-B
(1534,9 £ 110.8 mM E trolox / 100 g poids sec) a neutraliser le radical ABTS™ était plus
élevée que la capacité des extraits de légumes et de fruits consommés quotidiennement
comme le brocoli, les épinards, l'aubergine, le piment, la fraise, le citron, le cili (Rosa
roxburghii) et I'orange, dont 1’activité a varié de 1,6 a 108,1 mM E Trolox / 100 g de poids
sec (Yang et al., 2020). L'activité antioxydants de la RM-EA et RM-B contre la DPPH" était
également supérieure a celle de plusieurs fruits et Iégumes consommeés en Algérie et testés
dans I'étude de Djenidi et al., (2020). On peut attribuer la capacité de piégeage des radicaux
des fractions testées dans notre travail a leurs teneurs en polyphénols, car les polyphénols
sont les principaux antioxydants des extraits de plantes (Righi et al., 2020). De plus, la
capacité de piégeage des radicaux des fractions RM-EA et RM-B étaient également fortement

corrélée a leurs teneurs en polyphénols.

La digestion gastro-intestinale simulée in vitro a affecté 1’activité antioxydants des deux
fractions de maniere différente (figure 30). La capacité de RM-EA et RM-B a inhiber le
radical libre DPPH" (Figure 30.a et d) n'a pas été significativement affectée par la digestion
orale, cela peut étre expliqué par la stabilité des polyphénols des deux fractions durant cette
étape (Tableau XIV). Durant 1’étape de la digestion gastrique, une diminution de 23% de
I'activité de I'échantillon a été enregistrée pour RM-EA, alors que, I’activité de RM-B, dans la

méme étape, a augmenté de 8 % mais de facon non significative. Apres la digestion
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intestinale, l'activité de RM-EA a diminué de 32% (p<0,05), mais celle de RM-B est resté

inchangée.

L’activité antiradicalaire de RM-B contre ABTS™ (Figure 30.e) et méme contre le DPPH, n’a
pas eté affectée par les differentes étapes de la digestion gastro-intestinale simulée ce qui est
en accord avec les résultats du dosage des polyphénols totaux, cela a été aussi observé pour
plusieurs jus de fruits et légumes (Wootton-Beard et al., 2011). Alors que pour la fraction
RM-EA, I'effet de la digestion in vitro sur I'inhibition du radical ABTS™ (Figure 30.b) a suivi
la méme tendance que pour le DPPH, ou la digestion orale a légerement diminué cette
activité, la digestion gastrique et intestinale ont significativement affecté lI'inhibition ABTS"",
avec une perte maximale de 34% aprés la digestion intestinale (p<0,05). Les effets de
piégeage de DPPH* et ABTS"de la fraction RM-EA ont été trouveés fortement corrélés avec
les flavonoides et en particulier avec la teneur en flavonols (r entre 0,68 et 0,74) (p> 0,05),
alors qu'ils étaient négativement corrélés avec les polyphénols totaux et la teneur en tanins
condensés. Nos résultats sont en accord avec ceux de Yang et al., (2016) et Seraglio et al.,
(2017), qui ont également rapporté une diminution de l'activité antioxydants des extraits de

basilic et de gingembre aprés digestion in vitro.

Au contraire du DPPH* et ABTS™, l'activité antioxydants testée par le test ORAC a augmenté
apres chaque étape de la digestion pour atteindre une augmentation totale de 43% (RM-EA)
(Figure 30.c) et de 74 % (RM-B) (Figure 30.f) au niveau de la digestion gastrique.
L'augmentation de la valeur ORAC pour la fraction RM-EA, malgré la diminution des
flavonoides totaux et la stabilité relative des polyphénols, peut étre attribuée a lI'augmentation
observée des quantités de tanins condensés. Dans la présente étude, nous avons constaté que
les valeurs ORAC étaient significativement corrélées avec la teneur en tanins condensés (r =

0,94). Nous pouvons également émettre I'nypothése que les fractions peuvent également
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contenir d'autres composés non phenoliques qui provoquent l'augmentation de la valeur
ORAC (Pavan et al., 2014). Yang et al., (2016) ont également rapporté que la digestion in
vitro affectait l'activité antioxydants du gingembre et du basilic lorsqu'elle était testée par
ABTS™ et FRAP, mais qu'elle n‘avait pas d'effet significatif lorsqu'elle était testée avec le test
ORAC, tandis que Burgos-edwards et al., (2017) ont rapporté que I'effet de la digestion
gastro-intestinale simulée sur l'activité antioxydants dépend du test utilisé montrant des
valeurs supérieures ou inférieures, les différentes méthodes utilisées peuvent ne pas détecter
la transformation structurelle des polyphénols et leur activité associée de la méme maniere
(Pavan et al., 2014). De plus, I’effet du pH du milieu ainsi que I’effet des enzymes digestives

sur les activités antioxydants restent des facteurs clés a étudier (Pavan et al., 2014).

Méme apres tout le processus de digestion, l'activité antioxydants résiduelle, des fractions
RM-EA et RM-B, était encore supérieure a l'activité antioxydants des fruits et légumes

étudiés et rapportée par Yang et al., (2020) et Djenidi et al., (2020).

De fagon générale, les résultats montrent que RM-B a montré une meilleure stabilité que RM-
E-A durant la digestion gastro-intestinale simulée, que ca soit sur le plan des composeés
phénoliques ou ’activité antioxydants. Cette différence peut étre attribuée a la matrice dans
laguelle se trouvent les polyphénols puisque les interactions avec d'autres composés, dans la
matrice d'extrait peuvent influencer et altérer la stabilité des composés phénoliques pendant

la digestion (Pinacho et al., 2015).

3.7. Innocuité de la fraction RM-B

Les résultats suggerent que R. macrophyllus Desf peut étre utilisé pour le développement de
nouveaux aliments fonctionnels, qui peuvent exercer une action antioxydants méme apres la
digestion gastro-intestinale, en particulier la fraction RM-B qui a montré une stabilité élevée

durant la digestion. Cependant pour qu’on puisse [’utiliser régulierement a des fins
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alimentaire ou fonctionnelle une étude de son innocuité & moyen terme est indispensable. A
cause du rendement trés faible de la fraction RM-EA, seule RM-B a été testée pour sa toxicité

a moyen terme.

3.7.1. Observations in vivo

L'administration orale de RM-B, a des souris a trois doses différentes (50, 100 et 200 mg / kg
poids corporel) pendant 21 jours consécutifs n'a entrainé aucune mortalité dans les groupes
traités, le groupe traité a la Vit C a également survécu. Au cours de la phase expérimentale,
les souris des trois groupes traités n'ont présenté aucun changement de comportement ou
signe de toxicité visible, notamment douleur aigué, détresse, diarrhée, troubles de la motilité,
convulsions, hypoactivité, douleur abdominale, coma, excitation ou troubles respiratoires.
Les groupes traités par RM-B ont enregistré un gain de poids corporel similaire a celui des
groupes Vit C et témoins (Tableau XV). De méme, le poids relatif des reins n'a enregistré
aucune modification, tandis que le poids relatif du foie pour les doses de RM-B 50 et 100 mg
/ kg pc a augmente de maniére significative par rapport aux groupes Vit C et témoins

(Tableau XV).

Le poids des organes est un indicateur important de lésions des organes cibles et de troubles
physiologiques, une diminution du poids des organes peut indiquer une nécrose tandis que

l'augmentation peut indiquer une hypertrophie.

Fait intéressant, a 50 et 100 mg / kg de poids corporel mais non a 200 mg / kg de poids
corporel, une augmentation significative du poids relatif du foie a été observée, reflétant une
hypertrophie hépatique. L'hypertrophie hépatique peut étre induite par de nombreux facteurs,
notamment l'altération de I'état redox, l'altération du métabolisme lipidique et l'altération de

la morphologie hépatocellulaire cytoplasmique et nucléaire (Hall et al., 2012).

123



Chapitre I Résultats et Discussion

Tableau V: Gain de poids corporel et poids relatif des organes pour les groupes traités, Vit C et
témoins

Augmentation du poids Poids relatifs des organes (g/Kg bw)
(@)
Foie Rein
RM-B 50 115%+17 58,0°%+6,4 11,32+ 2,7
RM-B 100 8,3+2,2 59,1+9,9 11,8°+2,8
RM-B 200 10,52+ 0,9 52,3%+48 124*+1,1
Vit C 100 8,8%+3.2 425°+3,1 11,08+1,0
Control 9,0°+27 444"+ 45 13,2°+1,6

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type de trois répétitions. Les valeurs de la méme colonne avec
des lettres, en exposant, différentes sont statistiquement différentes (p <0,05).

Cependant, dans notre étude, l'augmentation du poids relatif du foie n'était pas dose
dépendante et ne s'est accompagnée d'aucune augmentation significative des taux d'ALT ou
de lésions hépatobiliaires (augmentation des taux d'AST et d'ALP). Par conséquent, nous
pouvons suggérer que l'augmentation du poids relatif du foie dans ce cas n'est pas un effet
indésirable du traitement par RM-B mais peut-étre une réponse métabolique adaptative
hépatique a un xénobiotique (RM-B dans cette étude) (Hall et al., 2012). Cela a été corroboré

par les résultats de pathologie clinique du tableau XVI.

3.7.2. Pathologie clinique

L'effet de l'administration répétée de RM-B sur le foie et les reins a été étudié et les
parameétres biochimiques sériques reflétant leurs fonctions ont été déterminés. Le tableau
XVI montre que le traitement quotidien des animaux avec RM-B n'a pas affecté les activités
des enzymes qui refletent la fonction hépatique (AST, ALT, ALP) par rapport au groupe non
traité. La dose la plus élevée (200 mg / kg pc) a enregistré les niveaux les plus bas d'ALT (47
+3U/L)etdAST (66 £ 3 U/ L). De méme, aucun changement significatif n'a été observé
dans les parametres rénaux (urée et créatinine) par rapport au groupe non traité.

Spécifiquement, le groupe traité a la vitamine C a enregistreé les niveaux les plus élevés

124



Chapitre I Résultats et Discussion

d'AST (109 £ 17 U/ L) et de créatinine (38 + 4 mM / L) avec les niveaux les plus bas d'ALP
(91 £ 6 U / L), mais les valeurs n’étaient pas significativement différentes du groupe non
traité. Les protéines totales des homogénats hépatiques ont été déterminées et les résultats
sont également présentes dans le tableau XV1. Aucun changement significatif n'a été observé
dans les protéines hépatiques totales pour 50 mg / Kg p.c (115 + 7,5 mg / g tissu) et 100 mg /
Kg p.c (135 £ 12,4 mg / g de tissu) par rapport au groupe témoin (98 + 6,8 mg / g de tissu).
De méme, le groupe traité a la vitamine C a enregistré une augmentation non significative des
niveaux hépatiques de protéines totales. Une augmentation significative des taux de protéines
hépatiques totales a été observée pour le groupe traité a 200 mg / kg p.c (146,4 +13,3mg /g

de tissu).

Tableau 1 : Effet de R. macrophyllus Desf. Fraction butanolique sur les paramétres biochimiques

sériques.
Parameétres hépatiques Parameétres rénaux
(mMI/L)
Total protéines AST (U/L) ALT ALP (U/L) Urea Creatinin
(mg/g tissue) (U/L) e

RM-B (50 mg/kg) 115°+75 942+9 56 +5 125°+9 53+05 33%°+6
RM-B (100 mg/kg) 135° +12.4 972412 60° +4 149° +9 6.2°+0.6 25°+6
RM-B (200 mg/kg) ~ 146,4%+133 66%+3 47+ 3 125°+6  60°+0,2 22%+2
Vit C (100 pg /kg) 138" +10,7 1092 +17  42°+4 91%+6 70°+04 38%%4
Control 98" +6,8 894+ 10 51%+4 141°+8 43%+06 26°+2

RM-B: Ranunculus macrophullus fraction butanoliaue; AST: Aspartate aminotransférase ALT: Alanine
aminotransférase; ALP: Phosphatase alcaline; Vit C: Vitamine C. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM (n = 8). Les nombres sur la méme colonne avec des lettres en exposant différentes indiquent des
différences significatives (p <0,05).

Dans le présent travail, I'administration orale répétée de RM-B pendant 21 jours n'a induit
aucune modification des taux d'aminotransférases ou des taux de créatinine et d'urée. Ce qui
indique que l'intégrité des hépatocytes est restée intacte pendant I’étape de traitement. Alors
que I'AST et I'ALT refletent l'intégrité des hépatocytes, les protéines hépatiques totales

refletent la fonction hépatique (Ugwah-oguejiofor et al., 2019). Un signe d’hépatotoxicité
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courant dd a des produits chimiques hépatotoxiques est la diminution des protéines
hépatiques totales (Kebiéche et al., 2011 ; Sajitha et al., 2010). Cette diminution peut
refléter une fonction synthétique hépatique réduite (Ugwah-oguejiofor et al., 2019), une
protéolyse accrue ou une inhibition de la synthése des acides nucléiques (Begum and
Vijayaraghavan, 1995). Aucun des groupes traités n'a présenté de diminution des taux de
protéines totales. L'augmentation observée, a la dose la plus élevée, peut étre expliquée par
l'augmentation de la synthése de certaines protéines comme la catalase et le glutathion réduit
(figure 31.b et 31.c). De plus, l'augmentation progressive des protéines totales peut étre
expliquée par une élévation des enzymes métabolisant les médicaments responsables de la
transformation métabolique et de I'excrétion de RM-B (Ennulat et al., 2010). Pris ensemble,
les résultats suggérent fortement I'innocuité de RM-B aux doses étudiées, nous pouvons
émettre I'hypothése que, au moins au niveau de la pathologie clinique, RM-B n'a causé aucun
dommage au foie ou aux reins pouvant conduire a une altération des paramétres biochimiques
associés. Ces résultats nous permettent de suggérer que les composés de RM-B ne présentent

aucune toxicité méme a la dose administrée la plus élevée (200 mg / kg p.c).

3.7.3. Etat redox hépatique

L'effet in vivo de RM-B sur I'état redox hépatique a été déterminé en estimant les niveaux
hépatiques de catalase (CAT) et du glutathion réduit (GSH). Comme l'illustre la Figure 31.a,
I'administration orale de RM-B, a différentes doses, a progressivement augmenté les niveaux
de CAT pour atteindre un maximum de 44,5 £ 0,9 Ul / mg de protéine a 200 mg / kg / jour de
RM-B. C'est presque deux fois plus élevé que les niveaux de catalase dans le groupe non
traité (25,7 £ 1,7 Ul / mg de protéine) et similaire a celui du groupe traité a la Vit C (43,0 £
2,1 Ul / mg de protéine). Une augmentation dose-dépendante des taux de GSH dans les
groupes testes a été observée (Figure 31.b), mais seul le traitement avec 200 mg / kg p.c était

significatif (53,3 £ 5,8 nmol / g de tissu) par rapport au groupe non traité (28,5 + 0,7 nmol / g
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de tissu). Le groupe traité a 200 mg / kg p.c a présente également des niveaux de GSH plus
élevés que le groupe traité a la vitamine C (40,8 = 2,6 nmol / g de tissu). En outre,
I'administration quotidienne de RM-B a réussi a réduire les niveaux de Malondialdéhyde
(MDA) dans les groupes traités par rapport au groupe témoin (26 + 4 nmol / g de tissu)

(Figure 31.c).
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Figure 31 Effet de la fraction butanolique de R. macrophillus (RM-B) (50, 100, 200 mg / kg p.c) et de la
vitamine C (100 mg / kg p.c) sur I'état redox hépatique. a: Activité de catalase. b: Taux de glutathion réduit
(GSH). c¢: Taux de malondialdhyde (MDA). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (N = 8). Les barres
avec des lettres différentes indiquent des différences significatives (p<0,05)
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Le taux de MDA a été réduit de 50% pour atteindre 13,3 £ 0,8 nmol / g de tissu apres
traitement avec 200 mg / kg p.c de RM-B, tandis que pour les autres doses et les groupes Vit

C, la diminution des taux de MDA n'était pas significative par rapport au groupe controle.

3.7.4. Capacité antioxydants du plasma

L'effet de I'administration répétée de RM-B sur la capacité antioxydants du plasma a été
estimé a l'aide du test de piégeage des radicaux DPPH" et du test du pouvoir réducteur
(FRAP). Les résultats sont illustrés sur les figures 32.a et b ; comme on peut I'observer, le
traitement quotidien des souris avec différentes doses de RM-B a considérablement amélioré
la capacité antioxydants du plasma par rapport au groupe témoin. RM-B a augmenté la
capacité de piégeage des radicaux du plasma d'une maniere dose-dépendante pour atteindre
19,9 + 0,3% a la dose la plus elevée (200 mg / kg p.c), ce qui est presque 3 fois plus élevé que
la capacité de piégeage du DPPH* du groupe non traité (Figure 32.a). Le groupe traité a la
vitamine C a enregistré la capacité de piégeage du DPPH" la plus élevée (34 £ 2% a 100 mg /
kg p.c). L'augmentation des valeurs FRAP (Figure 32.b) des groupes traités par RM-B était
dose-dépendante aussi, mais elle n'était significative qu'a la dose de 200 mg / kg p.c, avec une
valeur FRAP égale a 572 + 8 umol FeSO4 / mL plasma. A cette dose, I'augmentation était

similaire a celle de la vitamine C, ce qui indique I'efficacité de RM-B (figure 32.b).
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Figure 32 : Effet de la fraction butanolique de R. macrophyllus (RM-B) (50, 100 et 200 mg / kg p.c) et de la
vitamine C (100 mg / kg) sur la capacité antioxydants du plasma. A: Test de piégeage des radicaux DPPH. B:
Capacité de réduction ferrique du plasma (FRAP). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (N = 8). Les
barres avec des lettres différentes indiquent des différences significatives (valeur p <0,05).

Le stress oxydant est un signe majeur de la toxicité des substances hépatotoxiques, comme en
témoigne l'augmentation de la génération de radicaux libres, la peroxydation des lipides et
I'épuisement du glutathion reduit et des enzymes antioxydants (Stickel et al., 2005). Par
exemple, I'hépatite et la cirrhose hépatique sont liées a une régulation négative de CAT, GSH
et SOD et a une augmentation des taux de MDA. En conséquence, dans cette étude, la

catalase (antioxydant enzymatique), le glutathion réduit (antioxydant non enzymatique) et le
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MDA (produit secondaire de peroxydation lipidique) (Zhang et al., 2018) ont éteé utilises
pour évaluer I'effet de I'administration de RM-B sur 1’¢tat d'oxydoréduction hépatique chez

les souris.

Pour tous les groupes traités par RM-B, nous n‘avons détecté aucune diminution des niveaux
de CAT et de GSH, au contraire, nous avons remarqué une augmentation dose-dépendante
des niveaux de CAT et de GSH et une diminution des niveaux de MDA, nous pouvons
suggérer que RM-B aux différentes doses n'a induit aucune lésion hépatique suite a une
augmentation du stress oxydant. Cela peut étre considéré comme une amélioration du statut
antioxydants du foie. La catalase et le glutathion reduit sont des composants importants du
systeme antioxydants cellulaire, ils sont des piégeurs efficaces de radicaux libres et le GSH
peut également régénérer d'autres antioxydants oxydés. L'amélioration du statut antioxydants
du foie peut étre attribuée aux composés phénoliques fournis par I'administration de RM-B,
car les composés phénoliques sont d'excellents piégeurs de radicaux libres (Zhang and Tsao,
2016), ils peuvent également moduler les états redox cellulaires, les activités enzymatiques,
prolifération cellulaire et les voies de signalisation (Luca et al., 2020). Par exemple,
I'nespéridine, la rutine et le resvératrol, sont capables de fournir une protection cellulaire
contre les dommages oxydatifs en augmentant les niveaux de CAT et de GSH hépatiques en
plus d'autres antioxydants endogénes (Jagdish et al., 2010; Elavarasan et al., 2012; Wu et
al., 2015). Le mécanisme d'action peut inclure I'activation d'un facteur de transcription (Nrf2)
qui conduira a la fin aux transcriptions de différents génes codant pour des enzymes
antioxydants et d'autres antioxydants cellulaires (Elavarasan et al., 2012; Zhang and Tsao,
2016). 1l semble que les effets bénéfiques de RM-B n'étaient pas limités au foie, comme en
témoigne I'amélioration de la capacité de piégeage des radicaux du plasma et sa capacité de

réduction par rapport au groupe non traité. Cela reflete I'effet systémique du RM-B qui peut
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étre attribué a la présence de composés phénoliques ou de leurs métabolites dans le plasma

des groupes traités.

La membrane cellulaire est riche en acides gras polyinsaturés, ce qui la rend vulnérable a la
peroxydation des lipides, entrainant des dommages oxydatifs et une perte d'intégrité cellulaire
(Banerjee et al., 2008). La présence des niveaux élevés de produits secondaires de
peroxydation lipidique comme le MDA refléte I'étendue des lésions oxydatives hépatiques
(Zhang et al., 2018). RM-B a réduit les niveaux de MDA pour tous les groupes traités, ce qui
signifie des niveaux de peroxydation lipidique plus faibles et une protection de l'intégrité
cellulaire comme le montrent également les résultats de la pathologie clinique (taux d'AST,
d'ALT et d'ALP inchangés). Nous pensons que RM-B peut fournir une protection contre la
peroxydation lipidique en améliorant le systéeme antioxydants endogénes comme en témoigne

I'étude in vivo.

Le traitement par RM-B, en particulier a 200 mg / kg de poids corporel, était non seulement
aussi bénéfique que la Vit C, mais a également présenté de meilleurs effets sur le foie. Les
polyphénols extrait de R. repens (Kebieche et al., 2011) et R. scleratus (Zhang et al., 2020),
ont présenté des propriétés hépato-protectrices similaires et ont été aussi capables de moduler
I'état redox hépatique en augmentant les niveaux d'antioxydants endogénes et en réduisant la

peroxydation lipidique.
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Conclusion

Les aliments fonctionnels d'origine végétale suscitent un intérét croissant en raison de leur
innocuité et de leurs propriétés médicinales. La présente étude a permis de mettre en évidence
les différentes fonctionnalités de Ranunculus macrophyllus Desf. (une plante médicinale et
un aliment traditionnel). En effet le fractionnement bio-guidé des parties aériennes et des
racines a révéle la richesse des fractions d’acétate éthyle (racines et parties aériennes) et de
butanol (parties aériennes) en composés bioactifs (Polyphénols et triterpénes). Ces fractions
ont montré une activité antioxydants similaire ou supérieur aux antioxydants standards (
pures et synthétiques). L’analyse chromatographique a montré la présence de quantités
importantes d’acides phénoliques (acide dhihydroxybenzoique et trans-férulique) et de

flavonoides (rutine et hespéridine).

L’¢étude de la toxicité aigiie des fractions d’acétate d’éthyle et de butanol a montré qu’elles
appartiennent a la catégorie 5 des substances ayant une toxicité aigte relativement faible.
Elles ont dévoilé une capacité importante a inhiber I’hémolyse oxydative des globules rouges
et a protéger leurs membranes contre différents types de stress (hypotonique et thermique).
De plus, ces fractions ont efficacement réduit 1’inflammation induite chimiquement chez les

souris.

En plus des activités biologiques, les composés phénoliques des fractions se sont montrés
résistants a la digestion gastro-intestinale en montrant des activités antioxydants résiduelles
tres importantes, qui refletent une bio accessibilité élevée. L’administration répétée de la
fraction butanolique, a différentes doses aux souris, n’a révélé aucun effet toxique visible et a
montré un effet hépato protecteur important en renforcant le systeme de défense antioxydants

endogene des hépatocytes.
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Conclusion

L’ensemble des résultats suggere que Ranunculus macrophyllus Desf. est une source sire de
composés bioactifs a effet antioxydants et anti-inflammatoires, qui peuvent exercer leurs
activités méme apres digestion gastro-intestinale. Les résultats ont non seulement permis de
montrer le potentiel des racines en tant que source de polyphénols, mais ils offrent également
une excellente opportunité d'utiliser une matiére premiere autrement gaspillée (les parties
aériennes) dans les industries alimentaires, nutraceutiques et pharmaceutiques modernes dans
le but de développer de nouveaux produits a valeur ajoutée tels que des aliments fonctionnels

ou des ingrédients alimentaires bénéfiques pour la santé humaine.

Bien que cette étude procure d’amples informations sur la composition chimique et les
activités biologiques de Ranunculus macrophyllus Desf. Des investigations supplémentaires

sont nécessaires pour :

» Elucider le mécanisme précis de I’effet anti-inflammatoire de cette plante en étudiant
son effet sur des enzymes inflammatoires (cyclooxygénases et lipoxygénases), des
médiateurs pro-inflammatoires (IL1p et TNFa) et les voies de signalisations (NF-kB)
impliquées dans la genése de molécules pro inflammatoires.

> Déterminer avec précision la bio accessibilité individuelle des composés phénoliques
identifiés, étudier leur biodisponibilité par des méthodes in vivo et identifier leurs
métabolites présents dans le plasma et qui sont les vrais responsables des activités
biologiques.

> Etudier les activités biologiques in vivo des fractions digérées (activités antioxydants,

anticancéreuse, antidiabétique etc...).
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Ranunculus macrophyllus Desf. is an Algerian medicinal plant whose roots are used in traditional medicine to
cure feminine infertility and other diseases, however there are no studies regarding its phytochemistry and
biological activities. The aim of this work is to study the phytochemical composition and antioxidant activity
of different solvents fractions from the roots of Ranunculus macrophyllus Desf. Spectrophotometric and chro-
matographic methods were used to study the phytochemical composition; while antiradical, iron chelating
ability, reducing power and lipid peroxidation were studied in-vitro. The ethyl acetate fraction showed the
highest values of total phenolic compounds (271.0 + 0.2 ug GAE/mg dry extract (d.e), flavonols (24 + 5 ug
RE/ mg d.e) and condensed tannins (129 & 10 ug CE/mg d.e), while the hexane fraction contained the highest
amount of triterpenoids (91 + 7 ug UAE/mg d.e). The highest radical scavenging ability was recorded for the
ethyl acetate fraction against DPPH (ICso = 3.7 £+ 0.1 ug/mL) and ABTS (ICsg = 81 & 3 g/mL) whereas the
hexane fraction had the best hydrogen peroxide radical scavenging (ICso = 380 & 4 p+g/mL). The ethyl acetate
fraction had the best total antioxidant capacity (TAC = 361 + 1 #AAE/ mg extract) and reducing power (310
+ 2 nAAE/mg extract). The S-carotene bleaching was inhibited at high rate even after 24 h by the ethyl ace-
tate fraction (81.0 & 0.5 %). All activities were correlated with the polyphenolic content of the fractions. Capil-
lary LC-DAD and LC-MS/MS analysis of ethyl acetate fraction revealed high amounts of gallic acid (9.3 +
0.6 mg/g d.e), dihydroxybenzoic acid (8.1 + 0.2 mg/g d.e) and hesperidin (5.9 + 0.6 mg/g d.e). With such
high amounts of polyphenols and strong antioxidant activity Ranunculus macrophyllus Desf. roots could have
a potential use in pharmaceutical and nutraceutical industries.

© 2020 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

more effective than synthetic ones, also having less side effect. They
are also an economical alternative to conventional pharmacological

Humans have always relied on plants to fulfil their basic needs,
like food, and also to cure diseases (Huy et al., 2018; Du, 2018). The
use of medicinal plants to cure diseases and relieve pain is still rele-
vant, even with the great advancements in modern medicine, medici-
nal plants still largely contribute to general health care. In this
context, 11% from the basic and essential drugs are exclusively from
plant origin, additionally many synthetic drugs come from natural
precursors (Pandey et al.,, 2019). The increasing interest in medicinal
plants is mainly driven by the thoughts that natural products are
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treatments, especially in developing countries (Alamgir, 2018; Pan-
dey et al,, 2019). Crude drugs and their products are of economic
importance and profitable commercial products (Shah and Seth,
2010). In addition to the therapeutic use of natural products deriving
from medicinal plants, they are also used in other industries, bever-
ages, condiments, spices, cosmetics, in confectioneries and as techni-
cal products (Shah and Seth, 2010; Du, 2018). The medicinal plants
market is expected to reach the 5 trillion USD mark by 2050 (Alamgir,
2018). On the other hand, the efficiency of medicinal plants is due to
their richness in bioactive compounds. Among these phytochemicals,
polyphenols are the most distributed and structurally diverse group
of bioactive compounds in the medicinal plants. Multiple biological
activities have been ascribed to polyphenols, particularly well-known
to be excellent antioxidants (Lingua et al., 2016; Alamgir, 2018). Their
antioxidant ability enables them to scavenge the harmful free
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radicals, and to protect cells from the devastating effects of oxidative
stress caused by high levels of free radicals (Belscak-Cvitanovic et al.,
2018). The latter was associated with the pathology of several dis-
eases, including cancer, diabetes mellitus, atherosclerosis, neurode-
generative and inflammatory diseases, psychiatric disorders and/or
aging process (Rodrigo, 2009; Zdenka, 2014). Due to their several
health promoting benefits, there is still an increasing demand on pol-
yphenols in the market, which reached 1.28 billion USD in 2018 with
a compound annual growth rate of 7.2% from 2019 to 2025 (Grand
View Research, 2019).

On the other hand, members of the genus Ranunculus have been
reported to have interesting biological activities, such as anti-cancer
(Ranunculus sieboldii), anti-inflammatory (Ranunculus pedatus), anti-
oxidant (Ranunculus auricomus), antibacterial (Ranunculus muricatus)
and anti-hypertensive (Ranunculus japonicus) (Da-Cheng, 2018). The
wide range of bioactivities exhibited by members of the genus
Ranunculus is mainly attributed to their content of bioactive phyto-
chemicals, specially polyphenols, flavonoids, triterpenoids and sapo-
nins, alkaloids and volatile compounds (Aslam et al., 2012).

Particularly, Ranunculus macrophyllus Desf. is one of the 50 Ranun-
culus species found in Algeria (Hachelaf et al.,, 2013). Its leaves are
used for the treatment of certain skin diseases (Rai et al., 2011), while
roots are traditionally used to treat feminine infertility and to gain
weight (Rivera et al., 2006, Ouarghidi et al., 2013). Despite the fre-
quent use of Ranunculus macrophyllus Desf. roots in traditional medi-
cine, there is a dearth of scientific information on their chemical
composition and bioactivity. Thus, the aim of this work is to elucidate
for the first time the phytochemical composition of Ranunculus mac-
rophyllus Desf. roots both quantitatively and qualitatively. In addition,
the antioxidant activity of their different solvent extracts was esti-
mated in vitro.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

All chemicals and solvents were of analytical grade, and purified
water from a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA, USA) was used.
For LC-MS/MS analysis, methanol, water and formic acid were of
OptimaTM LC/MS grade (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, USA). Aceto-
nitrile (MeCN) and methanol (MeOH) of gradient HPLC quality were
provided by Scharlab (Barcelona, Spain). Hexane, chloroform, ethyl
acetate, butanol, folin-ciocalteu, sodium bicarbonate, aluminum chlo-
ride, bovine serum albumin, sodium dodecyl sulfate (SDS), triethanol-
amine (TEA), tannic acid, vanillin, acetic acid, perchloric acid, ursolic
acid, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2’-azino-bis(3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS), potassium
persulfate, hydrogen peroxide, disodium hydrogen phosphate,
sodium phosphate monobasic dihydrate, ferrous chloride, ferrozine,
EDTA, trichloroacetic acid (TCA), ferric chloride, Potassium hexacya-
noferrate(Ill), ammonium molybdate tetrahydrate, sulphuric acid,
B-carotene, linoleic acid, tween 40, butylated hydroxyanisol (BHA),
ascorbic acid (vitamin C) and trifluoroacetic acid (TFA, 99%), were
supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2. Plant material

The Roots of Ranunculus macrophyllus Desf. were gathered from
Ras El Oued- Bordj Bou Arreridj province north-east Algeria in May
2018. The plant was identified by Dr. Bouadam from the department
of physico-chemical biology of the university of Bejaia and a voucher
specimen (AB-108) has been deposited at the herbarium of the life
and natural science department, M’sila university. The roots were
well washed with milli-Q water then air dried for one month and
powdered with and an electric grinder.

2.3. Extraction and fractionation

The extraction of the plant powder was conducted according to
Prieto et al. (2003). The first step consisted in a solid-liquid extrac-
tion, in which an amount of 100 g of root powder was macerated at
room temperature, three times, with 500 mL of pure methanol. The
combined filtrates were evaporated under low pressure using a
rotary evaporator (40° C), yielding the crude methanolic extract. The
latter was dissolved in 100 mL of an aqueous methanol solution
(10%, v) and subjected to a liquid-liquid extraction in a separating
funnel as a second step. The crude extract was sequentially extracted
using solvents of increasing polarity; hexane (HR), chloroform (CR),
ethyl acetate (EAR) and n-butanol (BR) to provide 4 fractions. The
remaining aqueous phase was designed as the fifth fraction (AR).

2.4. Total polyphenols content (TPC)

The total phenolic content of the plant fractions was estimated
by the method of Singleton and Rossi (1965). A volume of 200 uL
of the sample was mixed with 1 mL of 10% (v) Folin-Ciocalteu
reagent and incubated for 4 min. Then 800 uL of 7.5% (w) sodium
carbonate was added. The resulting mixture was finally incubated
for 2 h and the absorbance was measured at 765 nm against the
corresponding blank. Gallic acid was used as standard and a cali-
bration curve was prepared in the same conditions of samples. The
results were expressed as ug of gallic acid per mg of dried extract
(ng GAE/mg d.e).

2.5. Total flavonoids content (TFC)

The total flavonoids content was evaluated following the alumi-
num trichloride method. A volume of 0.50 mL of each extract was
mixed with the same volume of aluminum trichloride (2%, w) and
then incubated during 15 min. The absorbance was measured at
430 nm. Quercetin was used to obtain a calibration curve under same
conditions. The results were expressed as ug of quercetin per mg of
dried extract (g QE/mg d.e) (Djeridane et al., 2006).

2.6. Total tannins content (TTC)

The total tannins content of all sample fractions was estimated
according to the method based on their ability to precipitate proteins.
One volume of sample was mixed with two volumes of BSA (1mg/
mL), and then incubated during 15 min at room temperature. The
mixture was centrifuged for 15 min at 3000g and the supernatant
was discarded. In a second step the platelets remaining in the test
tube were dissolved in 4 mL SDS/TEA solution (1% SDS, 5% v/v TEA in
distilled water), and 1 mL of FeCl; was added. The mixture was then
incubated again for 15 min and the absorbance was measured at
510 nm. A blank solution was prepared by mixing 1 mL of FeCl; and
4 mL of the SDS/TEA solution. Tannic acid was used as reference com-
pound and the results were expressed as ig of TEA per mg of dried
extract (g TEA/mg d.e) (Hagerman and Butler, 1978).

2.7. Flavonols content (FOL)

To evaluate flavonols content of plant fractions, 1 mL of sample
extract and 1 mL of aluminum trichloride (2%, w) were mixed with
1.5 mL of 5% aqueous sodium acetate (w) and incubated at 25°C for
2.5 h. The absorbance was then registered at 440 nm and the results
were expressed as g of rutin per mg of dried extract («g RE/mg d.e)
using the calibration curve prepared with rutin standard (Kumaran
and Karunakaran, 2007).
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2.8. Condensed tannins content (CTC)

The estimation of condensed tannins was performed according to
the optimizations of Sun et al. (1998). A volume of 250 uL of each
extract (1mg/mL in methanol) was mixed with 625 L of 1% (w) van-
illin (prepared in methanol) and 625 uL of 10% (v) sulphuric acid (in
methanol). The mixture was incubated at room temperature for
15 min and the absorbance was measured at 500 nm. A calibration
curve was prepared using catechin as standard, and the results were
expressed as g of catechin per mg of dried extract (g E/mg d.e).

2.9. Triterpenoid content (TC)

For the triterpenoid estimation, 30 uL of the plant extracts, 50 L
of 5% (w) of vanillin prepared in acetic acid, and 100 L of perchloric
acid were mixed. The resulting mixture was incubated at 60°C for
45 min and cooled in an ice-water bath. Then, 450 uL of acetic acid
was added. The absorbance was measured at a wavelength of
548 nm. Ursolic acid was used as standard to prepare the calibration
curve and the results were expressed as ug of ursolic acid per mg of
dried extract (g UAE/mg d.e) (Chang et al., 2012).

2.10. Chromatographic analysis of phenolic compounds

2.10.1. Capillary LC-DAD analysis

The method described by Ledn-Gonzalez et al. (2018) was
adopted to analyze the phenolic content of the plant ethyl acetate
fraction using an Agilent cLC instrument Mod. 1100 Series (Agilent
Technologies, Madrid, Spain), equipped with a G1376A binary capil-
lary pump, a G1379A degasser and a G1315B diode array detector
(500 nL, 10 mm pathlength). Reversed-phase high-performance lig-
uid chromatography was performed on a Synergi™ Fusion 4 ;+m C18
(150 mm x 0.3 mm I.D.) capillary analytical column supplied by Phe-
nomenex (Torrance, CA, USA), which was maintained at room tem-
perature. An external stainless-steel loop of a volume of 10 uL was
placed into a Rheodyne® injection valve. Detection was made using a
diode array HP8543 UV/Vis detector (Agilent Technologies), con-
nected to HP Chemstation software. The Agilent Chemstation soft-
ware package for Microsoft Windows was used to acquire and
analyze data.

The composition of the mobile phase consisted in a mixture of
two solvents; acetonitrile (A) and TFA aqueous solution 0.1% (v) at
pH 3.2 (B). The gradient composition was 8% (v) A for 3 min, followed
by a linear increase to 34% (v) A during 11 min, an isocratic step at
34% (v) A for 7 min, and then a linear decrease to 8% (v) A, which was
maintained until the end of the analysis. The mobile phase flow rate
was set at 10 pL/min.

Polyphenols were detected at 220, 260, 292, 310 and 365 nm and
identified on the basis of their retention times and UV absorption in
comparison to that of pure standards. Compounds were quantified at
their maximum absorption wavelength; 260 nm for ,4-dihydroxy-
benzoic acid, 292 nm for gallic acid, naringin and hesperidin, 365 nm
for rutin, quercetin, myricetin and kaempferol, and 310 nm for
chlorogenic acid, trans-ferulic, p-coumaric acid, caffeic acid and res-
veratrol, by using their respective external calibration curves. Linear
ranges were within10-310 ug/L for gallic acid, 10-75 ug/L for 3,4-
dihydroxybenzoic acid, 40—400 wg/L for chlorogenic acid, 20—400
ug/L for p-coumaric and 15-200 ug/L for trans-ferulic acids, 30—200
g/l for rutin, 15-60 pg/L for naringin, 10—60 ug/L for resveratrol,
5-60 ug/L for quercetin, 12—60 ug/L for kaempferol and 100—500
ug/L for hesperidin. Linearity was evaluated in terms of the squared
correlation coefficients (?). All ? values were higher than 0.95 for
the polyphenol calibration curves. For on-column focusing purposes,
all injection solutions were prepared in 0.1% (v) TFA aqueous solution
adjusted at pH 3.2, containing 1% (v) of pure acetonitrile.

The quality parameters of the capillary LC-DAD method, including
detection and quantitation limits, linearity range, run-to-run preci-
sion and day-to-day precision can be found in the studies performed
by Ledn-Gonzdlez et al, (2018), Gomez-Mejia et al., (2019) and
Ramoén-Gongalves et al., (2019).

2.10.2. LC-MS/MS analysis

The identities of compounds were corroborated by LC-MS/MS in
negative electrospray ionization (ESI) mode, using a Shimadzu LC-
MS-8030 triple quadrupole system (Shimadzu Scientific Instruments,
Columbia, MD, USA) equipped with a Nexera LC-30AD solvent deliv-
ery unit, a Nexera SIL-30AC autosampler with temperature-con-
trolled tray, and a CTO-20AC column oven. A SynergiTM C18 Fusion-
RP 80 A analytical column from Phenomenex (150 x 3 mm LD., 4
um) at room temperature was used as stationary phase. Data were
acquired and processed with the LabSolutions LC-MS software pro-
vided by Shimadzu. The MS/MS equipment used nitrogen as both
nebulizing (1.5 L/min) and drying (15.0 L/min) gas. Fragmentation
was performed using argon as the collision gas at a pressure of 230
kPa in the collision cell, and the collision energy voltages applied
were in the range 10-55 eV. ESI for ionization voltage was set at
—4.5 KkV. The interface current was fixed at 6.2 uA, and the detector
voltage at 1.84 kV.

A mixture of methanol (solvent A) and 0.2% (v) formic acid aque-
ous solution (solvent B) was used as mobile phase: 5% (v) A was
maintained for 0.1 min, then a linear increase to 40% A (v) within
25 min, and finally a linear increase to 70% (v) A within another
10 min. This condition was held for 2 min, then changed to the initial
conditions (5% A) within 1 min and equilibrated for 2 min. The flow
rate was 0.50 mL/min. The injection solution was prepared as fol-
lows; 40 L of plant extracts were added to 2.5 mL of methanol con-
taining 0.2% (v) formic acid then diluted to 5 mL with LC/MS grade
water. A volume of 20 L of this mixture was injected into the chro-
matograph. For quantification purposes, calibration curves were per-
formed using external calibrations. Linearity ranges were within
30-130 ug/L for gallic acid, 10—-80 ug/L for dihydroxybenzoic acid,
p-coumaric acid, hesperidin, caffeic acid and resveratrol, 10—100 ug/
L for chlorogenic acid, 20—80 ug/L for trans-ferulic acid and kaemp-
ferol, 20—100 ug/L for naringin and rutin, 5-50 ug/L for quercetin
and myricetin, and 15-130 pg/L for catechin (Gomez-Mejia et al.,
2019).

3. In-vitro antioxidant activity
3.1. DPPH scavenging assay

A mixture of 0.5 mL of 0.1 mM methanolic DPPH solution and
1.5 mL of sample extracts was incubated in the dark for 30 min, and
the absorbance was measured at 517 nm (Shen et al., 2010). BHT,
BHA (synthetic antioxidant), and gallic acid and quercetin (pure com-
pounds) were used as reference compounds. The inhibition of the
DPPH radical was calculated by using the following equation:

% Inhibition = (Ac—At/Ac) * 100

Where Ac is the absorbance of the control and At is the absor-
bance of the test.

The calculated inhibition percentages where plotted against sam-
ple concentrations and the resulting plots were used to calculate the
ICso (concentration of the sample that reduce 50% of DPPH free radi-
cal initial concentration).

3.2. ABTS scavenging assay

The radical scavenging activity was also evaluated using the stable
cation radical ABTS, as described by Re et al. (1999). ABTS radical was
generated by mixing the ABTS solution (7mM) with 13.24 mg of
potassium persulfate for 16 h. The resulting solution was refrigerated,
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then diluted to reach an absorbance of 0.70 £ 0.02 at 734 nm. A vol-
ume of 100 L of sample was mixed with 1.9 mL of ABTS"" solution,
and then incubated. After 7 min, the absorbance was measured at
734 nm. BHA, BHT, gallic acid and quercetin were used as standard
compounds. The ABTS inhibition was calculated using the following
formula:

% Inhibition = (Ac—At/Ac) * 100

Where Ac is the absorbance of the control and At is the absor-
bance of the test.

The estimated inhibition percentages where plotted against sam-
ple concentrations and the resulting plots were used to calculate the
ICso (concentration of the sample that reduce 50% of the ABTS initial
concentration).

3.3. Hydrogen peroxide scavenging assay

Hydrogen peroxide scavenging activity of the plant fractions was
assessed based on the method proposed by Ruch et al. (1989). A vol-
ume of 0.50 mL of the sample was dissolved in PBS (pH 7.4) and
mixed with 1 mL of freshly prepared 20 ptmol H,0, solution. The
mixture was incubated in the dark for 10 min, and then the absor-
bance was measured at 240 nm. A blank control was prepared for
each concentration, by adding PBS instead of the sample extract. Gal-
lic acid (GA) and BHA were used as reference compounds. The per-
centage inhibition of hydrogen peroxide was calculated according to
the following equation:

% Inhibition = (Ac—At/Ac) * 100

Where Ac is the absorbance of the control and At is the absor-
bance of the test.

The inhibition percentages where plotted against sample concen-
trations and the resulting plots were used to calculate the ICsq (con-
centration of the sample that reduce 50% of the H,O, initial
concentration)

3.4. Reducing power assay

The reducing power of the extracts was evaluated according to
Oyaizu (1986). Briefly, equal volumes of the sample extract, potas-
sium hexacyanoferrate (1%, w) and phosphate buffer (0.2 M at pH
6.6) were mixed and incubated at 50°C for 20 min. The same volume
of TCA (10%, w) was immediately added and the mixture was centri-
fuged at 700 rpm for 10 min. A supernatant volume of 1.25 mL was
then mixed with 1.25 mL of milli-Q water and 0.5 mL of FeCl; (0.1%,
w). The mixture was vortexed and the absorbance was registered at
700 nm. BHA, BHT, gallic acid and quercetin were used as standard
compounds. A calibration curve using ascorbic acid was prepared in
the same conditions that samples and the results were expressed as
ascorbic acid equivalents per mg of dried extract (;ug AAE/mg d.e).

3.5. Iron chelating capacity

To estimate the iron chelation ability of plant samples, 500 L of
the extract was mixed with 100 uL of FeCl, (0.6 mM) and 900 uL
methanol. After 5 min, a volume of 100 uL of ferrozine (5mM) was
added to the mixture. The reaction mixture was stirred and incubated
for 10 min, and the absorbance was measured at 562 nm (Le et al.,
2007). A blank solution was prepared by following the same proce-
dure, except for the addition of the sample extract. EDTA was used as
reference compound and the percent of chelation was calculated
using the formula:

% Chelation = (Ac—At/Ac)*100

Where Ac is the absorbance of the control and At is the absor-
bance of the sample.

The calculated chelation percentages where plotted against sam-
ple concentrations and the resulting plots were used to calculate the

ICso (concentration of the sample that chelate the 50% of the initial
iron concentration).

3.6. Total antioxidant capacity

The total antioxidant activity of plant fractions was determined
using the phosphomolybdenum method. A sample volume of 0.1 mL
was mixed with 1 mL of the reagent solution (0.6 M sulfuric acid,
28 mM sodium phosphate and 4 mM ammonium molybdate), and
then incubated at 95°C for 90 min. The absorbance was measured at
695 nm against a blank containing methanol instead of the sample
extract (Prieto et al., 1999). Standard compounds such as BHA, BHT,
gallic acid and quercetin were used for comparison purposes. The
results were expressed as ascorbic acid equivalents per mg of dried
extract (ug AAE/mg d.e), using the ascorbic acid calibration curve
elaborated in the same conditions.

3.7. B-Carotene bleaching assay

B-Carotene bleaching assay was used to establish the potential
anti-lipid peroxidation effect of the sample extracts. As stated by
Tepe et al. (2005), the B-carotene emulsion was prepared by mixing
0.5 mg of B-carotene, 1 mL of chloroform and 25 wL of linoleic acid.
Then, an amount of 200 mg of tween 20 were added to the mixture.
The solvent chloroform was evaporated under reduced pressure, and
100 mL of oxygen saturated milli-Q water was added and vigorously
shacked. A volume of 2.5 mL of the previously prepared B-carotene
solution was added in test tubes and mixed with 350 uL of sample
extract. The same procedure was repeated with BHA, BHT and gallic
acid as positive controls (2 mg/mL), while methanol and water were
used as negative controls. The absorbance was measured at 490 nm
after 1h,2h,3h,4h,6h,24hand 48 h of incubation under the dark
at room temperature. The inhibition of the S-carotene bleaching after
24 h was calculated according to the following equation:

% Inhibition (24h) = (AE/AB) *100

Where AE is the absorbance in presence of the extract or stand-
ards at 0 h and AB is the absorbance in presence of the sample
extracts or standards after 24 h.

4. Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate and data were ana-
lysed using the software GraphPad prism 7.00. The results were
expressed as mean values and standard deviation (SD). Mean values
were compared statistically by using one way-ANOVA and significant
differences (p-values < 0.05) were found. In order to analyse the dif-
ference pattern among means, Tukey test was applied (« = 0.05).
Pearson linear correlation was calculated to evaluate the correlation
between total bioactive components and antioxidant activity results.

5. Results and discussions
5.1. Extraction yield

The methanolic extraction of Ranunculus macrophyllus Desf. roots
provided a gummy yellowish extract that represented (15.3 &+ 1.0) %
(w/w) of the initial root powder. The liquid-liquid fractionation of the
methanolic crude extract with solvents of increasing polarity
afforded 5 fractions. The yield of the obtained fractions is presented
in Fig. 1.

The aqueous fraction (AR) is the most important part of the meth-
anolic crude extract, which represents (58 + 10) % (w/w), followed
by the butanolic fraction (BR) with (12 & 1) % (w/w) and the hexane
fraction (HR) with (5.5 £ 0.6) % (w/w), while chloroform fraction (CR)
and ethyl acetate fraction (EAR) represent only (1.6 & 0.4) % (w/w)
and (1.3 + 0.5) % (w/w), respectively. Khan et al. (2006) reported a
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Fig. 1. Yields obtained for the different solvents fractions from the methanolic extract
of Ranunculus macrophyllus Desf. HR (hexane fraction), CR (chloroform fraction), EAR
(ethyl acetate fraction), BR (butanolic fraction) and AR (aqueous fraction).

lower yield for the methanolic crude extract of Ranunculus repens. In
the same study, the chloroform fraction presented 13% (w/w) of the
crude methanolic extract, being this result higher than the obtained
one in the present study. The yield of the hydro-ethanolic extract from
roots of Ranunculus ternatus as found by Deng et al. (2013) was similar
to that reported in this work (16%, w/w). The same research also
reported a comparable yield for the aqueous fraction (64.5%, w/w).

The extraction yield is affected by several factors. In fact, in addi-
tion to the inter-species variation, there is also intra-species varia-
tion. The first one could be explained by genetic and environmental
factors (Siddhuraju and Becker, 2003), while the latter could
be explained by the extraction method and the conditions in which
the procedure is performed (temperature, pH, extraction time)
(Do et al., 2013).

5.2. Spectrophotometric studies of bioactive compounds

Polyphenols and triterpenoids were characterized and quantified
using spectrophotometric methods as described in the experimental
Section. The obtained results are shown in Table 1.

The EAR fraction contains the highest amount of total polyphenols
(TPC), total flavonoids (TFC) and flavonols (FOL). Total tannins (TTC)
were distributed equally between EAR and CR, while the other frac-
tions contained only small tannins amounts. The condensed tannins
(CTC) are present in all fractions at similar amounts, except for the
EAR fraction, which contains a significantly greater amount than the
other fractions analysed. Regarding triterpenoids, the estimated
amounts decrease with the increase of the solvent polarity. Thus, the
highest amount is found in the HR fraction, while the lowest amount
is observed in both AR and BR fractions. Total polyphenol content of
different fractions from aerial parts of Ranunculus sceleratus, studied
by Shahid et al. (2015), showed the same general distribution of poly-
phenols between the solvents, though different amounts. The

polyphenol content in chloroform, ethyl acetate and butanol reported
in this study were lower than our estimated polyphenol content for
the same fractions, while hexane and aqueous fractions showed
higher TPC values than our corresponding fractions. The presence of
flavonoids, tannins and terpenoids were reported for Ranunculus
arvensis as well as other species, although they were not quantified
(Hachelaf et al., 2013; Khan et al., 2017).

For the same extraction conditions (temperature, extraction time,
pH and others), the extraction yield (whether expressed as w/w or as
amount of metabolite extracted) is mainly affected by two important
factors: the solvent nature and the chemical properties (polarity) of
the molecules to be extracted (Do et al., 2013). Polar molecules will
be more soluble in a polar solvent, whilst a non-polar solvent will
more likely extract non-polar compounds (Ramawat and Meérillon,
2013). Methanol is an appropriate solvent for the quantitative extrac-
tion of polyphenolic compounds, allowing the extraction of different
groups of polyphenols and terpenoids (Oreopoulou et al., 2019). Sol-
vent fractionation of increasing polarities may allow the separation
of polyphenol compounds into separate groups (Rafinska et al.,
2019). It has been reported that ethyl acetate fraction is able to dis-
solve phenolic diterpenes and flavonoids aglycones (Oreopoulou
et al., 2019), while triterpenoids are often extracted with non-polar
solvents (Mutai et al., 2007).

5.3. In vitro antioxidant activity

5.3.1. Radical scavenging activity

The radical scavenging activity of the different fractions was eval-
uated against, DPPH, ABTS and hydrogen peroxide. The obtained
results are presented in Table 2.

The ethyl acetate fraction exhibited a strong radical scavenging
activity, with very low ICsg value for both, DPPH (3.7 + 0.1) pug/mL
and ABTS (80.7 + 3) pug/mL. This activity was similar to that of syn-
thetic antioxidants (BHA and BHT) as well as to pure standard com-
pounds (quercetin and gallic acid), used as reference drugs. The

Table 2
Radical scavenging and iron chelation activities of different fractions from
Ranunculus macrophyllus Desf. roots.

DPPH ABTS H,0, Iron chelation
ICsp (eg/mL)
HR 819+5 9081¢ £ 112 380°+4 2366 + 84
CR 19°+1 369° + 19 709+ 6 4978 + 54
EAR 3.7°+0.1 81°+3 645¢+ 5 > 5000
BR 58+ 2 1228+ 33 40278 + 34 2572 £51
AR 319+ 4 62719 + 49 >10000 1012 + 30
BHA 1.9°+0.2 41.1*+£ 08 81742 -
BHT 4.1*+0.2 385+ 0.9 - -
Quercetin 137+ 0.1 19.4° £ 0.1 - —
Gallic Acid 0.5+ 0.0 59+ 4 278>+ 7 —
EDTA - - - 22+1

b Results are expressed as mean =+ SD (n=3). Values on the same column with
different superscript letters indicate significant differences (p-value < 0.05). CR
(chloroform fraction), EAR (ethyl acetate fraction), BR (butanolic fraction) and
AR (aqueous fraction).

Table 1
Spectrophotometric quantification of phenolic compounds and triterpenoids in the different fractions from Ranunculus macrophyllus Desf. roots.
TPCiug GAE/mg (d.e)  TFCug QE/mg(d.e) FOLugRE/mg(d.e) TTCugTAE/mg(d.e) CTCugCE/mg(d.e) TCugUAE/ mg(d.e)
HR 109 +2 0.70° £ 0.01 252402 0.5°+0.2 86.5°+ 0.2 91°+7
CR 111°+4 12°+0.1 3.8°+02 33743 94.1°+ 04 64.6"+ 0.8
EAR 271.0° £0.2 3.5+ 0.1 24+ 5 31°+£1 129°+ 10 38°+5
BR 46.1°+£0.9 1.1°+00 46°+06 1.0°+0.1 102° + 11 209+2
AR 6.09 £ 1.1 0.59+0.0 3.5+ 04 14°+0.2 107°+8 18947

2 Results are expressed as mean + SD (n=3). Values on the same column with different superscript letters indicate significant differences (p-value <
0.05). CR (chloroform fraction), EAR (ethyl acetate fraction), BR (butanolic fraction) and AR (aqueous fraction). TPC (total polyphenols content), TFC
(total flavonoids contents), FOL (flavonols content), TTC (total tannins content), CTC (condensed tannins content) and TC (triterpenoid content).
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chloroform fraction also showed a considerable antiradical activity
with ICsg (19 & 1) and (369 £ 19) ug/mL for DPPH and ABTS, respec-
tively. Hexane and aqueous fractions exhibited the weakest antiradi-
cal activity compared to the one showed by the other fractions and
the standards drugs analysed. As can be also observed in Table 2, syn-
thetic antioxidants and natural pure compounds showed similar radi-
cal scavenging ability against both DPPH and ABTS.

Radical scavenging is one of the main mechanisms by which poly-
phenols exert their antioxidant activity (Belscak-Cvitanovi¢ et al.,
2018); it can be accomplished by donating hydrogen atom or singlet
electron transfer. Moreover, this activity depends on the number and
position of hydroxyl groups in the compound (Shahidi and Ambigai-
palan, 2015).

Although hydrogen peroxide has a low reactivity, it can still dam-
age cells through its ability to penetrate the membrane of the cells
and oxidize a series of molecules inside. It can also react with transi-
tion metals, such as iron, to generate hydroxyl radical, known to be
very reactive and destructive (Halliwell et al., 2000). In addition to
being produced physiologically in our organism, hydrogen peroxide
also occurs naturally in food, water and air, which increases our
exposure to this reactive species (Bhatti et al., 2015). These state-
ments underscores the importance of the hydrogen peroxide scav-
enging activity.

The anti-hydrogen peroxide activity revealed that HR had an
excellent scavenging capacity (ICso = 380 + 4 ng/mL). Together with
EAR (IC50 = 645 £ 5 ug/mL), they exhibited better hydrogen peroxide
scavenging activity than the other studied fractions; at the same time
their activity remain significantly lower than the ones of the standard
drugs. Moderate activity was observed for CR with an ICsq value equal
to 4027 + 34 ug/mL. BR presented the lowest hydrogen peroxide
scavenging activity. It is also worth mentioning that the synthetic
antioxidant tested (BHA) had better hydrogen peroxide scavenging
effect than gallic acid (IC5o = 278 &+ 7 ug/mL). Other species such as
Ranunculus arvensis and Ranunculus sceleratus, showed moderate
antiradical activities (Khan et al., 2017; Shahid et al., 2015) mean-
while Ranunculus reptans exhibited strong antiradical activity (Paudel
etal, 2014).

In order to understand the relationship between the secondary
metabolites and the antioxidant activities studied, a correlation anal-
ysis was performed (Table 3). According to it, DPPH and ABTS were
significantly correlated with total flavonoid content (r = 0.99), total
polyphenols (r = 0.97) and total flavonols (r = 0.96), suggesting that
polyphenols are the main contributors to the DPPH and ABTS scav-
enging effects. These results are in agreement with those reported by
Kiselova et al. (2006), Li et al. (2009) and Kumar et al. (2014).

In contrast to DPPH and ABTS, the hydrogen peroxide scavenging
ability was not significantly correlated with the phenolic content of
the samples; it was even negatively correlated with condensed tan-
nins content (CTC). Thus, as has been formerly reported, the hydro-
gen peroxide scavenging ability of many plants extracts is not always
linked to their polyphenol contents (Bayliak et al., 2016). In fact, a
previous study of anti-H,0, activity of several polyphenols revealed

Table 3
Pearson correlation coefficient between antioxidant activities and bioactive
compounds.

DPPH ABTS H,0, Iron chelation FRAP TAC B-carotene
TPC 0.97* 0.98* 0.19 0.24 0.96* 0.95* 0.71
TFC 0.99* 0.99* 0.19 0.33 0.98* 0.92* 0.62
FOL 0.96* 0.96* 0.06 0.55 096" 0.84 043
TTC 0.70 0.73 023 -0.10 069 083 0.83
CTC 0.84 085 -028 0.72 083 064 0.14
TC -0.10 -0.12 0.93* -0.54 -0.06 020 0.61

* significant correlation (p-value < 0.05). TPC (total polyphenols content), TFC (total
flavonoids contents), FOL (flavonols content), TTC (total tannins content), CTC (con-
densed tannins content) and TC (triterpenoid content).

that diosmin and narirutin do not have such activity, while others
like luteolin-7-O-rutinoside shows only a weak anti-H,0, activity
(Sroka et al., 2005). It seems that this activity has some structure
requirement, specially the position of hydroxyl groups on the aro-
matic ring (Sroka et al., 2005).

The ability of the samples to scavenge hydrogen peroxide was sig-
nificantly correlated to triterpenoids content (r= 0.93), indicating that
this ability could be mainly attributed to the content of bioactive tri-
terpenoids. Many terpenoids have been proven to be excellent anti-
oxidants, whether in in vitro or in vivo studies (Gonzalez-Burgos and
Gomez-Serranillos, 2012). Moreover, plant bioactive compounds are
not limited to polyphenols and thus, this should be taken into consid-
eration when studying the antioxidant activity of plant extracts.

5.3.2. Iron chelating capacity

The different fractions were tested for their iron chelation ability
and the results are presented in Table 2. All the fractions showed dif-
ferent and dose-dependent iron chelation capacities. Consequently,
the fractions can be ordered from the highest to the lowest capacity
as follows: AR > HR > BR > CR > EAR. Compared to the EDTA stan-
dard iron chelating agent (ICso equal to 22 £+ 1 pg/mL), all the frac-
tions showed, in general, poor iron chelating ability. Even with the
highest polyphenol amounts, EAR fraction showed the weakest iron
chelation ability. When studying the correlation between bioactive
compounds and iron chelation (Table 3), significant correlations
between the iron chelation and the quantified bioactive compounds
was not found. For CTC this correlation was notable (r = 0.72), but not
significant. For polyphenols this result is in accordance with the stud-
ies of Chai et al. (2014) and Ebrahimzadeh et al. (2008). In fact, not all
phenolic compounds are good iron chelating agents. Again, this abil-
ity is strongly related to the structural features of the compounds,
and the presence of some functional groups could hinder or
strengthen this ability (Andjelkovi¢ et al., 2006; Zhang and Tsao,
2016).

5.3.3. Reducing power

The reducing power assay can be described as an electron transfer
based assay (Huang et al., 2005) that measures the reducers (antioxi-
dants) present in a sample on the basis of a spectrophotometric redox
reaction (Hajimahmoodi et al., 2008). The estimated reducing power
(FRAP) of the target plant fractions is represented in Fig. 2.

Among all the studied fractions, EAR showed the best reducing
power with a FRAP value of (310 + 2 ug) AAE/mg (d.e), comparable
to the reducing power value of BHT and significantly higher than the
ones determined for the other analysed fractions. CR fraction exhib-
ited moderate reducing power (53.2 + 0.5) ug AAE/mg (d.e), while
the reducing power of the remaining fractions did not exceed (21.7 +
0.1) ug AAE/mg (d.e).

The reference standards displayed higher activity than the plant
fractions, with a registered maximum value for gallic acid (1129 £ 5),
and a minimum value for BHA (435 + 4) ug AAE/mg (d.e). Moreover,
standard pure compounds (quercetin and gallic acid) showed supe-
rior reducing power than synthetic compounds (BHA and BHT). The
correlation study (Table 3) revealed that there was no relationship
between triterpenoid content of the fractions and their reducing
power (r = —0.06). Nevertheless, a strong significant relation among
flavonoids (r = 0.98), flavonols (r = 0.96) and total polyphenols con-
tent of the fractions (r = 0.96) was found. The correlation with total
tannins (r = 0.69) and condensed tannin contents (r = 0.83) was sub-
stantial, but not significant. Therefore, it could be assumed that poly-
phenols are the main compounds responsible for the reducing power
of the plant fractions, which is in complete agreement with the
results reported by other studies (Balik et al., 2008; Zhang et al.,
2013; Aklima et al., 2014). In contrast to the results obtained by
Amessis-Ouchemoukh et al. (2014), which did not find a significant
correlation between total polyphenol content and the FRAP reducing
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Fig. 2. Reducing power of different fractions from roots of Ranunculus macrophyllus
Desf., BHA, quercetin, gallic acid (GA) and BHT. Results are expressed as mean =+ SD of
triplicates. Bars with different letters indicate significant differences (p-value < 0.05).
CR (chloroform fraction), EAR (ethyl acetate fraction), BR (butanolic fraction) and AR
(aqueous fraction).

power. The reducing capacity of the samples studied in this work
could be due to the presence of reductants acting as electron donors.
In this regard, polyphenols are known to be excellent electron donors
(Bendary et al., 2013), allowing them to scavenge free radicals and
act as chain breaking antioxidants. They may also react with some
peroxide precursors, inhibiting the peroxide formation (Loganayaki
et al.,, 2013). In addition, this electron donating ability may allow pol-
yphenols to regenerate or to repair other oxidized antioxidants, such
as vitamin E (Shahidi et al., 1992).

5.3.4. Total antioxidant capacity

The total antioxidant capacity (TAC) of the different fractions and
the evaluated standards compounds are shown in Fig. 3. EAR exhib-
ited the strongest total antioxidant capacity (361 + 1) ug AAE/mg
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Fig. 3. Total antioxidant capacity of different fractions from roots of Ranunculus macro-
phyllus Desf., BHA, quercetin, gallic acid and BHT. Results are expressed as mean + SD
of triplicates. Bars with different letter indicates significant differences (p-value <
0.05). CR (chloroform fraction), EAR (ethyl acetate fraction), BR (butanolic fraction) and
AR (aqueous fraction).

(d.e) compared to the other fractions. Both CR and HR fractions showed
moderate TAC with (210 + 9) and (154 + 6) g AAE/mg (d.e), respec-
tively; while BR (93 + 2) ug AAE/mg (d.e) and AR (84 + 4) ug AAE/mg
(d.e) showed the lowest activity. The activity of EAR was significantly
higher than the one of the standards compounds BHA (284 + 2)
ug AAE/mg (d.e) and quercetin (243 + 8) ug AAE/mg (d.e). Similar to
BHT (353 + 6) ug AAE/mg (d.e), but still lower than gallic acid activity
(737 + 2) ug AAE/mg (d.e). Additionally, in this test, gallic acid had
higher total antioxidant capacity than synthetic antioxidants, while
quercetin presented lower total antioxidant capacity than BHA and
BHT.

The TAC of the EAR fraction suggests the presence of effective
antioxidants in this fraction. The correlation study (Table 3) revealed
a significant correlation with total polyphenol contents (r = 0.95) and
total flavonoid contents (r = 0.92). The correlation with total tannin
content (r = 0.83) and flavonols (r = 0.84) was also high, but not sig-
nificant. This fact suggests that polyphenols are the main contributors
to the antioxidant activity. Jan et al. (2013) and Zhao et al. (2014) also
reported this observation, while Sarikurkcu et al. (2017) found a sig-
nificant correlation only with flavonoids and flavonols, although not
with total polyphenol content. The fact that HR fraction showed
higher activity than BR, despite the lower phenolic content, may sug-
gest the involvement of other bioactive compounds in the total anti-
oxidant activity exhibited by HR. For example, carotenoids and
a-tocopherol, are common non-phenolic compounds involved in the
total antioxidant capacity of non-polar extracts (Prieto et al., 1999).
Triterpenoids, may at least partially be responsible for the activity of
the HR fraction. Sarikurkcu et al. (2017) found that triterpenoids
were significantly correlated with TAC of several plant extracts.

5.3.5. B-Carotene bleaching assay

B-Carotene is a red-orange natural pigment and a strong antioxi-
dant, when oxidized by a radical or an oxidizing agent, S-carotene
quickly decolorizes. In B-carotene assay the radicals are generated
from autoxidation of linoleic acid in presence of oxygen, and the
addition of another antioxidant to the S-carotene will prevent or
delay its decolorization. The stronger is the antioxidant, the longer is
the delay of decolorization. This effect is due to the competition
between B-carotene and the other antioxidant in the system.

The capacity of a target plant fractions and standards to inhibit the
pB-carotene bleaching is summarized in Fig. 4. All samples were able
to delay the decolorization of fS-carotene solution at different rates,
as shown by the kinetics of B-carotene bleaching included in Fig. 4
(a). EAR and CR were the most efficient fractions inhibiting the B-car-
otene bleaching by (81.0 & 0.5) % and (80.2 + 0.8) % respectively, after
24 h. At the same time, HR inhibition rate was (59.0 & 0.2) %, while
the inhibition rate of BR was just (27 &+ 5) %. Therefore, it could be
concluded that after 24h, the effect of AR was quite weak (13 £ 2) %,
and even close to the one of methanol, used as a negative control.
Both EAR and CR fractions are more effective than gallic acid (72 £ 5)
%, and synthetic antioxidants presented the best inhibition of S-caro-
tene bleaching; after 24 h the inhibition of BHA was (97 &+ 2) % and
that of BHT was (94.4 + 0.5) %.

B-Carotene bleaching was correlated (Table 3) with the different
bioactive compounds in the following order; TTC (r = 0.83) > TPC
(r=0.7) > TFC (r = 0.62) > TC (r = 0.6) > FOL (r = 0.42) > CTC
(r = 0.13), but none of them was significant. This fact could suggest
that B-carotene bleaching is a synergic result between the different
sample components. Sarikurkcu et al. (2017) reported a significant
correlation of B-carotene bleaching only with FOL, nonetheless no
correlation was described with TPC, TFC and TC contents.

While other assays as FRAP are based on the capacity of reduc-
tants for transferring electron within a sample, 8-carotene bleaching
is a hydrogen transfer-based test (Niciforovic et al., 2017). In fact, pol-
yphenols are known to react with lipid radicals by hydrogen atom
transfer (Prior et al., 2005). Therefore, the great 8-carotene bleaching
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Fig. 4. Results obtained from the f-carotene bleaching assay: (a) kinetics of B-carotene bleaching for BHA, BHT, gallic acid (GA) and methanol (MeOH), (b) kinetics of B-carotene
bleaching for different fractions and methanol, (c) inhibition of S-carotene bleaching after 24 h for fractions, standards and MeOH. Results are expressed as mean + SD of triplicates.
Bars with different letters indicate significant differences (p-value < 0.05). CR (chloroform fraction), EAR (ethyl acetate fraction), BR (butanolic fraction) and AR (aqueous fraction).

activity showed by the studied fractions reflects their excellent
hydrogen donating ability.

As it can be seen from the results included in Fig. 4(b), non-polar
fractions (HR, CR) presented better activity than polar fractions (BR
and AR), which could be attributed to the polarity of the reductants
in the non-polar fractions. Actually, B-carotene reaction medium is
an emulsion of linoleic acid, consequently non-polar molecules will
have a better access to the lipid radicals than the polar ones
(Niciforovic et al., 2017). In this regard, the richness of HR and CR
fractions with liposoluble triterpenoids must be pointed as they may
be partially responsible for their activity.

5.4. Capillary LC-DAD and LC-MS/MS analysis of phenolic compounds
Spectrophotometric estimations of bioactive compounds and cor-

relation studies revealed that EAR fraction had the highest polyphe-
nol content and the best antioxidant activities. These activities were

highly correlated with total polyphenols content. Therefore, the indi-
vidual polyphenol profile of EAR was investigated by using capillary
LC-DAD and LC-MS/MS, according to the procedures described in Sec-
tion 2.10.1 and 2.10.2.

The individual polyphenolic profile of the EAR fraction was
corroborated by using the LC-MS/MS method. Three different
transitions were employed to unequivocally verify the identity of
the polyphenols determined, the most abundant was used for
quantification, whereas the others were for identification pur-
poses (Table 4). Although all studied compounds were detected
by LC-MS/MS, quantification was not possible as they were at
concentration levels below the quantification limits of the
method. Thus, quantitative analyses were performed by capillary
LC-DAD. Therefore, combination of DAD and MS/MS detection
systems provided both, an identification and compositional infor-
mation of polyphenols presented in Ranunculus macrophyllus
Desf. roots.
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Table 4
Analysis of polyphenols by capillary LC-DAD and LC-MS/MS: identification and quantification results.
Compound Capillary LC-DAD LC-MS/MS
Rt,min UV® nm Extracted amount, Rt,min Precursorlon, Quantification Transition Confirmation Transitions Extracted amount,
mg/g (d.e) m/z[M-H]~ mg/g (d.e)
Product ion I, Product ion I, Production III,
m/z (Ce, eV)° m/z (Ce,eV)” m/z(Ce,eV)’
Gallic A. 3.70 292 93406 6.25 169.0 125.1(19) 79.0 (23) 53.1(20) LOD®
Dihydroxybenzoic A. 5.09 260 81+02 1022 153.0 109.0 (16) 108.1 (25) 53.0(25) LOD
Chlorogenic A. 8.29 260 35+0.2 16.76  353.1 191.0(16) 85.1(44) 93.1(42) LOD
Caffeic A. 1044 310 6.7+04 18.07 179.0 135.0(18) 134.0 (30) 89.0(34) LOD
p-Coumaric A. 1295 310 3.0+0.1 23.00 163.0 119.0(17) 93.0(31) 117.1(34) LOD
trans-Ferulic A. 13.74 310 21+£01 2398 1932 134.0 (18) 178.0 (17) 149.1 (15) LOD
Hesperidin 1535 292 59+06 2756  609.1 301.1(23) 286.1(48) 164.0 (55) LOD
Rutin - - nd 28.47  609.0 300.1(42) 300.9 (33) 271.0 (45) LOD
Resveratrol 1718 310 33402 3071 2271 143.1(25) 113.0(10) 69.1(21) n.d.

2 wavelength used for quantification.

b Collision energy, electron Volt.

¢ LOD: determined at the levels of the method detection limit; n.d: not detected; Rt: retention time; (d.e): dry weight.

Table 4 shows the compounds identified and/or quantified in the
ethyl acetate fraction from Ranunculus macrophyllus Desf. This frac-
tion contains high amounts of phenolic acids and flavonoids. Two cat-
egories of phenolic acids were present; cinnamic acid derivatives
such as chlorogenic acid (3.5 + 0.2) mg/g (d.e), caffeic acid (6.7 & 0.4)
mg/g (d.e), p-coumaric acid (3.0 &+ 0.1) mg/d (d.e) and trans-ferulic
acid (2.1 £+ 0.1) mg/g (d.e); and benzoic acid derivatives like gallic
acid (9.2 & 0.6) mg/g (d.e) and dihydroxybenzoic acid (8.1 & 0.2) mg/
g (d.e). Flavonoids identified were hesperidin (5.9 + 0.6) mg/g (d.e),
and rutin. The latter one was only detected using LC-MS/MS, which
could be explained by the highest sensitivity of the method for this
particular compound. The stilbene resveratrol (3.3 + 0.2) mg/g (d.e)
was also identified by both chromatographic methods. The individual
polyphenol profile of the EAR fractions, as well as the extracted
amounts, has been established properly according to the criteria
mentioned before.

As far as the author’s knowledge, this is the first time that all
the mentioned compounds have been identified and quantified in
Ranunculus macrophyllus Desf. roots. According to the literature,
especially reviews on the genus Ranunculus (Aslam et al.,, 2012;
Da-Cheng, 2018), the polyphenol trans-ferulic acid was earlier
detected in Ranunculus muricatus (Da-Cheng, 2018), p-coumaric
acid and gallic acid were also detected in the roots of Ranunculus
ternatus (Deng et al, 2013; Da-Cheng, 2018). Likewise, caffeic
acid and rutin were reported in Ranunculus arvensis (Bhatti et al.,
2015). However, to the best of the author’s knowledge, this is the
first time that hesperidin, chlorogenic acid and resveratrol are
identified in the genus Ranunculus.

It is worth mentioning the importance of the compounds iden-
tified, as they are widely spread in fruits and vegetables. Thus,
they constitute one of the most common polyphenol groups in
human food. In fact, the quantities found in our study are similar
or higher than those found in common food sources. The amount
of resveratrol found is similar to the levels reported in red and
white grape seeds (Counet et al, 2006). From the same study it
can be seen that the amount of trans-ferulic acid in chocolate
extract (2.4 + 0.1) mg/g (d.e) is close to the one observed in the
present study (2.1 + 0.1) mg/g (d.e). The amount of hesperidin,
also known as orange peel glucoside, quantified in this study was
higher than the one reported in Citrus mitis Blanco (1.5 £+ 0.2)
mg/g (d.e) (Lou et al., 2014). Both gallic acid and ferulic acid
quantities in pineapple peels are lower than in the roots of
Ranunculus macrophyllus Desf. (Li et al.,, 2014). Caffeic acid con-
tent is almost 30 times higher than it is in the roots of red beet
(Beta vulgaris), while chlorogenic acid content is 17 times higher
than that found on the stems of red beet (Koubaier et al., 2014).
In addition, Ranunculus macrophyllus Desf. roots contained

considerable amounts of hydroxybenzoic acid derivatives. This is
very important because it is known that the levels of these com-
pounds are very low in edible plants, except in some red fruits
(Gémez-Maqueo et al., 2018). This fact makes Ranunculus macro-
phyllus Desf. roots a valuable source of hydroxybenzoic acid
derivatives. Therefore, the roots of Ranunculus macrophyllus Desf.
can be seen as an appreciated source of high added-value poly-
phenols, like ferulic acid, hesperidin and resveratrol, with poten-
tial interest in cosmetic, pharmaceutical, and agri-food industries.

Conclusions

The liquid-liquid separation showed that ethyl acetate fraction
contains most of the phenolic compounds of Ranunculus macrophyllus
Desf. roots, while the chromatographic analysis revealed for the first
time the presence of gallic acid, dihydroxybenzoic acid, caffeic acid
and hesperidin as major compounds, some of them are described for
the first time in the genus ranunculus. Thus, the EAR fraction could
provide a total amount of phenolic compounds of 41.9 mg/g (d.e).
Ethyl acetate fraction exhibited strong radical scavenging ability,
high metal ions reducing power and potent anti-lipid peroxidation
activity and these activities were strongly correlated with the pheno-
lic content. Consequently, Ranunculus macrophyllus Desf. roots may
be considered as a valuable source of strong polyphenolic antioxi-
dants with many therapeutic and industrial applications, and as an
ingredient for preparation of nutraceutical and functional food.
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: The members of the genus Ranunculus have counter-irritating properties and
thus, they are traditionally used for treating anti-inflammatory disorders and other skin conditions. Ranunculus
macrophyllus Desf. is a wild medicinal plant growing in Algeria and traditionally used to treat some cutaneous
skin disorders.

Aim: The aim of this study was to characterize the composition of the ethyl acetate and n-butanol extracts from
Ranunculus macrophyllus Desf. as well as to elucidate and to compare their effect against acute skin inflammation.
Moreover, both the antioxidant activity and the acute toxicity of the plant extracts were also studied.
Materials and methods: Spectrophotometric and chromatographic methods were employed to identify and
quantify phenolic compounds and triterpenoids from R. macrophyllus Desf. fractions. The antioxidant activity was
estimated using the phosphomolebdenum, DPPH, reducing power and p-carotene bleaching assays. The ethyl
acetate and n-butanol extracts were screened for their anti-inflammatory activities using ex-vivo membrane
stabilizing assays and in-vivo acute skin inflammation model.

Results: Ethyl acetate fraction showed the highest amounts of total phenolic compounds (413 + 4 pg GAE/mg
extract) and triterpenoids (70.4 + 1.8 pg UAE/mg extract). Rutin, hesperidin, myricetin and kaempferol were the
major compounds identified in the different fractions. Ethyl acetate fraction exhibited strong DPPH® radical
scavenging ability (ICsp 1.6 + 0.2 pug/mL), high total antioxidant capacity (447 + 7 pg AAE/mg extract) and
reducing power (514 + 8 ug AAE/mg extract). Ethyl acetate fraction inhibited (73.4 £ 0.3) % of linoleic acid
peroxidation. Ethyl acetate and n-butanol fractions did not have any visible toxicity at 2000 mg/kg and presented
excellent membrane stabilizing ability. The inhibition of xylene induced ear inflammation was (38 + 4) % and
(46 £ 1) % for RM-B and RM-EA, respectively.

Conclusions: The high content of both phenolic compounds and triterpenoids combined with the remarkable anti-
inflammatory effect and antioxidant activity of ethyl acetate and n-butanol extracts from R. macrophyllus Desf.
support the wide spread use of this traditional plant on some skin disorders (inflammatory skin disorders).

1. Introduction

temperature and excretion of some metabolic waste products (Kruk and
Duchnik, 2014). Skin is often exposed to the harmful effect of many

The skin is the largest and most important body organ, protecting the agents of physical (UV radiation) or chemical nature (xenobiotic), that
body against environmental factors and keeping its homeostasis (Bickers can alter both structure and function of the skin (Bickers and Athar,
and Athar, 2006). It plays an important role in regulating body 2006). These agents can themselves be oxidizing substances or induce
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the production of reactive oxygen species (R.0.S). R.O.S can induce lipid
peroxidation in the unsaturated fatty acids rich skin cell membranes
affecting the integrity of the cells (Kruk and Duchnik, 2014) and causing
several skin disorders like prolonged inflammation (Trouba et al., 2002),
that can then trigger inflammatory skin diseases. The most common
inflammatory skin disorders are atopic dermatitis and psoriasis. Avail-
able treatments for those disorders are often unsuccessful and they have
a wide range of side effects. Folk medicine has always relied on plants as
a remedy for skin disorders (Otuki et al., 2011). The topical application
or oral administration of plant derived bioactive compounds showed
antioxidant, anti-inflammatory, chemo preventive and photoprotective
effect on the skin, thus providing an effective skin protective effect
(Katiyar et al., 1995; Almeida et al., 2008; Oyetakinwhite et al., 2012).

Ranunculus is the most diverse genus of the family Ranunculaceae
with more than 600 species. It constitutes a supply of medicinal plants
traditionally used for the treatment of intermittent fever, rheumatism,
hemorrhages and anti-helminthic (Aslam et al., 2012). They are also
used as a remedy for skin sores, cuts and scrapes in addition to other skin
disorders. Ranunculus species are mostly known as rubefacient or
counter irritants (Turner, 1984). Some species exhibit
anti-inflammatory properties that goes beyond the primary
counter-irritant effect (Prieto et al., 2003, 2008; Akkol et al., 2012).
Interesting biological activities such as antioxidant (Kaya et al., 2010),
hepatoprotective and anti-cancer (Aslam et al., 2012) were also
reported.

Particularly, Ranunculus macrophyllus Desf. is one of the 50 repre-
sentative species of the genus Ranunculus in Algeria (Hachelaf et al.,
2013). As other Ranunculus members, R. macrophyllus Desf. is used for
the treatment of some cutaneous skin disorders (Rai et al., 2011). To the
best of our knowledge there are no reports supporting its traditional use.
Therefore, the aim of the present study was to characterize the
composition of the R. macrophyllus Desf. ethyl acetate and n-butanol
extracts, as well as to elucidate and to compare their effect against acute
skin inflammation. Additionally, the antioxidant activity and the acute
toxicity of the plant extracts were also evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

All chemicals and solvents were of analytical grade, and purified
water from a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA, USA) was used.
Methanol, hexane, chloroform, ethyl acetate, n-butanol, xylene, folin-
ciocalteu, sodium bicarbonate, aluminum chloride, bovine serum albu-
min, sodium dodecyl sulfate (SDS), triethanolamine (TEA), tannic acid,
vanillin, gallic acid, quercetin, rutin, catechin, ursolic acid, acetic acid,
perchloric acid, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), disodium
hydrogen phosphate, sodium phosphate monobasic, sodium chloride,
potassium chloride, trichloroacetic acid (TCA), ferric chloride, potas-
sium hexacyanoferrate (III), ammonium molybdate tetrahydrate, sul-
phuric acid, B-carotene, linoleic acid, tween 40 and butylated
hydroxyanisol (BHA) were supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

2.2. Plant material and sample preparation

The aerial parts (leaves, flowers and stem) of Ranunculus macro-
phyllus Desf (the plant name was checked with http://www.theplantlist.
org/on 08/18/2019). have been collected from the prairies of Ras El
Oued- Bordj Bou Arreridj region north-east Algeria (N35°57'44.305";
E5°2/15.947") on May 2017. The plant material was identified by Dr.
Bouadam from the department of physico-chemical biology of the uni-
versity of Bejaia and a voucher specimen has been deposited at the
herbarium of the Life and Natural Sciences Department, M’sila Univer-
sity, with the number AB-108. The plant was air dried for one month,
and then powdered with and an electric blender.
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2.3. Extraction and fractionation

The extraction and fractionation of the plant powder were conducted
according to Prieto et al. (2003). An amount of 100 g of plant powder
was macerated three times with 500 mL of pure methanol. The com-
bined filtrates were evaporated under low pressure with a rotary evap-
orator (40 °C) to afford the crude methanolic extract. The crude
methanolic extract was dissolved in 100 mL aqueous methanol (10%
v/v), then fractioned in separating funnel with solvents of increasing
polarity: hexane (RM-H), chloroform (RM-CH), ethyl acetate (RM-EA)
and n-butanol (RM-B) to yield 4 fractions. The remaining aqueous phase
was designed as the fifth fraction (RM-Aq).

2.4. Colorimetry of secondary metabolites

The total phenolic content of the fractions was determined according
to Singleton and Rossi (1965). A calibration curve was prepared using
gallic acid as standard (50-200 pg/mL) and the results were expressed as
pg gallic acid equivalents per mg dry extract (ug GAE/mg extract). Total
flavonoids were evaluated following the method of Djeridane et al.
(2006). Quercetin (5-50 pg/mL) was used to prepare a calibration curve
and the results were expressed as pg quercetin equivalents per mg dry
extracts (pg QE/mg extract). Flavonols content was assessed using the
method described by Kumaran and Karunakaran (2007). The results
were expressed as pg rutin equivalents per mg dry extract (RE/mg
extract) using a calibration curve prepared with rutin (10-100 pg/mL)
as standard compound. The total tannins content of the fractions was
estimated according to the method of Hagerman and Butler (1978), this
method is based on the ability of tannins to precipitate proteins. A
calibration curve was prepared using tannic acid (25-1200 pg/mL) as
reference compound and the results were expressed as pg tannic acid
equivalents per mg dry extract (ug TAE/mg extract). The estimation of
condensed tannins was performed according to the guidance of Sun et al.
(1998). A calibration curve was prepared using catechin as standard
(20-200 pg/mL) and the results were expressed as jig catechin equiva-
lents per mg dry extracts (ug CE/mg extract). The amount of triterpe-
noids in the extract was assessed as reported by Chang et al. (2012).
Ursolic acid was used as standard to prepare the calibration curve and
the results were expressed as pg ursolic acid equivalents per mg dry
extracts (ug UAE/mg extract).

2.5. cLC-DAD and LC-MS/MS analysis of the different fractions

The individual phenolic profile of the different plant fractions was
determined using an Agilent cLC instrument Mod. 1100 Series (Agilent
Technologies, Madrid, Spain), coupled to a G1376A binary capillary
pump, a G1379A degasser and a G1315B diode array detector (500 nL,
10 mm pathlength). The capillary analytical column used for the anal-
ysis was a Synergi™ Fusion 4 pm C18 (150 mm x 0.3 mm L.D.) (Phe-
nomenex, Torrance, CA, USA), which was preserved at room
temperature and equipped with a Rheodyne® injection valve coupled to
an external stainless-steel loop. Detection was made using a diode array
HP8543 UV/Vis spectrophotometer (Agilent Technologies), connected
to HP Chemstation software. The chromatographic analysis was per-
formed as previously described by Leon-Gonzdlez et al. (2018), using a
mixture of acetonitrile (A) and an aqueous solution 0.1% (v) TFA at pH
3.2 (B) as mobile phase at a flow rate of 10 pL/min. The elution program
started with 8% A for 3 min, followed by a linear increase to 34% A
during 11 min, an isocratic step at 34% A for 7 min, and then a linear
decrease to 8% A, which was kept until the end of the analysis.

The plant fractions were further analyzed by LC-MS/MS in negative
electrospray ionization (ESI) mode according to Gomez-Mejia et al.
(2019), using a Shimadzu LC-MS-8030 triple quadrupole system (Shi-
madzu Scientific Instruments, Columbia, MD, USA) equipped with a
Nexera LC-30AD solvent delivery unit, a Nexera SIL-30 A C autosampler
with temperature-controlled tray and a CTO-20 A C column oven. A


http://www.theplantlist.org/
http://www.theplantlist.org/

A. Deghima et al.

SynergiTM C18 Fusion-RP 80 A analytical column from Phenomenex
(150 x 3 mm LD., 4 pm) at room temperature was used. Data were
acquired and processed with the LabSolutions LC-MS software provided
by Shimadzu. The MS/MS equipment used nitrogen as both nebulizing
(1.5 L/min) and drying (15.0 L/min) gas. Fragmentation was performed
using argon as the collision gas at a pressure of 230 kPa in the collision
cell, and the collision energy voltages applied were in the range 10-55
eV. ESI for ionization voltage was set at —4.5 kV. The interface current
was fixed at 6.2 pA, and the detector voltage at 1.84 kV.

A mixture of methanol (solvent A) and 0.2% (v) formic acid aqueous
solution (solvent B) was used as mobile phase: 5% solvent A maintained
for 0.1 min, linear increase to 40% A within 25 min, and to 70% A within
another 10 min. This condition was maintained for 2 min, and then
changed to the initial conditions (5% A) within 1 min and equilibrated
for 2 min. The flow rate was 0.50 mL/min.

2.6. In-vitro antioxidant activity

Four in-vitro methods were used to screen the antioxidant capacity of
the different fractions from Ranunculus macrophullus Desf., based on
their capacity to scavenge free radicals (DPPH®) and their ability to
reduce iron ions as well as their capacity to inhibit lipid peroxidation
using lipidic like system (p-carotene/linoleic acid assay).

The Phosphomolybdenum method was used to determine the total
antioxidant capacity of the obtained extracts according to Prieto et al.
(1999). The results were expressed as ascorbic acid equivalents per
milligram of the extract using ascorbic acid calibration curve.

The DPPH?* assay described by Shen et al. (2010) was performed to
assess the antiradical activity of the various extracts. The inhibition of
DPPH radical was calculated using the following formula:

% Inhibition = (Ac-At/Ac) x 100

where “Ac” is the absorbance of the control and “At” is the absorbance of
the test.

The reducing power of the extracts was evaluated according to
Oyaizu (1986). The results were expressed as ascorbic acid equivalents
per milligram of the extract (AAE/mg extract) using the prepared
ascorbic acid calibration curve.

The potential anti-lipid peroxidation of the extracts was also deter-
mined using the p-carotene bleaching assay in a lipidic like system
(p-carotene/linoleic acid assay) as described by Tepe et al. (2005). The
absorbance was measured at 490 nm after 1, 2, 3, 4, 6, 24 and 48 h of
incubation in the dark at room temperature. The 24 h inhibition of the
B-carotene bleaching was calculated according to the following formula:

% Inhibition = (AE/AB) x 100

where “AE” is the absorbance of samples or extracts at initial time and
“AB” is the absorbance after 24 h.

The obtained results were compared with synthetic antioxidants
(BHT and BHA) and natural pure compounds (gallic acid and quercetin).

2.7. Acute toxicity

NMRI male/female Swiss albino mice weighting 20-25 + 2 g were
bought from Pasteur institute Algiers (Algeria). They were kept in an
animal holding room in standard conditions (temperature 25 + 3 C° and
humidity 50 + 10%) under 12-h light/12-h dark cycle. Mice were fed
standard diet and water ad libitum. They were acclimated for at least 10
days before testing and fasted 12 h before any dosing. All experiments
were conducted in strict compliance with internationally accepted
principles for laboratory animals (directive N° 2010/63/EU of
September 22, 2010 which updates and replaces directive N° 86/609/
EEC of November 24, 1986).

To evaluate the acute toxicity of the chosen fractions a limit dose of
2000 mg/kg was tested according to the OECD guideline 423 (OECD,
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2011). This method, also known as the acute toxic class method, is a
single-dose 14-day acute oral toxicity study. It is a stepwise procedure
that requires a minimal number of animals, and on which the acute
toxicity depends on the mortality and/or moribund state of animals.
Three fasted female mice received the fractions at a limit dose of 2000
mg/kg body weight, while the control group received only the vehicle
(5% of tween 20; v/v). The animals were observed for visual clinical
toxicity signs or mortality with special attention provided within the
first 4 h and afterwards every day for a total of 14 days. The serum
biochemical parameters reflecting liver and kidneys functions were then
estimated.

2.8. Anti-inflammatory activity

2.8.1. Membrane stabilizing activity

The potential anti-inflammatory activity of the RM-EA and RM-B
fractions was investigated using ex-vivo membrane stabilizing models.
Hypotonic induced hemolysis on mice RBC, originally developed by
Seeman and Weinstein (1966), was used as a first model with aspirin as
standard ant-inflammatory drug. Percent inhibition was calculated ac-
cording to the following formula:

% Inhibition of hemolysis = (Ac-At/Ac) x 100

where “Ac” is the absorbance of the control in hypotonic solution and
“At” is the absorbance of test sample in hypotonic solution.

Heat induced hemolysis on mice red blood cells (RBC), was used as a
second membrane stabilization model to estimate the anti-inflammatory
activity of the RM-EA and RM-B fractions according to Shinde et al.
(1999). Aspirin at 200 pg/mL was used as standard ant-inflammatory
drug and the inhibition of hemolysis was calculated with the following
formula:

% Inhibition of hemolysis = (At,—At;/Ac-At;) x 100

where “At;” is the absorbance of the sample in unheated solution, “Aty”
is the absorbance of the sample heated solution and “Ac” is the absor-
bance of control in unheated solution.

2.8.2. Skin inflammation

The effect of ethyl acetate and n-butanol extracts against acute skin
inflammation was studied using xylene-induced ear edema model in
mice according to Xu et al. (2014). NMRI male Swiss albino mice
weighting from 20 to 25 g were used in this test. Mice were randomly
grouped into 5 groups (n = 7). Group 1 served as model control group
and received vehicle (tween 20, 5% v/v) at 10 mL/kg bw; group 2 was
used as positive control and was given dexamethasone (1 mg/kg bw);
group 3, 4 and 5 received the extracts at 200, 400 and 600 mg/kg bw,
respectively. One hour after oral administration, the inner and outer
surface of the right ear was wiped up with 30 pL of xylene while the left
ear served as control. One hour later, mice were sacrificed using cervical
dislocation then a piece of 8 mm of the ear was punched out and
weighed. The increase in ear weight is the difference between right and
left ear and reflects the edema formation, low value indicates better
anti-inflammatory effect. ear weight was used to calculate edema inhi-
bition according to the following equation:

A weight of ear control — A weight of ear test
X

% Inhibition = 100

A weight of ear control
2.9. Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate and data were analyzed
using the software OriginPro b9.3.226. The results were expressed as
mean values and standard deviation (SD) for in-vitro tests or standard
error of means (SEM) for in-vivo study. The differences between the
fractions and positive controls were analyzed using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s significant difference post hoc
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test with o = 0.05. Extraction data were also explored and modeled
using principal component analysis (PCA) using the software package
Statgraphics Centurion 18 (Statgraphics Technologies, Inc., Warrenton,
VA, USA).

3. Results and discussions
3.1. Extraction and fractionation yield

The maceration at room temperature of the plant powder gave a
greenish semisolid crude methanolic extract that represents 22.35% (w/
w dried material). Liquid-liquid separation of the methanolic extract
with solvents of increasing polarity afforded five fractions with the
following yields 12.72% (RM-H), 0.67% (RM-CH), 3.1% (RM-EA),
12.03% (RM-B), 61.46% (RM-Aq). Previous work on Ranunculus peltatus
subsp. reported a 3.7% (w/w fresh material) yield for the crude meth-
anolic extract and for the fractions the following yields were obtained: n-
hexane (4%), chloroform (9%), ethyl acetate (4%) n-butanol (5%) and
aqueous (78%) (Prieto et al., 2008). This study reported lower yields for
crude methanolic extract, hexane and n-butanol, higher yields for
chloroform, and similar yields for ethyl acetate and aqueous fractions
compared to our results. For Ranunculus sceleratus Shahid et al. (2015)
reported only 1.22% (w/w dry material) for the crude methanolic
extract while for the rest of the fractions the yields were 15.21% for
hexane, 19.02% for chloroform, 21.73% for ethyl acetate, 10.86 for
n-butanol and 21% for aqueous fraction, thus showing lower yields for
crude methanolic extract and aqueous fraction, higher yields for ethyl
acetate and chloroform and similar yields for n-butanol and hexane.
However, many factors influence the extraction yield, including the
nature of the extraction solvent, the growing area of the plant, the
maturity stage of the harvested sample and genetic variability and the
post-harvest handling. Consequently, all these factors make difficult the
comparison of the obtained yields (Siddhuraju and Becker, 2003).

3.2. Spectrophotometric determination of secondary metabolites

The fractions resulting from the liquid-liquid extraction were sub-
jected to colorimetric assays to estimate their secondary metabolites
content. The results are shown in Table 1.

From the results, it could be concluded that all the different classes of
secondary metabolites exist in all the fractions but with different
amounts. Overall, the ethyl acetate fraction contained high levels of
phenolic compounds and triterpenoids and presented the highest
amount of total polyphenols (413 + 4 GA E/mg extract), total flavonoids
(48 + 1 QE/mg extract), flavonols (263.6 + 0.6 R E/mg extract) and
condensed tannins (92 + 1 C E/mg extract). However, for the other
classes the hexane fraction presented the highest content for total tan-
nins (69 + 2 TA/mg extract) and triterpenoids content (74 + 6 UAE/mg
extract), the aqueous fraction seemed to be the poorest among the other
fractions since it contained low amounts of all the different secondary
metabolite classes.

Similar distribution of the bioactive compounds was found in the
roots of R. macrophyllus Desf. with lower amounts (Deghima et al.,
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2020). The TPC of different fractions from Ranunculus sceleratus was
studied by Shahid et al. (2015) and it was as follow: 23.5 + 1.4 pg
GAE/mg extract for the hexane fraction, 73.3 pg GAE/mg extract for the
chloroform fraction, 97.1 pg GAE/mg extract for the ethyl acetate
fraction, 79.6 pg GAE/mg extract for the n-butanol fraction and 64.6 pg
GAE/mg extract for the aqueous fraction. The results offered by Shahid
et al. (2015) suggest the same general distribution of phenolic com-
pounds between the different fractions but with lower amounts, the TPC
increase with the polarity of the solvent until it reaches the maximum in
the ethyl acetate fraction, then it decreases gradually. In fact, the
extraction yield expressed as percent per dry material and the extract-
able substances expressed as GAE/mg dry extract as an example,
strongly depends on the solvent used for the extraction and the strength
of solute/matrix interaction (Siddhuraju and Becker, 2003; Dhanani
et al., 2017). The polarity of the solvent determines the nature of
extracted molecules (Ashraf et al., 2016). It is also important to note that
the different chemical proprieties of the different classes of molecules
affect their extractability and thus polar molecules are more soluble in
polar solvents while non-polar compounds are more soluble in non-polar
solvent (Ramawat and Meérillon, 2013).

3.3. cLC-DAD and LC-MS/MS phenolic profile

A method combining reversed-phase high-performance capillary
liquid chromatography with photodiode array detection (cLC-DAD) and
LC-MS-MS was used to determine phenolic compounds in aerial parts of
R. macrophyllus Desf. Polyphenols were determined by cLC-DAD and the
obtained results were analyzed using several chemometric tools
(Table 2). Flavonols as rutin, quercetin, myricetin and kaempferol, fla-
vonoids as hesperidin, hydroxybenzoic acids as gallic acid and hydrox-
ycinnamic acids as p-coumaric, trans-ferulic, chlorogenic and caffeic
acids were found and quantified in different rich fractions from the
methanolic crude extract of R. macrophyllus Desf. Myricetin and quer-
cetin were the most abundant polyphenols found in ethyl acetate frac-
tion with concentrations of (70 + 4) mg/g dry extract and (61 + 9) mg/g
dry extract, respectively. Myricetin was exclusively detected in ethyl
acetate fraction while caffeic acid was only found in the butanolic
fraction that also contained rutin as its major compound with (11 + 2)
mg/g dry extract. Chloroform fraction contained only kaempferol,
quercetin and hesperidin as major compound, for which an amount of
(51 + 9) mg/g dry extract was found. None of the studied compounds
were identified in the aqueous fraction, while only quercetin was
identified in the hexane fraction.

3.4. In-vitro antioxidant activity

As the antioxidant activity is closely related to the assay being used,
several in-vitro models with different mechanisms (electron/hydrogen
donating, radical scavenging, metal ions reductions and lipid peroxi-
dation) have been used for a better estimation and understanding of the
antioxidant activity of the different fractions from the aerial parts of
R. macrophyllus Desf. and the results are summarized in Table 3.

The results clearly show the remarkable DPPH® scavenging ability of

Table 1
Colorimetric determination of the secondary metabolites of the different fractions from Ranunculus macrophyllus Desf.
TPC TFC FC TTC CTC TC
GAE/mg dry extract QE/mg dry extract RE/mg dry extract TAE/mg dry extract CE/mg dry extract UAE/mg dry extract
RM-H 21.8 +0.7¢ 6.89 + 0.09¢ 7 +£1° 69 + 27 84 + 77 74 + 6%
RM-CH 245 + 7° 16 £1° 139+ 059 29 £ 4° 66 + 6% 40.6 + 0.5"
RM-EA 413 + 4° 48 +1° 263.6 + 0.6 2.1 +1.8° 92 4+ 17 70 + 22
RM-B 256 + 7° 39.8 +1.8° 159 + 5° 6.6 +1.2° 76 + 6% 27.6 + 0.9°
RM-Aq 25.2 + 0.9¢ 5.0 + 0.7¢ 27.9 + 0.5¢ 2.2+ 0.7 39.6 + 0.7° 17.2 + 0.5¢

TPC: total phenolic content; TFC: total flavonoid content; FC: flavonol content; TTC: total tannins content; CTC: condensed tannins content; TC: triterpenoids content;
RM-H: hexane fraction; RM-CH: chloroform fraction; RM-EA: ethyl acetate fraction; RM-B: n-butanol fraction; RM-Aq: aqueous fraction. Results are expressed as mean
=+ SD (n = 3). Values on the same column with different superscript letters are significantly different (p-value < 0.05).
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Table 2
Individual polyphenols identified in the different fractions from Ranunculus
macrophyllus Desf.

cLC-DAD RM- RM- RM- RM-B RM-
H CH EA Aq
Compound RT uv? Extracted amount (mg/g dry extract)
(min) (nm)
Gallic acid 2.90 292 nd nd 10 + 1.7 + nd
1 0.4
Chlorogenic 6.44 260 nd nd 8+3 2.0 + nd
acid 0.9
Caffeic acid 8.88 310 nd nd - 1.3+ nd
0.2
p-Coumaric 10.21 310 nd nd 9.7 £ 2.16 + nd
acid 0.7 0.04
Ferrulic acid 11.16 310 nd nd 9+1 0.90 + nd
0.02
Rutin 13.78 365 nd nd 44 + 11+2 nd
5
Myricetin 14.45 365 nd nd 69 + nd nd
4
Hesperidin 14.64 292 nd 51 + 47 + 5.0 + nd
9 6 0.3
Resveratrol 15.25 310 nd nd 7.5+ 0.24 + nd
0.9 0.08
Quercetin 17.10 365 8 + 6.2 + 61 + nd nd
2 0.6 9
Kaempferol 18.64 365 nd 6.7 £ 1.8+ nd nd
1.3 2.2

@ Wavelength used for quantification; RT: retention time; RM-H: hexane
fraction; RM-CH: chloroform fraction; RM-EA: ethyl acetate fraction; RM-B:
butanol fraction; RM-Aq: aqueous fraction; nd: non-detected.

ethyl acetate and n-butanol fractions with ICs ranging from (1.6 + 0.2)
to (4.2 £+ 0.2) pg/mL, respectively, suggesting a strong electron donating
ability, this activity is similar to that of the pure compounds with ICsg
ranging from (0.54 + 0.04) to (4.1 + 0.2) pg/mL. These values are
higher than those obtained by Shahid et al. (2015) in his study on
Ranunculus sceleratus (ICsg ranged from 47.0 + 1.0 to 85.0 £ 0.6 pg/mL).
It appears that the extraction method affects both, phenolic content and
the antioxidant activity of the studied fractions (Khan et al., 2017).
The TAC and reducing power assays showed the ability of poly-
phenols from the different fractions to reduce metal ions, suggesting the
possibility of an electron transfer mechanism and the ability to prevent
the formation of free radicals. Ethyl acetate fraction exhibited a good

Table 3
In-vitro antioxidant activity of different fractions from Ranunculus macrophyllus
Desf. and positive controls (BHA, BHT, quercetin and gallic acid).

TAC DPPH ICs¢ FRAP B-carotene
ug AAE/mg pg/mL ug AAE/mg % inhibition
extract extract After 24 h
RM-H 158 + 58 47 +8° 42+1.6" 55.8 + 0.7°
RM-CH 250 + 4%f 32424 76 + 8f 67.8 + 0.5
c
RM-EA 447 + 7° 1.6 +0.2% 513 + §° 73.4 +0.3°
RM-B 268 + 3°° 42402 148 +4° 64 + 204
RM-Aq 119 + 12" 11 + 2b¢ 16.7 + 0.58 3.2+ 0.4f
BHA 378 + 7° 1.9 +0.3% 434 + 54 88 + 4°
BHT 347 + 34 41+0.2% 5150+ 0.2° 83 + 37
Quercetin 225 + 7° 1.26 + 800 + 10" nd
0.12°
Gallicacid 754 + 7% 0.54 + 1129 + 52 61 + 3%¢
0.04°

RM-H: Hexane fraction; RM-CH: Chloroform fraction; RM-EA: Ethyl acetate
fraction; RM-B: n-butanol fraction; RM-Aq: Aqueous fraction; BHA: Butylated
hydroxyanisole; BHT: Butylated hydroxytoluene; TAC: Total antioxidant ca-
pacity; DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; FRAP: Ferric reducing antioxidant
power. Results are expressed as mean + SD (n = 3). Values on the same column
with different superscript letters are significantly different (p-value < 0.05). nd:
non-detected.
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TAC and reducing power ability (447 + 7) pg AAE/mg and (514 + 8) ug
AAE/mg, respectively, compared to the other fractions and even higher
than TAC exhibited by the reference drugs BHA, BHT and quercetin. The
butanol fraction was the second most active fraction followed by chlo-
roform fraction and both were similar to that of quercetin. p-carotene
bleaching assay was used to assess the potential ability of the different
fractions from R. macrophyllus Desf. to inhibit linoleic acid peroxidation.
The results presented in Table 3 showed that the best inhibition of
B-carotene bleaching is exhibited by the ethyl acetate fraction with
(73.4 £+ 0.3) % after 24 h incubation. Similar effect was obtained by the
chloroform fraction with a slightly lower inhibition. This effect is similar
to that of gallic acid and lower than the synthetic antioxidants BHA and
BHT. The n-butanol and hexane fractions showed moderate inhibition,
while the inhibition of the aqueous fraction dropped drastically after 24
h to (3.2 &+ 0.4) %. The antioxidant activity of the different fractions
through the various tests may be ascribed to their content of phenolic
compounds like quercetin, kaempferol, myricetin, hesperidin and rutin,
whose antioxidant activity is well established (Dharmappa, 2016).

3.5. Principal component analysis (PCA)

In order to summarize and further analyze the obtained results,
chromatographic and spectrophotometric data were submitted to PCA
study. As a result, three principal components (PC) explained 100% of
the total data variance (PC1 73.9%, PC2 15% and PC3 11.1%).

Fig. 1 shows the 3D biplot of the relationship among the different
solvents fractions and the variables evaluated. As it can be observed
each fraction appears in a different area of the bi-plot graph. Ethyl ac-
etate fraction (RM-EA) showed the highest amount of resveratrol,
quercetin, myricetin, chlorogenic acid, trans-ferulic acid, p-coumaric
acid and gallic acid, as well as the highest values of FRAP, 1/DPPH" ICs,
CTC (condensed tannins) and TC (total tannins). Additionally, butanol
(RM-B) fraction showed large amounts of caffeic acid and high values of
TFC (total flavonoids) index. Chloroform fraction (RM-CH) was clus-
tered in the opposite direction to majority loadings: individual extracted
polyphenols, FC (flavonols content), CTC content, FRAP and 1/DPPH*
ICsp antioxidant activity and presented kaempferol as the most extracted
polyphenols compared to the other fractions. On the other hand, hexane
fraction (RM-H) was distinguished by the highest content of TTC (total
triterpenoids content).

3.6. Acute toxicity

The acute toxicity of the ethyl acetate and n-butanol fractions was
estimated by testing a limit dose of 2000 mg/kg body weight. Food and
water uptake in RM-EA and RM-B treated groups were not affected
compared to the control group. Also, the treatments with ethyl acetate
and n-butanol fractions did not cause any mortality during the dosing
phase. No signs of visible toxicity were observed during the first 4 h and
during the daily observations, including acute pain, distress, diarrhoea,
motility disorders, convulsions, hypoactivity, abdominal pain, coma,
excitation or respiratory disorders. According to the global harmoniza-
tion system of classification and labelling of chemicals (GHS), the ethyl
acetate and n-butanol fractions falls into category 5 (2000-5000 mg/kg.
bw) with an LDs cut-off = 2500 mg/kg bw.

The biochemical parameters reflecting liver and kidneys functions
are tabulated in Table 4. The increase in aminotransferase levels (AST
and ALT) indicates liver injury and more specifically hepatocytes
integrity they are associated with hepatic cell necrosis, while elevation
of ALP levels is related to hepatobiliary damage (Gowda et al., 2009;
Righi et al., 2020); creatinine and urea levels reflect kidney injury, both
parameters are used to assess the glomerular filtration rate and renal
excretory function, a high concentration of both reflects kidney
disfunction (Gowda et al., 2009). Liver function parameters, AST and
ALT did not show any significant variation compared to the control
group while a slight increase of ALP levels was observed for both
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Fig. 1. Biplot of the simultaneous evaluation of the relationship of different fractions and loadings (antioxidant activity, total triterpenoids and total polyphenols and
individual polyphenols). TPC (total polyphenol content), TFC (total flavonoid content), TAA (total antioxidant activity), DPPH® (scavenging activity of extracts
against 1,1-diphenyl-2 picrylhydrazyl free radical, expressed as ICso mg extract-g-1 sample DW).

Table 4

Effect of ethyl acetate (RM-EA), n-butanol fraction (RM-B) at 2000 mg/kg bw on
mice liver and kidney function parameters. Values are presented as the mean +
SEM (n = 6).

Liver Function parameters U/L Kidney Function parameters

AST ALT ALP Urea mg/ Creatinine
dL mmol/L
RM- 71 + 42 + 97 £2™ 26 +5™ 41 + 3™
EArowhead 5" 3"
RM-B 69 + 28 + 101 + 29 £ 3™ 38 + 4™
gns gns 1708
Control 71+ 4 39+7 83+8 28 + 0.8 20+1

PAL: phosphatase alcaline; AST: Aspartate aminotransferase. ALT: Alanine
aminotransferase; ns: not-significant compared to control (p-value > 0.05).

fractions but this increase remains non-significant compared to the
non-treated group. Urea and creatinine also did not significantly variate
from the control group. Accordingly, we may conclude that the fractions
did not cause any liver or kidney injury that could lead to an increase in
the biochemical parameters related to those organs.

3.7. Anti-inflammatory activity

3.7.1. Membrane stabilizing assays

Hypotonic and heat induced hemolysis ex-vivo models were used to
screen the potential anti-inflammatory activity of the most active and
polyphenols rich fractions (Ethyl acetate and n-butanol extracts) and
results are depicted in Fig. 2.

Both fractions, ethyl acetate and n-butanol significantly prevented
RBC hypotonic induced hemolysis in a dose dependent manner and
exhibited a maximal inhibition of (33 + 2) % and (45 + 1) % respec-
tively at 100 pg/mL. RM-EA and RM-B were also able to inhibit the lysis
of RBC during the heat treatment in a similar way. The inhibition
reached (74 =+ 2) % for RM-EA and 51.9 + 0.1% for RM-B at 100 pg/mL.
The inhibition produced by Aspirin© at the same dose was still lower
than the tested fractions. Aspirin© registered only (24 + 2) % and (13.1
+ 0.4) % for hypotonic and heat induced hemolysis, respectively. The
moderate activity of Aspirin© was also reported by Brown et al. (1967)

and Shinde et al. (1999).

Hypotonic medium, over heat and chemical medication (Metho-
trexate, hydroxychloroquine) can lead to RBC hemolysis (Murugesan
et al. 2020). The similarity between RBC membrane and lysosomal
membrane, make RBC and excellent model for the screening of possible
anti-inflammatory drugs. During inflammatory response activated neu-
trophils may break down and release lysosomal content at the site of
inflammation which promotes inflammation and damage at tissue site
with variety of other disorders (Regan and Parrish, 1982). Compounds
with membrane stabilizing activity act as ant-inflammatory drugs by
restricting the release of lysosomal enzymes such as phospholipase that
induce the synthesis of other proinflammatory mediators (Yesmin et al.
2017). NSAID showed the ability to stabilize lysosome’s membrane and
prevent the release of tissue damaging lysosomal enzymes in the
inflammation site (Russo, 2000). The activity of RM-EA and RM-B sug-
gests the presence of bioactive compounds that have a NSAID-like
anti-inflammatory activity. The membrane stabilizing activity may be
explained by an expansion of the cell membrane or by interaction with
membrane proteins (Shinde et al., 1999). Quercetin and other poly-
phenols were found to be able to alter the permeability of the membrane
bilayer allowing its expansion (Pawlikowska-Pawlega et al., 2003).
Therefore, the present work suggests that the membrane stabilizing
ability of the plant fractions may be a key factor of their
anti-inflammatory activity.

3.7.2. Acute skin inflammation

The anti-inflammatory activity of the RM-EA and RM-B fractions
from the aerial parts of R. macrophyllus Desf. was studied using in-vivo
model: xylene-induced ear edema. It is an acute skin inflammation
model in the ear of mice that is quick, simple and provides reproducible
results. After application of an irritant (xylene) on the ear of mice, the
extent of edema is measured by weighting the punched-out ear tissue in
the treated and control groups (Gabor, 2003).

As can be seen in Fig. 3, both fractions significantly reduced skin
edema in the ear after 1 h of xylene application in a dose dependent
manner. Ethyl acetate exhibited higher edema inhibition than butanol
fraction in all tested doses, but the difference between the two fractions
was not significant.
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Fig. 2. Effect of ethyl acetate (RM-EA), n-butanol (RM-B) fractions and aspirin on the inhibition of RBC hemolysis. A: hypotonic induced hemolysis; B: heat induced
hemolysis. Values are presented as the mean + SD (n = 3). * statistically significant differences compared with aspirin (p-value < 0.05).

The inhibition at the dose 600 mg/kg was (38 & 4) % and (47 + 1) %
for RM-B and RM-EA, respectively, while dexamethasone produced (54
+ 1) % at 1 mg/kg. At the highest dose, the effect of RM-EA fraction is
similar to that of the standard anti-inflammatory agent dexamethasone,
which is a steroidal anti-inflammatory drug.

Xylene induced ear edema is a skin induced acute inflammation
model, suitable for the evaluation of both topically and systemically
administered substances of plant origin, and used to detect phospholi-
pase A2 inhibiting anti-phlogistic compounds (Akindele and Adeyemi,
2007; Bribi et al., 2016; Gabor, 2003). Thus, the observed activity
suggests an anti-phlogistic effect that may be credited to the capacity of
our fractions to inhibit the Phospholipase A2. Many bioactive

compounds may act as phospholipase A2 inhibitors, such as polyphenols
(Silva et al., 2009) and triterpenoids (Atta-ur-Rahman, 2000). In this
study, the presence of different classes of polyphenolic compounds and
triterpenoids at considerable amounts in the tested fractions has been
proved. Consequently, the action of RM-EA and RM-B could be attrib-
uted to their content of phenolic compounds, such as quercetin,
kaempferol, myricetin, hesperidin and rutin, all present in the tested
fractions (Silva et al., 2009). Studies on methanolic extract of Ranun-
culus sceleratus confirmed the presence of phospholipase A2 inhibitors
(Prieto et al., 2003). In the same study ethyl acetate and n-butanol
fractions also reduced the ear edema even when induced by another
irritant (TPA). The effect of the fractions may also result from inhibition
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Fig. 3. Effect of ethyl acetate (RM-EA) and n-butanol fraction (RM-B) (200, 400, 600 mg/kg bw) and dexamethasone (Dexa) (1 mg/kg) on the inhibition of xylene
induced ear edema. Values are presented as the mean + SEM (n = 7). * indicate statistically significant differences compared with Dexamethasone (p-value < 0.05).

of other pro-inflammatory mediators present in the inflammation site,
but the exact mechanism of action is yet to be studied.

4. Conclusions

For the first time a scientific evidence of the skin anti-inflammatory
effect of ethyl acetate and n-butanol fractions from Ranunculus macro-
phyllus Desf. is reported using in-vitro and in-vivo models. R. macrophyllus
Desf. was found to be a rich source of phenolic compounds like
kaempferol, quercetin, myricetin and rutin. Ethyl acetate and n-butanol
fractions showed excellent antioxidant activity. Both fractions effec-
tively inhibited hypotonic and heat induced hemolysis showing a
NSAIDs-like anti-inflammatory effect. They were also able to reduce skin
edema chemically induced in the ear of mice. The provided data support
the wide spread use of R. macrophyllus Desf. as treatment for some skin
disorders. The relative safety of R. macrophyllus Desf. combined with its
anti-inflammatory activity make its use for the development of new anti-
inflammatory agents an interesting option.
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Abstract

Purpose Due to the extensive use of Ranunculus macrophyllus Desf. roots for medicinal purposes, most of the leafy green
parts are just wasted. The aim of this work is to valorize the leafy green parts and promote their application in different
modern industries.

Methods For this purpose, we studied the phenolic profile of R. macrophyllus Desf. (RM-B) using chromatographic and
spectrophotometric methods and we tested the in-vitro antioxidant activity and the in-vivo effect of RM-B on plasma and
liver antioxidant statuts.

Results RM-B contained high amounts of polyphenols (675 mg GAE/100 g dry weigh dw) and flavonoids (105 mg QE/100 g
dw). In-vitro, RM-B exhibited promising radical scavenging activity against 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sul-
phonique) (ABTS™) (ICs,: 247 pg/mL), hydrogen peroxide radicals (ICs,: 626 pug/mL) and inhibited oxidative red blood
cells hemolysis (IC5,: 120 ug/mL), RM-B also showed strong reducing power (982 uM FeSO,/mg extract). In-vivo, RM-B
improved the radical scavenging ability and reducing power of plasma and enhanced liver antioxidant status by increasing
catalase and reduced glutathione levels and decreasing malondialdhyde levels without altering the key serum biochemical
parameters reflecting liver and kidney functions. Polyphenols identified using capillary LC-DAD and LC-MS/MS analyses
like hesperidin (131.2 mg/100 g dw), rutin (29.0 mg/100 g dw) and p-coumaric acid (5.8 mg/100 g dw), may be responsible
for the health promoting effects of RM-B.

Conclusion We may conclude that R. macrophyllus Desf. is a good source of beneficial polyphenols with strong antioxi-
dant, anti-hemolytic and health-promoting effects, which promotes its use in pharmaceutical, medicinal and nutraceutical
industries.
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Statement of Novelty

The leafy green parts of Ranunculus macrophyllus Desf.
are a wasted raw material generated by the use of the roots
for medicinal purposes. Their inappropriate management
(burned or buried) may have negative effects on the environ-
ment and on human life. In the absence of proper manage-
ment of waste of this plant, we study for the first time their
valorization as a source of natural bioactive compounds with
health-promoting effects to increase their appeal to consum-
ers and promote their application in modern industries (food,
nutraceuticals and pharmaceuticals industries) in the aim of
developing new value-added products.

Introduction

Plant-derived functional foods are attracting increasing
interest owing to their safety and medicinal properties [1].
The health promoting effects of plant-derived foods are
mostly related to the presence of phenolic compounds [2].
They are the most abundant antioxidants in human food and
a high intake of these compounds is a biomarker of healthy
diet [2]. Polyphenols are endowed with a wide range of bio-
activities including, antioxidant, anti-inflammatory, anticar-
cinoma, antimicrobial, antiviral, and cardioprotective effects
[3]. In addition to disease prevention, polyphenols also affect
disease propagation, progression and even contribute to the
healing process [4]. Consequently, boosting the content of

@ Springer

natural phenolic compounds in the human diet is indeed an
effective method for promoting public health [5].
Ranunculus is the most diverse genus of the family
Ranunculaceae, with more than 600 species [6] that can be
found all over the world and especially in the Mediterra-
nean temperate regions. Many species from this genus are
of economic importance, whether for their horticultural
value (Ranunculus asiaticus, Ranunculus lyallii) [7], or for
their use as folk food in Mediterranean regions (Ranunculus
repens and Ranunculus ficaria) [8]. However, the main use
of Ranunculus species remains for their medicinal proper-
ties, that include antioxidant, antidiabetic, anti-inflamma-
tory, hepatoprotective and anticancer activities [6]. Several
studies related these activities to phenolic compounds pro-
duced by Ranunculus species such as caffeic acid, kaemp-
ferol, myricetin, rutin, quercetin and gallic acid [9-11].
One of the less studied Ranunculus species is Ranunculus
macrophyllus Desf. The roots of R. macrophyllus Desf. are a
rich source of bioactive phenolic compounds [11], they are
commonly available in the markets of north Africa (Alge-
ria, Morocco and Tunisia) as remedy for feminine infertility
and to gain weight [12]. On the other hand, the green leafy
parts (leaves and stems) remain unexploited, they are tradi-
tionally used for their medicinal properties to treat certain
skin diseases [13], and as folk food in the Mediterranean
region [14]. Despite the availability and wide spread use
of the roots, the use of the leafy parts of R. macrophyllus
Desf. remains very limited and most of them are just wasted.
We think that providing scientific data on their phenolic
profile and bioactivities will lead to their valorisation and
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encourage their application in pharmaceutical, medicinal
and nutraceutical industries in the aim of developing new
functional products. In this context, we determined for the
first time the bioactive constituents of R. macrophyllus Desf.
and their health promoting effects. Spectrophotometric and
chromatographic methods were used for the estimation
of phenolic compounds, while in-vitro models were used
to study the antioxidant and antihemolytic activities of R.
macrophyllus Desf. Furthermore, its safety and ability to
enhance plasma and liver antioxidant system were studied
using in-vivo models.

Materials and Methods
Chemicals

All chemicals and solvents were of analytical grade, and
purified water from a Milli-Q system (Millipore, Bed-
ford, MA, USA) was used. For LC-MS/MS analysis,
methanol, water and formic acid were of Optima™ LC/
MS grade (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, USA). Ace-
tonitrile (MeCN) and methanol (MeOH) of HPLC quality
were provided by Scharlab (Barcelona, Spain). Hexane,
chloroform, ethyl acetate, butanol, 2,2'-Azino-bis(3-ethylb-
enzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS),
potassium persulfate, hydrogen peroxide, disodium hydro-
gen phosphate, sodium phosphate monobasic dihydrate,
2,2'-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride
(AAPH), potassium chloride, sodium chloride, 2,4,6-Tris(2-
pyridyl)-s-triazine (TPTZ), sodium acetate, acetic acid, fer-
ric chloride, ferrous sulphate heptahydrate, ferrozine, ferrous
chloride, EDTA, butylated hydroxyanisol (BHA), ascorbic
acid (vitamin C) and trifluoroacetic acid (TFA, 99%), were
supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Plant Material and Sample Preparation

The aerial flowering parts of Ranunculus macrophyllus Desf.
have been harvested from the prairies of Ras El Oued—
Bordj Bou Arreridj region North-East Algeria in May 2018.
The plant was identified by Dr. Bouadam from the depart-
ment of Physico-Chemical Biology of the University of
Bejaia and a voucher specimen (AB-108) has been deposited
at the herbarium of the Life and Natural Science department,
M’sila University. The plant was air dried for 1 month and
then powdered with and an electric blender and stored in air
sealed containers in the dark at room temperature.

Extraction and Fractionation

The extraction and fractionation of the plant powder were
conducted according to Prieto et al., (2003) [15]. An amount

of 100 g of R. macrophyllus Desf. powder was macerated
with 500 mL of methanol under continuous shaking for
24 h, then filtered. The remaining residue was subjected to
maceration for 2 additional times. The filtrates of the three
macerations were combined and methanol was completely
removed by rotary evaporator at 40 °C under low pressure.
The obtained crude methanolic extract was resuspended
in hydromethanolic solution (10%, w/w) and subjected to
fractionation with solvents of increasing polarities includ-
ing n-hexane, chloroform and n-butanol. The solvents were
completly removed under vacuum using rotary evaporator at
40 °C and butanolic fraction (RM-B) was used for in-vitro
and in-vivo studies.

Total Polyphenols and Flavonoids Content

The total phenolic content of RM-B was determined using
the Folin-ciocalteu assay [16], with a calibration curve
prepared using gallic acid as standard and the results were
expressed as mg gallic acid equivalents/100 g dry weight of
R. macrophyllus Desf. (mg GAE/100 g dw). Total flavonoids
were evaluated using the aluminium trichloride method [17],
and quercetin was used to elaborate a calibration curve, the
results were expressed as mg quercetin equivalent/100 g dry
weight of R. macrophyllus Desf. (mg QE/100 g dw).

Chromatographic Analysis
Capillary LC-DAD

Phenolic compounds in the butanolic fraction were analyzed
following the conditions described by Gémez-Mejia et al.,
(2019) [18] using reversed-phase high-performance liquid
chromatography, with an Agilent cLC instrument Mod. 1100
Series (Agilent Technologies, Madrid, Spain), equipped with
a G1376A binary capillary pump, a G1379A degasser and a
G1315B diode array detector (500 nL, 10 mm pathlength).
The separation was performed on a Synergi™ Fusion 4 pm
C18 (150 mm X 0.3 mm L.D.) capillary analytical column
supplied by Phenomenex (Torrance, CA, USA) and main-
tained at room temperature. Data acquisition and analysis
were made using the Agilent Chemstation software pack-
age for Microsoft Windows. An external stainless-steel loop
with a volume of 10 pL was placed into a Rheodyne® injec-
tion valve. Absorbances were measured using a diode array
HP8543 UV/Vis spectrophotometer (Agilent Technologies),
connected to HP Chemstation software.

A mixture of acetonitrile (A) and aqueous solution 0.1%
(v) TFA at pH 3.2 (B), was used as mobile phase at a flow
rate of 10 uL/min. The gradient composition was 8% A
for 3 min, followed by a linear increase to 34% A during
11 min, an isocratic step at 34% A for 7 min, and then a
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linear decrease to 8% A, which was maintained until the
end of the analysis.

The wavelengths used for the detection were 220, 260,
292, 310 and 365 nm. The identification of different poly-
phenols was made on the basis of their retention times and
UV absorption. Quantitative analyses were performed at
292 nm for gallic acid, naringin and hesperidin, 310 nm for
p-coumaric acid, trans-ferulic acid, chlorogenic acid, caffeic
acid and resveratrol, and 365 nm for rutin, quercetin, myrice-
tin and kaempferol, using their respective calibration curves.
Linearity range was, 10-310 ug/L for gallic acid, 10-75 pg/L
for 3,4-dihydroxybenzoic acid, 40-400 ug/L for chlorogenic
acid, 20—400 pg/L for p-coumaric acid and 15-200 ug/L for
trans-ferulic acid, 30-200 pg/L for rutin, 15-60 pg/L for
naringin, 10-60 pg/L for resveratrol, 5-60 ug/L for querce-
tin, 12-60 pg/L for kaempferol and 100-500 pg/L for hes-
peridin. Linearity was evaluated in terms of the squared cor-
relation coefficients (R?). R?-values were higher than 0.95
for all calibration curves. For on-column focusing purposes,
all injection solutions were prepared in 0.1% (v) TFA aque-
ous solution adjusted at pH 3.2, containing 1% (v) of pure
acetonitrile.

LC-MS/MS Analysis

Capillary LC-DAD data were corroborated by LC-MS/MS
in negative electrospray ionization (ESI) mode, using a Shi-
madzu LC-MS-8030 triple quadrupole system (Shimadzu
Scientific Instruments, Columbia, MD, USA) equipped with
a Nexera LC-30AD solvent delivery unit, a Nexera SIL-
30AC autosampler with temperature-controlled tray, and a
CTO-20AC column oven. Compounds were separated on
a Synergi™ C18 Fusion-RP 80 A analytical column from
Phenomenex (150 X3 mm I.D., 4 ym) at room temperature.
Data were acquired and processed with the LabSolutions
LC-MS software provided by Shimadzu. The MS/MS equip-
ment used nitrogen as both nebulizing (1.5 L/min) and dry-
ing (15.0 L/min) gas. Fragmentation was performed using
argon as the collision gas at a pressure of 230 kPa in the
collision cell, and the collision energy voltages applied were
in the range 10-55 eV. ESI for ionization voltage was set at
— 4.5 kV. The interface current was fixed at 6.2 yA, and the
detector voltage at 1.84 kV.

A gradient of methanol (solvent A) and 0.2% (v) formic
acid aqueous solution (solvent B) was used for the separa-
tion in the following ratios: 5% solvent A maintained for
0.1 min, linear increase to 40% A within 25 min, and to 70%
A within another 10 min. This condition was held for 2 min,
then changed to the initial conditions (5% A) within 1 min
and equilibrated for 2 min. The flow rate was 0.50 mL/min.
For the injection; 40 pL of plant extracts were mixed with
2.5 mL of methanol containing 0.2% (v) formic acid then
diluted to 5 mL with LC/MS grade water. A volume of 20 uL
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of this mixture was injected into the chromatograph. Before
injection, all samples were filtered through PTFE syringe
filters (0.22 um pore size) from Membrane Solutions (Kent,
WA, USA) [18].

For quantification purposes, calibration curves were
performed using external calibrations. Linearity range was
30-130 pg/L for gallic acid, 10-80 pg/L for dihydroxyben-
zoic acid, p-coumaric acid, hesperidin, caffeic acid and
resveratrol, 10-100 pg/L for chlorogenic acid, 20-80 pg/L
for trans-ferulic acid and kaempferol, 20-100 pg/L for nar-
ingin and rutin, 5-50 pg/L for quercetin and myricetin, and
15-130 pg/L for catechin.

In-Vitro Antioxidant Activity

The radical scavenging effect of RM-B was assessed against
ABTS* [19], hydrogen peroxide [20] and peroxyl radicals
generated by AAPH [21]. Gallic acid, Vitamin C (Vit C)
and BHA were used as standards. Radical inhibition was
calculated using the following equation:

Inhibition (% ) = (AC — A ) x 100 1)
Ac

where “As” is the absorbance of samples and “Ac” is the
absorbance of control (all reagent without samples). The
obtained inhibitions were plotted against sample concentra-
tions and the resulting curves were used to calculate the
ICs;, (Concentration of the sample that reduces 50% of free
radicals) and the results were expressed in ug/mL. Lower
ICs, values means better antioxidant activity. The ability of
RM-B to bind iron ions was estimated using iron chelating
assay [22]. Chelating activity was calculated using Eq. 1.
The ICs, was calculated and results were compared to a
standard iron chelating agent (EDTA). Ferric reducing anti-
oxidant power (FRAP) assay was performed as described by
Pulido et al., (2000) [23] and was used to estimate the iron
reducing ability of RM-B, results were expressed as pmol
FeSO,7H,0/mg extract. Both, Vit C, gallic acid and BHA
were used as reference drugs.

In-Vivo Health Promoting Effects and Safety
Animals

NMRI male SWISS Albino mice weighting 20-25+2 g
were bought from Pasteur institute Algiers (Algeria). Mice
were kept in an animal holding room in standard conditions
(temperature 25 +3 °C and humidity 50 + 10%) under 12-h
light/12-h dark cycle. Mice were fed standard diet and water
ad libitum, they were acclimated for at least 10 days before
any testing and fasted 12 h before any treatment. All experi-
ments were conducted in strict compliance with internation-
ally accepted principles for laboratory animals (directive
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N° 2010/63/EU of 22 September 2010 which updates and
replaces directive N° 86/609/EEC of 24 November 1986).
These studies were approved by the ethical committee at the
department of Nature and Life Sciences at the university of
Biskra on 21th April 2019 under the number 279/2019.

Experimental Design

The effect of RM-B repeated oral administration on plasma
and liver antioxidant capacity and its safety on liver and
kidney was studied [24]. Mice were randomly divided into
five groups (n=8), Groups 1, 2 and 3 were orally given
the extract at 50, 100 and 200 mg/kg body weight (bw),
while group 4 served as positive control and was given Vit
C (100 mg/kg bw) and finally, the group 5 that served as
negative control was given the vehicle (Tween 80 at 5%).
The extract, Vit C and vehicle were given orally once a day
during 21 consecutive days using stainless-steel curved feed-
ing needle.

At the end of the 21-day period, mice were fasted for
12 h and then decapitated. Blood was collected in heparin-
ized tubes then centrifuged at 3000xg for 10 min. Plasma
was carefully collected and stored at — 20 °C. One part of
the plasma was used to study the antioxidant capacity using
both DPPH scavenging and FRAP assays, and the other part
was used to analyze the biochemical parameters: alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
alkaline phosphatase (ALP), urea and creatinine using com-
mercially available kits (Spinreact, Spain). Livers were
homogenized in ice cold KCl (1.15%) to prepare 10% (w/v)
homogenate. Then, the homogenate was centrifuged twice
at 3000x g for 10 min at 4 °C, supernatant was collected and
stored at — 20 °C to evaluate the levels of malondialdehyde
(MDA) and the levels of antioxidant defense systems (Cata-
lase (CAT) and reduced glutathione(GSH)).

Plasma Antioxidant Capacity

The plasma antioxidant capacity was estimated using both
DPPH' and FRAP assays. The DPPH" assay was performed
according to Cuendet et al., 1997 [25] and the inhibition was
calculated by Eq. (1) (section ‘In-Vitro Antioxidant Activ-
ity’). The FRAP assay was performed by the same in-vitro
method described in section (‘In-Vitro Antioxidant Activ-
ity’) and the results were expressed as uM FeSO,-7H,0
equivalents/mL.

Antioxidant Status in Liver Tissue

The obtained liver supernatants were used to estimate anti-
oxidant status in liver tissue by measuring CAT activity [26],
CAT activity was calculated using the extinction coefficient
43.6 M~! cm™! at 240 nm and expressed as Ul/mg proteins.

The GSH level was determined according to the method
of Ellman, (1959) [27], and the amount of GSH present
in the tissue was calculated using its extinction coefficient
(1.36x104 M~! cm™! at 412 nm) and expressed as nmol/g
tissue. Finally, the extent of lipid peroxidation in liver tissue
was estimated by measuring malondialdehyde (MDA) [28].
The MDA level was calculated using its extinction coeffi-
cient (1.56x 105 M~ cm™! at 530 nm) and expressed as
nmol MDA/g tissue.

Statistical Analysis

All experiments were performed in triplicate and data were
analyzed using the software OriginPro 9.3. The results
were expressed as mean values and standard deviation (SD)
or standard error of mean values (SEM). The differences
between our sample and positive controls were analyzed
using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Tukey’s significant difference post hoc test with «=0.05.

Results
Identification of Bioactive Compounds

The crude methanolic extract obtained by maceration
of R. macrophyllus Desf. was subjected to liquid-liquid
separation using solvents of increasing polarities. Hexane
and chloroform were used to remove fats and pigments
while n-butanol was used to extract phenolic compounds.
n-butanol accounted for 12.03% from the crude methanolic
extract. The spectrophotometric estimation revealed excel-
lent amounts of total phenolic compounds (675.8 +19.4 mg
GAE/100 g dw) and flavonoids (105.1 +4.8 mg QE/100 g
dry weight). Both capillary LC-DAD and LC-MS/MS were
used to study the phenolic profile of RM-B. In total, 8 phe-
nolic compounds were identified and quantified (Table 1).
The analysis revealed the presence of high amounts of hes-
peridin (131.2+2.4 mg/100 g dry weight dw) and rutin
(29.0+2.6 mg/100 g dw). Phenolic acids were also present
in considerable amounts ranging from 2.4 for trans-ferulic
acid, to 5.8 mg/100 g dw for p-coumaric acid. Cafeic acid,
gallic acid, chlorogenic acid and resveratrol were detected at
lower amounts between 0.6 and 4.7 mg/100 g dw.

The LC-MS/MS analysis was performed to corroborate
the identity of the polyphenols detected by capillary liq-
uid chromatography with UV detection. Chlorogenic acid
was confirmed and quantified at a comparable amount to
that estimated by cLC-DAD. Caffeic acid, rutin and hes-
peridin, gallic acid, p-coumaric acid, trans-ferulic acid and
resveratrol were also confirmed, but they were determined
at concentration levels of the method detection limit, despite
their high concentration levels obtained from cLC-DAD
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Table 1 Optimized conditions for the cLC-DAD and LC-MS/MS analysis of phenolic compounds from R. macrophyllus Dsf. butanolic fraction:
identification and quantification results

Compound cLC-DAD LC-MS/MS
Rt (min) UV?*(nm) Extracted Rt (min) Precursor Quantification Confirmation transitions Extracted
amount Ion, m/z  transition amount
mg/100 M-H]|~ mg/100 g DW
%)V\%) g L ] ProductionI, Production II, Production (mg £ )
m/z (Ce, eV)® m/z (Ce, eV)® III, m/z (Ce,
eV)®
Gallic acid 2.90 292 4.7+0.3 6.25 169.00 125.10 (19) 79.05 (23) 53.10 (20) LOD¢
Chlorogenic 5.62 260 34+1.3 16.76 353.10 191.05 (16) 85.10 (44) 93.1 (42) 1.48+0.0
acid
Caffeic acid 8.71 310 34+0.3 18.07 179.00 135.05 (18) 134.00 (30) 89.05 (34) LOD
p-Coumaric 10.21 310 5.8+0.8 23.00 163.00 119.05 (17) 93.05 (31) 117.10 (34) LOD
acid
trans-Ferulic 11.16 310 24+0.0 23.98 193.20 134.00 (18) 178.00 (17) 149.10 (15) LOD
acid
Rutin 13.72 365 29.0+2.6 28.47 609.00 300.10 (42) 300.95 (33) 271.05 (45) LOD
Hesperidin 14.39 292 131.2+24 27.56 609.10 301.15 (23) 286.15 (48) 164.05 (55) LOD
Resveratrol 15.40 310 0.6+0.2 30.71 227.10 143.10 (25) 113.00 (10) 69.10 (21) LOD

*Wavelength used for quantification

bCollision energy, electron Volt

°LOD determined at the levels of the method detection limit, R? retention time, DW dry weight

determination. This could be attributed to a matrix effect; in
fact, organic and non-volatile matrix components can affect
the response of the analytes during the LC-MS analysis,
leading to a reduction of ion signals [29].

In-Vitro Antioxidant Activity

The antioxidant activity of a sample is linked to the assays
being used. Thus, various purpose-oriented methods were
used to reveal the full antioxidant potential of RM-B. For
instance, RM-B was tested against radical, non-radical
and peroxyl reactive species, chelating and reducing iron
ions and inhibiting lipid peroxidation and the results
are summarized in Table 2. RM-B showed good radical

scavenging activity against the ABTS* radical in a dose
dependent manner, but it was less active against H,0O,,
yet, the effect was still dose dependent. The radical scav-
enging ability of RM-B was significantly lower than that
of the reference compounds BHA, Vit C and gallic acid.
RM-B efficiently protected mice red blood cells (RBC)
from oxidative hemolysis induced by the peroxyl radicals.
The obtained effect was lower than the effect of gallic
acid, BHA and Vit C (Table 2). The results in Table 2
reveal also the excellent reducing power of RM-B that
was able to reduce the Fe’*-TPTZ to Fe>*-TPTZ with a
FRAP value higher than that of BHA, similar to that of
Vit C and lower than that of gallic acid. Nevertheless,
the RM-B had weak ability to bind iron ions (Fe?*) and

Table 2 In-vitro antioxidant

. ABTS H,0, AAPH Iron chelation FRAP

activity of R. macrophyllus

Desf. butanolic fraction 1C50 (ug/mL) HM FeSO,/mg extract
RM-B 247+ 11 6264+ 14 120°+10 2069.3°+0.3 982°+5
Vit C 57°+0.2 116°+3 38%+3 - 931°+18
BHA 41.1°+£0.8 81°+3 28.4*+0.8 - 803°+2
GA 59°+4 279°+ 8 27+ 1 - 1960%+35
EDTA - - - 23+ 1 -

Results are expressed as mean + SD of three replicates. Numbers on the same column with different super-
script letters indicate significant differences at p-value <0.05

RM-B Ranuncullus macrophyllus-Butanolic fraction, Vit C vitamin C, BHA butylated hydroxyanisole, GA
gallic acid, EDTA ethylenediaminetetraacetic acid, ABTS 2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid, H,0, hydrogene peroxide, AAPH 2,2'-(diazene-1,2-diyl)bis(2-methylpropanimidamide) dihydrochlo-
ride, FRAP ferric reducing antioxidant power
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prevent the formation of ferrozine-Fe*™ complex in the
iron chelation assay, this effect was lower than EDTA
used as standard iron chelating agent.

In Vivo Safety Evaluation and Health Promoting
Effect

Serum Biochemical Parameters

The effect of repeated administration of RM-B on liver and
kidney was investigated and serum biochemical parameters
indicating their functions were determined. Table 3 shows
that treating animals daily with RM-B did not affect enzymes
activities that reflect liver function (AST, ALT, ALP) com-
pared to non-treated group. The highest dose (200 mg/kg
bw) registred the lowest levels of ALT (47 +3 U/L) and
AST (66 +3 U/L). Similarly, no significant changes were
observed in kidney parameters (urea and creatinine) com-
pared to non treated group. Vit C treated group registred
the highest levels of AST (109 + 17 U/L) and Creatinine
(38 =4 mM/L) with the lowest levels of ALP (91 +6 U/L),
yet, the values were not significantly different from the non-
treated group.

Plasma Antioxidant Capacity

The effect of RM-B repeated administration on plasma
antioxidant capacity was estimated using DPPH’ radical
scavenging assay and ferric reducing antioxidant power
assay (FRAP). The results are ullustrated in Fig. la, b. As
it can be observed, treating mice daily with different doses
of RM-B significantly improved plasma antioxidant capac-
ity compared to control group. RM-B increased the radical
scavenging ability of plasma in a dose dependent manner to
reach 19.9 +£0.3% at the highest dose (200 mg/kg bw), this is
almost three folds higher than DPPH’ scavenging ability of
non treated group. Vit C treated group registered the high-
est DPPH' scavenging ability (34 +2% at 100 mg/kg bw).
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Fig. 1 Effect of the Ranunculus macrophyllus Desf. butanolic frac-
tion (50, 100 and 200 mg/kg bw) and vitamin C (100 mg/kg bw) on
plasma antioxidant capacity. a DPPH radical scavenging assay. b Fer-
ric reducing ability of plasma (FRAP). RM-B: Ranunculus macro-
phyllus Desf. butanolic fraction; Vit C: vitamin C. Values are means
of triplicates +standard deviation (SD). Bars with different letters
indicate significant differences (p-value <0.05)

The increase in FRAP values (Fig. 1b) of the RM-B treated
groups was dose dependent, but it was significant only at
the highest dose. At this dose, the increase was similar to

Table 3 Effect of R.
macrophyllus Desf. Butanolic

Liver function parameters

Kidney function parameters

i , : (U/L) (mM/L)

fraction on serum biochemical

parameters AST ALT ALP Urea Creatinine
RM-B (50 mg/kg bw) 94249 56®+5 125°+9 5.3%+0.5 33%+6
RM-B (100 mg/kg bw) 97*+12 60°+4 149°+9 6.2+0.6 25+ 6
RM-B (200 mg/kg bw) 66°+3 47+ 3 125°+6 6.0°+0.2 22842
Vit C (100 pg/kg bw) 1092 +17 42°+4 91°+6 7.0°+0.4 38744
Control 89°+ 10 51%+4 141°+8 4.3*+0.6 26 +2

Results are expressed as mean+SEM (n=8). Numbers on the same column with different superscript let-
ters indicate significant differences at p-value <0.05

RM-B Ranunculus macrophullus-Butanolc fraction, AST aspartate aminotransferase, ALT alanin ami-
notransferase, ALP alkaline phosphatase, Vit C vitamin C
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that of Vit C, which indicates the efficiency of RM-B as
compared to Vit C.

Liver Antioxidant Status

The in-vivo health promoting effect of RM-B was also
determined by estimating hepatic CAT and GSH levels.
As Fig. 2a illustrates, the oral administration of RM-B at
different doses gradualy increased CAT levels to reach a
maximum of 44.5 + 0.9 Ul/mg of protein at 200 mg/Kg/day
of RM-B. This is almost two times higher than the levels of
catalase in non-treated group (25.7 + 1.7 Ul/mg of protein)
and similar to that of Vit C (43.0+2.1 UI/mg of protein). A
dose dependent increase in GSH levels in the dosed groups
was observed, but only treatment with 200 mg/kg bw was
significant (53.3 +5.8 nmol/g of tissue) compared to non-
treated group (28.5+0.7 nmol/g of tissue) (Fig. 2b). The
200 mg/kg bw treated group also showed higher GSH levels
than the Vit C treated group (40.8 +2.6 nmol/g of tissue).
Furthermore, the daily administration of RM-B successfully
reduced MDA levels in treated groups compared with con-
trol group (26 +4 nmol/g tissue) (Fig. 2c¢). The MDA level
was reduced by 50% to reach 13.3 +0.8 nmol/g of tissue
after treatment with 200 mg/kg bw of RM-B, while for the
other doses and Vit C groups the decrease in MDA levels
was not significant.

Discussion
Polyphenolic Profile Analysis

The yield of RM-B fraction in this work was slightly lower
compared to the same fraction from R. repens (18%) [30],
and higher than the yield for the same fraction from R. scel-
eratus (2%) [15]. The differences between the yields could
be attributed to numerous variables that may affect the yield
of extraction. However, when using the same extraction
methods, inter-species variation can be explained by genetic
and environmental factors [11].

Spectrophotometric determination of bioactive constitu-
ents showed the richness of RM-B in total phenolic com-
pounds and flavonoids. Due to the lack of scientific studies
on this species, the results were compared to plants from the
same genus. Bhatti et al., (2015) [10] reported lower phe-
nolic content in different solvents extracts from R. arvensis
ranging from 0.48 to 1.43 mg GAE/g extract. Similarly the
n-butanol fraction from R. sceleratus showed lower total
phenolic compounds (79 mg GAE/g extract) [31]. On the
contrary Kebieche et al., (2011) [30] reported higher total
phenolic compounds for the same fraction frome R. repens.
In addition to the extraction method used, the recovered
polyphenols amounts depend on the solvent nature and
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Fig.2 Effect of Ranunculus macrophyllus Desf. butanolic fraction
(50, 100, 200 mg/kg bw) and Vitamin C (100 mg/kg bw) on liver
antioxidant status. a Catalase levels (CAT). b Reduced glutathione
levels (GSH). ¢ Malondialdehyde levels (MDA). RM-B: Ranunculus
macrophyllus Desf. butanolic fraction; Vit C: vitamin C. Values are
means of triplicates + standard deviation (SD). Bars with different let-
ters indicate significant differences (p-value < 0.05)
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the chemical properties (polarity) of the extracted mol-
ecules [32]. Compared to other fuits and vegetables wasted
parts, RM-B showed higher total phenolic compounds than
beetroot pomace (326.5 mg GAE/100 g dw), carrot waste
(37.5 mg GAE/100 g dw), onion waste (305 mg GAE/100 g
dw) and apple peels (500-589 mg GAE/100 g dw) [33].

The phenolic compounds were further analysed by a
combination of cLC-DAD with LC-MS/MS that provided
both qualitative and quantitative information on the phe-
nolic profile of RM-B. The analysis revealed that R. mac-
rophyllus Desf. is a valuable source of highly appreciated
phenolic compounds. The latters were distributed on differ-
ent classes of phenolic compounds: flavonoids as flavanone
and flavonol glycosides, phenolic acids (hydroxybenzoic
and hydroxycinamic acid derivatives) and stilbens, giving
a total polyphenols amount of 180.5+8.0 mg/100 g dw
and putting R.macrophyllus Desf. within the top 50 richest
polyphenols food sources [34]. Hesperidin is known as the
orange peel glucoside, RM-B contained higher hesperidin
amounts than some of its regular sources like Citrus gran-
dis, Fortunella crassifolia and Citrus aurantium, where the
amount of hesperidin ranged from 7 to 36 mg/100 g dw
only [35]. Likewise, Rutin amount in RM-B expressed as
fresh weight (40 mg/kg fw) was higher than it is in many
commonly consumed phenolic compounds sources like
Apple, Blueberry, Kiwi, Pineapple, Tomato, Eggplant and
green onions where the amount of rutin ranged from 1.5 to
27.9 mg/kg fw [36]. We can thus, consider R. macrophyl-
lus Desf as an alternative, cheap and widely available rich
source for hesperidin an rutin. Due to their ability to reduce
the risks of degenerative diseases, both compounds are of
great importance in the pharmaceutical and food industries
and are ingredients of many therapeutic and nutraceutical
formulations [36]. For exemple, hesperidin is used in the
medical field for the treatment of the cardiovascular system
as it can control blood pressure, improve microcirculation
and reduce blood cholesterol [37], while rutin is mainly used
for the prevention and treatment of diabetes and hyperlipi-
demia. Also, trans-ferrulic and caffeic acids are clinically
used for different purposes [38].

While we have previously reported the presence of the
identified compounds in the roots of R. macrophyllus Desf.
[11] and in other Ranunculus species [6, 39], as far as we
know, this is the first report of these compounds in the aerial
parts for R. macrophyllus Desf.

In-Vitro and Ex-Vivo Antioxidant Activity

Chronic diseases like type 2 diabetes, cancer and cardiovas-
cular diseases share oxidative stress as a major hallmark.
In the absence of an efficient treatment to these patholo-
gies, health promotion is the primary objective of disease
prevention strategies, and regular consumption of plant

antioxidants can help to prevent oxidative stress-induced
diseases. In this context, we studied the health promoting
effects of n-butanol fraction from R. macrophyllus Desf.

The in-vitro study revealed that RM-B can directly neu-
tralize charged radicals and non radical reactive species
and prevent their generation throught the reduction of iron
ions, known as transition metal that can generate free radi-
cal by Fenton reaction with hydrogen peroxide. The results
reflect the richness of RM-B in reductants such as phenolic
compounds that are excellent electron donors. The identi-
fied compounds in our sample like ferulic acid, caffeic acid,
rutin and hesperidin exhibited excellent in-vitro antioxidant
activity [40]. Phenolic compounds can neutralize reactive
species and prevent their devastating effects, protecting thus,
the biomolecules (lipids, proteins and DNA) [24]. For the
same reason phenolic compounds are used in food industry
to delay food deterioration [40]. Neag et al., (2017) [41]
reported similar results for the antioxidant activity of R. scel-
eratus while Bhatti et al., (2015) [10] reported better radical
scavenging activity for R. arvensis.

When tested against oxidative hemolysis in a physiolog-
ical-like system, RM-B successfully prevented mice RBC
hemolysis in a dose dependent manner. Almost 50% of fatty
acids in the RBC membrane are unsaturated [42], the gener-
ated peroxyl radicals target the unsaturated fatty acids in the
RBC membrane causing a lipid peroxidation chain reaction
that lead to the loss of its integrity and the release of hemo-
globin, and the subsequent cell death [43]. To prevent oxida-
tive cell hemolysis, phenolic compounds present in RM-B
may directly neutralize the generated peroxyl radicals or
reduce the resulting fatty acid radicals to non-reactive spe-
cies by hydrogen atoms-transfer and preserve the integrity
of the membrane [43]. Particularly, flavonoids such as hes-
peridin and rutin, identified as major compounds in RM-B
showed the ability to inhibit RBC hemolysis by stopping
the chain reaction of lipid peroxidation [44]. Overall, The
exhibited in-vitro antioxidant activity may be ascribed to
phenolic compounds present in RM-B, as they constitute
the main antioxidants in plant extracts [45]. Phenolic com-
pounds activity is mainly ruled by the number and position
of hydroxyl groups on the phenolic structure and their gly-
cosylation degree [23]. This in-vitro study provided some
information on the antioxidant potential and the possible
mechanisms of RM-B from R. macrophyllus Desf.

Safety and In-Vivo Health Enhancing Effect

While in-vitro methods are good screening tools, the extrap-
olation of their results on human health is not meaning-
ful [46]. Accordingly, an in-vivo study was conducted to
evaluate the safety of repeated administration of RM-B and
its ability to enhance plasma and liver antioxidant status,
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providing a deeper understanding of the antioxidant activ-
ity of RM-B.

The increase in aminotransferase levels (AST and ALT)
mostly indicates liver injury, while creatinine and urea levels
reflect more kidney injury [47]. The ALT levels reflect gen-
eral liver injury and the increase in AST levels is associated
with hepatic cell necrosis, while elevation of ALP levels is
related to cirrhosis, hepatitis, or presenting cholestasis [45,
47]. In our study, repeated oral administration of RM-B dur-
ing 21 days did not induce any alteration of aminotransferase
levels or creatinine and urea levels. Hence, we can hypoth-
esize that, at least at the clinical-chemistry level, RM-B did
not cause any liver or kidney damage that may lead to an
alteration of the related parameters. Interestingly, this find-
ing allows us to suggest that compounds from RM-B present
no toxicity even at the highest administred dose.

The liver is the primary tissue responsible for detoxify-
ing and metabolizing various compounds like carbohydrates,
vitamins and lipids. This high metabolic activity make this
organ an important location for continuous free radicals pro-
duction, that leads to oxidative stress [48]. Oxidative stress
biomarkers are key tools to evaluate the cellular redox state,
disease evolution and the health promoting effects of anti-
oxidants [49]. In this sudy, Catalase (enzymatic antioxidant),
reduced glutathione (non-enzymatic antioxidant) and MDA
(lipid peroxidation end prduct) [SO] were used to evaluate
the health-enhancing effect of RM-B in mice liver.

During the 21 consecutive days of treatment, we observed
an improvement in plasma radical scavenging capacity and
reducing ability for the RM-B treated groups as compared
to non-treated group. Moreover, RM-B effectively enhanced
liver antioxidant status by increasing the levels of both CAT
and GSH and decreasing the levels of MDA. Catalse and
reduced glutathione are important components of cellular
antioxidant system, they are efficient radical scavengers, and
GSH can also regenerate other oxidized antioxidants. Some
pathologies like diabetes can reduce the levels of those com-
ponents and treatement with plant extracts may reverse this
effect [51]. The enhancement of plasma and liver antioxidant
status may be attributed to phenolic compounds that were
provided by the administration of RM-B as phenolic com-
pounds are excellent free radical scavengers [52], they can
modulate cellular redox states, enzymatic activities, cell pro-
liferation and signaling pathways [53]. For instance, hesperi-
din, rutin and resveratrol, have been found to provide cell
protection against oxidative damage by increasing the levels
of liver CAT and GSH in addition to other endogenous anti-
oxidants [24, 44, 54]. The mechanism of action may include
the activation of a transcription factor (Nrf2) that will lead
at the end to the transcriptions of various genes encoding
antioxidant enzymes and other cellular antioxidants [44, 52].

Cell membrane is rich in polyunsaturated fatty acids,
which make it vulnerable to oxidation that prompts lipid
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peroxidation, resulting in oxidative damage and loss of cell
integrity [43]. The presence of high levels of lipid peroxida-
tion end products like MDA was linked to various neurode-
generative diseases such as Alzheimer disease [50, 55]. Our
results suggest that RM-B can provide protection against
lipid peroxidation directly by neutralizing reactive oxidants,
as evidenced by the in-vitro and ex-vivo study, or by enhanc-
ing endogenous antioxidants system as evidenced by the in-
vivo study. RM-B treatment, especially at the 200 mg/kg bw
showed better health promoting effects compared to vitamin
C used as standard antioxidant. Our results are in agreement
with other studies reporting the capacity of phenolic com-
pounds rich extracts to increase plasma antioxidant capacity
and liver antioxidant status [24, 50].

Conclusion

Findings of the present study are significant in that this is
the first report on green waste parts from large-leaved but-
tercup (R. macrophyllus Desf.) phenolics and their in-vitro
and in-vivo bioactivities. Combination of capillary LC-DAD
and LC-MS/MS detection systems allowed an identifica-
tion and provided compositional information of phenolic
compounds present in R. macrophyllus Desf., some of them
were detected for the first time. The high amounts of phe-
nolic compounds found are distributed on different classes:
Phenolic acids, stilbenes and specially flavonoids such as
hesperidin and rutin. The strong in-vitro and in-vivo anti-
oxidant activities of large-leaved buttercup phenolics found
in the present study offer a great opportunity for utilizing
otherwise a wasted raw material in modern pharmaceutical,
medicinal and nutraceuticals industries in the aim of devel-
oping new value-added products.
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ABSTRACT

Ranunculus macrophyllus Desf. is a lesser-known yet regularly used vegetable in Mediterranean folk diets for its
nutritional and medicinal properties. There is a lack of scientific data on its nutritional value and functionality.
Therefore, the aim of this study was to investigate the nutritional and the phytochemical composition and the
effect of in vitro digestion on the antioxidant activity and on individual polyphenols from an ethyl acetate extract.
The proximate composition analysis showed good amounts of carbohydrates (72.4% dry weight, dw) and crude
proteins (15% dw), while mineral analysis showed considerable amounts of calcium, magnesium, iron and zinc
among other elements. The lipidic fraction showed potential anti-thrombotic and anti-atherogenic potential with
o-linolenic acid (40.8%) and linoleic acid (16.9%) as major compounds. The ethyl acetate fraction showed good
amounts of total polyphenols (235 mg GAE/100 g dw), flavonoids (43.5 mg QE/100 g dw) and flavonols (108 mg
RE/100 g dw). The fraction showed good radical scavenging ability against 2,2-dipheny 1-1-picrylhydrazyl (432
mg Trolox E/100 g dw), 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (1240 mM Trolox E/100 g dw)
and peroxyl radicals (14200 mM Trolox E/100 g dw) even after in vitro digestion. Caffeic and coumaric acids
showed good bioaccessibility between 97 and 102% while catechin and luteolin had lower bioaccessibility
ranging from 34.2 to 38.7%. R. macrophyllus Desf. was found to be a good source of nutritional and non-
nutritional bioactive compounds with good bioaccessibility, which make its application in food and pharma-
ceutical industries potentially beneficial.

1. Introduction

Wild vegetables are often a good source of macronutrients, micro-
nutrients and secondary bioactive metabolites such as polyphenols. This

Wild vegetables are an important resource for humans worldwide,
including being a source of new flavours and textures (Harumi Iyda
et al., 2019). The food industry and consumers are increasingly inter-
ested in wild vegetables. They may be a low cost and sustainable food
source with potential human health benefits (Spinola et al., 2019) that
grow in many different ecosystems (Rivera, 2006, pp. 18-74). It is
estimated that more than one billion people in the world already
incorporate wild vegetables in their daily diet (Shaheen et al., 2017).

gives them the possibility of being used as a source of functional foods
(Jelena et al., 2018). The presence of polyphenols and their associated
bioactivities may have effects, such as antioxidant, anti-inflammatory,
anticarcinoma, antimicrobial, antiviral, and cardioprotective (Barros
and Junior, 2019, pp. 113-126). Generally, to obtain the health benefits,
a regular daily intake and good bioaccessibility of polyphenols are
required (Mrduljas et al., 2017). Therefore, the bioaccessibility of
bioactive compounds needs to be investigated (Barak et al., 2019).
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Ranunculus is the most diverse genus of the family Ranunculaceae,
with more than 600 species (Aslam et al., 2012) that can be found all
over the world and especially in the Mediterranean temperate regions
where they are used as food (Ranunculus repens, Ranunculus bulbosus
and Ranunculus ficaria) (Guarrera & Savo, 2016). Their consumption
extends to other parts of the world such as Hungary (Ranunculus ficaria)
(Dénes et al., 2012) and Japan (Ranunculus nipponicus) (Nakaya et al.,
2015). Ranunculus species contain essential fatty acids (EFA) (linoleic
and a-linolenic acids) and minerals (K, Na, Fe, and Zn), in addition to
different classes of bioactive compounds such as polyphenols, flavo-
noids, alkaloids, triterpenoids, phytosterols, coumarin derivatives and
saponins (Aslam et al., 2012; Da-Cheng, 2018). However, data on the
nutritional composition of Ranunculus species remain limited.

One of the less studied Ranunculus species is Ranunculus macro-
phyllus Desf. a wild vegetable whose roots are a rich source of bioactive
polyphenols (Deghima et al., 2020). They are used as a remedy for
feminine infertility and to gain weight (Ouarghidi et al., 2013). On the
other hand, the green leafy parts (leaves and stems) are traditionally
used to treat certain skin diseases (Rai et al., 2011), and as leafy green
vegetable in the Mediterranean diet, they are consumed fresh as salads
or cooked to prepare boiled vegetables or soups (Rivera et al., 2006, pp.
18-74). Despite its common use as folk food, its nutritional composition
and bioactivities remain unknown. The proximate composition, nutri-
tional profile (FA profile and mineral composition) and the phyto-
chemistry of R. macrophyllus Desf. were studied. The antioxidant activity
of the ethyl acetate fraction from this plant was measured and the bio-
accessibility of the identified polyphenols was also estimated using an in
vitro gastrointestinal (GI) digestion model.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

All chemicals and solvents were of analytical grade, and deionized
water (Mar-707, DAFA, Ciudad Real, Spain) was used. Acetonitrile
(MeCN) and methanol (MeOH) of HPLC quality were provided by
Scharlab (Barcelona, Spain). Hexane, chloroform, ethyl acetate, butanol,
2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium
salt (ABTS*"), potassium persulfate, dipotassium hydrogen phosphate,
potassium phosphate monobasic dihydrate, 2,2'-azobis(2-methyl-
propionamidine) dihydrochloride (AAPH), fluorescein sodium salt,
Folin-Ciocalteu reagent, sodium bicarbonate, aluminium chloride,
vanillin, sulphuric acid, sodium acetate, gallic acid (GA), quercetin (Q),
rutin (R), catechin (C), and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®)
were provided by Scharlab. For in vitro digestion a-amylase from human
saliva (A1031, 852 units/mg protein), pepsin from porcine gastric mu-
cosa (P7000, 674 units/mg protein), pancreatin from porcine pancreas
(P1750, 4 x United States Pharmacopeia specifications) and bile extract
(B8631) were purchased from Sigma-Aldrich Co. (Steinheim, Germany).

2.2. Plant material

The aerial flowering parts of R. macrophyllus Desf. were collected
from the prairies of Ras El Oued- Bordj Bou Arreridj region North-East
Algeria in May 2018 (Global Positioning System (GPS) coordinates:
35°58'31.4"N 5°01'53.4"E, 1027 m above sea level). The plant was
identified by Dr. Bouadam from the Department of Physico-Chemical
Biology at the University of Bejaia (Bejaia, Algeria) and a voucher
specimen (AB-108) has been deposited at the herbarium of the Life and
Natural Science Department, M’sila University (M’sila, Algeria). Only
leaves and stems were used as they constitute the edible parts of this
plant. The plant was cleaned from dust and contaminants by wiping and
air dried in the dark at room temperature (20-25 °C) for one month and
then powdered with an electric blender (Prep’line, SEB, Ecully, France).
The powder was kept in the dark at room temperature (20-25 °C) in an
air sealed container for a maximum of 24 wk.
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2.3. Nutritional composition

The dried powdered aerial parts of R. macrophyllus Desf. were
investigated for their moisture, total fat, total crude proteins and ash
content using the official AOAC methods. Moisture was determined
using the official method 945.15 (AOAC, 2003). Total fat was extracted
from 10 g of powdered dry material with petroleum ether in a Soxhlet
apparatus (B-811, Buchi, Flawil, Switzerland) for 3 h using method
960.39 (AOAC, 2003). Crude proteins where determined using the
method 928.08 (AOAC, 2003), with the macro-Kjeldahl method (N x
6.25) and an automatic distillation and titration unit (K-314, Buchi). Ash
was determined using incineration at 550 °C for more than 14 h using
method 920.153 (AOAC, 2003), while total carbohydrates were deter-
mined by difference using equation (1):

Total carbohydrates (g/100 g dry weight) = 100 — (g far + & protein + & ashes)(1)

2.4. FA profile

The FA profile was determined in the lipid fraction using gas chro-
matography using the method of Ansorena et al. (2013). The FA were
methylated as described in method 969.33 (AOAC, 2003). A
Perkin-Elmer Autosystem XL gas chromatograph with a FID detector
(Clarus 500, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) was used. The instru-
ment was equipped with a capillary column SPTM - 2560 (100 m x 0.25
mm x 0.2 pm) (Sigma Co., St. Louis, MO, USA). The analysis was done
using the following conditions: The temperature of the injection port
was 250 °C and that of the detector was 260 °C. The initial temperature
of the oven was 175 °C for 10 min, then it was increased to 200 °C
(10 °C/min) and increased again to 220 °C (4 °C/min) and maintained
for 15 min. Hydrogen was used as the carrier gas, and the pressure was
20.5 psi. Split flow was 120 cm/s. The identification of the FA methyl
esters (ME) was done by comparison of the retention times of the peaks
in the sample with those of standard pure compounds as described in
Ansorena et al. (2013). Individual methylated standards from Sigma
were used for the saturated (S) FA, monounsaturated, cis poly-
unsaturated (PU) FA. The quantification of individual FA was based on
the internal standard method, using heptadecanoic acid methyl ester
(Sigma), assuming that the response for each FAME were all the same
and expressed as a percentage of the total peak areas actually measured.
Therefore, actual recovery was not measured. The results were used to
calculate the index of atherogenicity (IA) (Ulbricht & Southgate, 1991)
using equation (2):

7 C12:0+4C14:04 Cl16:0
" Y. PUFA w6+ ) PUFA w3+ Y MUFA

1A 2

and the index of thrombogenicity (IT) (Ulbricht & Southgate, 1991)
using equation (3):

Cl4:0 Cl16:0 C18:0
IT— + +

0.5(MUFA + PUFA w6+ w3 x PUFA w3) + (PUFA w3/PUFA w6)

3

2.5. Mineral analysis

Mineral analysis was done on the incineration residue previously
obtained (section 2.3), using the method described by Sola-Larranaga
and Navarro-Blasco (2009). The incineration residue was extracted with
5 mL HCI (20%, v/v) and then the volume was made up to 50 mL with
distilled water. For the atomic absorption spectroscopy (AAS) analysis, a
Perkin-Elmer Model A Analyst 800 atomic absorption spectrometer
equipped with flame and graphite furnace atomisers and Zeeman
background correction was used (Perkin Elmer). To analyze Na and K an
air/acetylene flame with an oxidant fuel flow of 17.0 and 2.0 mL/min,
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respectively, was used and the atomic emission was measured at 589 nm
for Na and 766.5 nm for K. Zn, Fe, Cu, Mn and Mg measurements were
done using atomic absorption at 213.9, 372, 327.4, 403.1, and 285.2
nm, respectively, using hollow cathode lamps operated at 15, 30, 15, 20,
and 6 mA, respectively, and bandwidths of 0.7, 0.2, 0.2, 0.2, and 0.7 nm,
respectively. A high-sensitivity nebulizer was used.

2.6. Extraction of bioactive compounds

The extraction of bioactive compounds from the powder was done
using the method of Prieto et al. (2003). Briefly, 100 g dry powder were
macerated with 500 mL methanol (24 h), and then, filtered (Two sheets,
qualitative papers No. 102, medium @ 150 mm, Sigma). The maceration
was repeated three times, then the solvent was evaporated at reduced
pressure in a rotatory evaporator (40 °C) (R210, Buchi) to obtain the
crude methanolic extract (22%, w/w yield). The crude extract was
subjected to a sequential liquid-liquid separation using solvents of
increasing polarities, hexane (12% w/w from the methanolic extract),
chloroform (0.6% w/w), ethyl acetate (RMEA) (3.1% w/w) and
n-butanol (12% w/w). Solvents were evaporated under reduced pressure
in the rotatory evaporator, and the residue was then resuspended in
water and lyophilized (Cryodos-50, Telstar, Barcelona, Spain). The ethyl
acetate fraction (RMEA) was characterized, as it showed the highest
total polyphenols content, according to a previous study (Deghima et al.,
2021).

2.7. Antioxidant activity and bioaccessibility

2.7.1. Invitro GI digestion

The ethyl acetate fraction was subjected to an in vitro digestion
process using the procedure described by Gayoso et al. (2018). Samples
(200 mg) were placed in three different Falcon tubes (Sigma) and dis-
solved in 12 mL of distilled water. Tubes were maintained at 37 °C in a
water bath with continuous stirring. The pH of the solution was adjusted
to 6.5 with 1 M sodium bicarbonate and oral digestion started in the
three tubes by adding 50 pL a-amylase (1.3 mg/mL in 1 mM CacCly) for 2
min. At the end of this step pH was adjusted to 2.5 using 3 M HCl, and a
tube was immediately frozen (-20 °C). Pepsin (66 pL, 160 mg/mL in 0.1
M HCI) was added to the other two tubes to simulate the gastric diges-
tion for 2 h, then, pH was brought up to 7 using 1 M sodium bicarbonate
to inactivate pepsin and another tube was immediately frozen. The in-
testinal digestion was initiated in the remaining tube by adding 500 pL
of a 1:1 mixture of pancreatin (4 mg/mL) and bile extract (25 mg/mL)
for 2 h, and pH was then adjusted to 7.5 using 1 M sodium bicarbonate.
Then the tubes were stored at -20 °C, for a maximum of 2 days. The three
tubes were thawed (4 °C) then, centrifuged at 4000 g (A-4-62 Rotor,
Model 5810R centrifuge, Eppendorf, Barcelona, Spain) for 40 min at
4 °C and the supernatant, which is considered as the bioaccessible
fraction, was collected and lyophilized for further analysis. The super-
natant from the first tube represents the bioaccessible fraction from oral
digestion (OD), and that from the second tube represents the bio-
accessible fraction from gastric digestion (OD and GD) while the su-
pernatant from the third tube represents the bioaccessible fraction from
intestinal digestion (ID, OD and GD). In parallel, non-digested samples
were subjected to the same procedures in the absence of digestive en-
zymes. For each digestion three independent triplicates were done and
bioaccessibility of individual compounds was calculated using equation
(4):

Bioaccessibility (%) = [(total mg of compound in the digested sample) / (total
mg of compound in the non-digested sample)] x 100 4

The phytochemical content and antioxidant activity were deter-
mined using in vitro assays with both non-digested and digested super-
natant lyophilized powders. Prior to every test the freeze-dried samples
were dissolved in methanol.
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2.7.2. Total polyphenols content (TPC)

The TPC content was estimated using the Folin-Ciocalteu assay using
the method of Singleton and Rossi (1965). Briefly, 15 pL of sample were
mixed with 1185 pL of distilled water and 75 pL of Folin-Ciocalteu re-
agent. After incubation (2 min), 225 pL of sodium carbonate was added.
After 2 h incubation, the absorbance was measured at 765 nm using a
microplate reader (FLUOstar Omega, BMG Labtech, Ortenberg, Ger-
many). GA was used to plot a calibration curve and results were
expressed as mg GA equivalents (E)/100 g dw of R. macrophyllus Desf.

2.7.3. Total flavonoids content (TFC)

The aluminium trichloride method was used to assess the TFC using
the method of Djeridane et al. (2006). Equal volumes of samples and
aluminium trichloride (2%) were mixed and incubated for 10 min, the
absorbance was measured at 430 nm using the microplate reader. Q was
used as standard and results were expressed as mg QE/100 g dw of
R. macrophyllus Desf.

2.7.4. Total flavonols content (FOL)

FOL was estimated using the method of Kumaran and Karunakaran
(2007), where 500 pL of samples were mixed with the same volume of
aluminium trichloride (2%) and 750 pL of sodium acetate (5%) and
incubated for 2.5 h. The absorbance was measured at 440 nm using the
microplate reader, and R was used to plot a calibration curve and results
were expressed as mg RE/100 g dw of R. macrophyllus Desf.

2.7.5. Condensed tannins content (CTC)

CTC was estimated using the optimizations of Sun et al. (1998).
Briefly, 250 pL extract was mixed with 625 pL vanillin (1% in methanol)
and the same volume of sulphuric acid (10% in methanol), the mixture
was incubated for 15 min and the absorbance was measured at 500 nm
using the microplate reader. A calibration curve was plotted using C as
the standard and results were expressed as mg CE/100 g dw of R.
macrophyllus Desf.

2.7.6. DPPH" inhibition

The ability to inhibit the synthetic free radical DPPH® was estimated
using the method of Garcia-Herreros et al. (2010). A stock methanolic
solution of DPPH® (0.04 mg/mL) was prepared and its absorbance was
adjusted to 0.80 + 0.02 at 516 nm. A volume of this solution was mixed
with the same volume of different concentrations of the extract and
incubated for 30 min. The absorbance was measured at 516 nm using the
microplate reader. T was used as a reference compound to plot a cali-
bration curve, and results were expressed as mg TE/100 g dw of R.
macrophyllus Desf.

2.7.7. ABTS"" inhibition

In a 96 well microplate, 18 pL of sample was mixed with 182 pL of
ABTS®" solution and incubated. After 6 min, the absorbance was
measured at 734 nm using the microplate reader. T was used as standard
compound to plot a calibration curve and results were expressed as mM
TE/100 g dw of R. macrophyllus Desf (Re et al., 1999).

2.7.8. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)

The antiradical activity was further tested against the peroxyl radical
AAPH using the ORAC method as described by Prior et al. (2003). The
assay was done using the microplate reader in a 96 well microplate,
where 40 pL of the sample were mixed with 120 pL of sodium fluorescein
(132.5 nM in 10 mM potassium phosphate buffer) and fluorescence was
immediately measured at TO (excitation wavelength of 485 nm and
emission wavelength of 520 nm). AAPH solution (40 pL, 0.3 M in 10 mM
potassium phosphate buffer) was added and measurements were taken
every 45 s for 1 h. The net area under the curve (AUC) of the standard (T)
and the samples was calculated. The standard curve was obtained by
plotting T concentrations (4-250 pM) against the average net AUC of the
three measurements for each concentration. Final ORAC values were
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calculated using the regression equation between T concentrations and
the net AUC and were expressed as mM TE/100 g dry weight of R.
macrophyllus Desf.

2.7.9. High-performance liquid chromatography (HPLC)

Individual polyphenols were measured using a reversed phase HPLC-
DAD using a Waters 2695 (Milford, MA, USA) 600 E multi-solvent de-
livery system, a Waters U6K sampler and a Waters 2996 photodiode-
array detector. Samples were dissolved in methanol at 20 mg/mL and
filtered through 0.45 pm filters (Sigma). Injection volume was 20 pL.
The separation was done on a C18 column (Nova-Pak, 150 x 3.9 mm, 4
pm, Waters) maintained at 25 °C. The detection wavelengths ranged
from 210 to 550 nm. A mixture of acetonitrile (A) and acidified distilled
water (pH 2 with orthophosphoric acid) (B) was used as the mobile
phase, in the following proportions: 1-15 min, 10-20% A; 15-20 min,
20-40% A, 20-25 min 40-10% A, then it was maintained at 10% A until
the end of the analysis. The flow rate was 0.8 mL/min. Quantification of
identified compounds was made based on external calibration curves
using the corresponding external standards (luteolin, apigenin, catechin,
caffeic acid and p-coumaric acid). The amount of each compound was
expressed as mg/100 g dw. It was calculated before and after digestion
and used to calculate the bioaccessibility (percentage of compound that
remains after intestinal digestion) (Pinacho et al., 2015).

2.8. Statistical analysis

All experiments were done in triplicate and data were analyzed using
GraphPad Prism 7.00 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). The results were expressed as mean values and standard deviation
(SD). The differences between the non-digested and digested samples
were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed
by Tukey’s significant difference post hoc test with « = 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Proximate composition and FA profile

The moisture content affects the texture, taste, appearance, stability
and may reflect the consistency of fruits and vegetables (Afify et al.,
2017). The amount of moisture in R. macrophyllus Desf (Table 1). was
within the range of moisture of most regularly consumed vegetables that
range from 81 to 96% (Afify et al., 2017). As R. macrophyllus Desf. occurs
with other dietary vegetables, its overall contribution to total energy is
low. To compare proximate composition with other plants, results were
expressed as dw (Table 1).

Carbohydrates accounted for the largest portion of R. macrophyllus
Desf. aerial parts with a meaningful amount of crude proteins and a
relatively low crude lipid content (Table 1). With this amount of crude
lipid, R. macrophyllus Desf. belongs to the group of fruits and vegetables
with low lipid content (<10%) (Dominguez-Avila & Gonzdlez-Aguilar,
2019). Other commonly consumed fruits and vegetables have lipid
content ranging from 0.2 to 0.4% and crude proteins content between
0.6 and 2.9% (Dominguez-Avila & Gonzalez-Aguilar, 2019), both crude
lipids and total crude proteins from R. macrophyllus Desf. were higher. In
general, vegetables including R. macrophyllus Desf., have a low lipid

Table 1
Proximate composition of the Ranunculus macrophyllus Desf aerial parts.

Nutritional content

Moisture Content (%) 85+1
Dry matter (%) 15+1
Crude proteins (g/100 g dry weight) 15+1
Crude lipids (g/100 g dry weight) 1.9+0.1
Ash (g/100 g dry weight) 10.3 + 0.5
Carbohydrates (g/100 g dry weight) 72.4 £ 0.2
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content which make them a good food for people with a weight problem
(Afify etal., 2017). The low lipid content in R. macrophyllus Desf. make it
a good addition to a low-fat diet.

The amount of ash in R. macrophyllus Desf. reflects its high amount of
total minerals. Ash content in 24 commonly consumed vegetables was
low compared to R. macrophyllus Desf and ranged from 0.23 to 1.91%
(Afify et al., 2017). When comparing with similar plants, the wild edible
R. polyanthemos had similar ash amounts (13.3%) and lower total crude
proteins (6.77%) (Karik et al., 2018), while Caltha polypetala (Ranun-
culaceae) had similar amounts of ash (10.9%) (Kibar and Temel, 2015).
Whereas the amount of lipids was relatively low, it is still useful to
analyze the FA profile to know the possible contribution to the intake of
some of the EFA. Considering the amount of crude lipids compared to
other commonly consumed vegetables and fruits, it is possible that
R. macrophyllus Desf. makes a greater contribution to the intake of some
of the EFA. The FA profile analysis showed 19 FA in R. macrophyllus Desf.
with the EFA, a-linolenic and linoleic acid, alongside with palmitic acid
as major FA (Table 2). Generally, FA C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 and
C18:3, are the main FA in vegetables and fruits with low lipid content
(Dominguez-Avila & Gonzalez-Aguilar, 2019). Some PUFA such as
linoleic acid, have several biological activities including anti-lipid per-
oxidation, anti-inflammatory and anti-obesity activities (Yang et al.,
2020).

Unsaturated fatty acids (UFA) were predominant compared to the
SFA with the prevalence of PUFA within that group and a low amount of
trans-FA. Myristic, palmitic, stearic, oleic, linolenic and eicosanoic acids
were previously reported in R. ternatus (Chen et al., 2006). The same
study showed that the amount of UFA was 58.2%, while in R. pedatus,
60% of total FA were unsaturated with linoleic as the main FA (Erdogan
et al., 2014). Thus, their results were consistent with the amounts found
in the present study for the UFA (68%).

The ratios PUFA/SFA and w6/w3 are important markers of the

Table 2
Fatty acids composition of Ranunculus macrophyllus Desf. aerial parts (g/100 g
fatty acids).

Fatty acid Rt (min) mean + SD
Caprilic C8:0 5.05 0.1 £0.0
Capric C10:0 5.43 0.2+0.0
Lauric C12:0 6.09 0.1 +£0.0
Myristic C14:0 7.26 0.9 £ 0.0
Palmitic C16:0 9.31 23.6 £ 0.1
t-Palmitoleic C16:1A9t 10.22 0.9 + 0.0
Stearic C18:0 12.24 2.7 +£0.1
Oleic C18:1 13.13 1.5+ 0.0
c-Vaccenic C18:1 13.20 6.3 + 0.1
t-Linoleic C18:2A9t,12t 13.90 0.9 +£0.1
Linoleic C18:2A9¢,12¢ 14.47 16.9 £ 0.1
Arachidic C20:0 15.05 0.8 £0.0
Eicosenoic C20:1 15.94 0.1 £0.0
a-Linolenic C18:3 16.03 40.8 £ 0.3
Eicosadienoic C20:2 17.23 0.1 £0.0
Behenic C22:0 17.85 1.2 £ 0.0
Brassidic C20:1A13t 18.69 0.1 +£0.0
Arachidonic C20:4 19.30 0.9+0.1
Eicopentaenoic C20:5 20.90 2.3+£0.0
SFA 29.5+0.1
MUFA 7.9+ 0.1
PUFA 60.8 + 0.5
w3 43.0 £ 0.2
w6 17.7 £ 0.2
w6/w3 0.4 + 0.0
PUFA/SFA 2.1+0.0
PUFA + MUFA/SFA 2.3+0.0
Trans 1.8+0.1
1A 0.4 £+ 0.0
T 0.2 + 0.0

RT: Retention time; SFA: Saturated fatty acids; MUFA: Monounsaturated fatty
acids; PUFA: Polyunsaturated fatty acids; IA: Index of atherogenicity, IT: index
of thrombogenicity.
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nutritional quality of the lipid fraction of foods, the first should be >
0.45 while the second should be < 4. Results of R. macrophyllus Desf. for
those ratios were 2.3 and 0.4, respectively, indicating a healthy FA
profile. A higher ratio of PUFA:SFA can help to reduce serum choles-
terol, atherosclerosis and prevent heart diseases (Mzoughi et al., 2019).
More specific indexes such as the index of atherogenicity (IA) and the
index of thrombogenicity (IT), were low (Table 2), which suggested the
antithrombotic and antiatherogenic potential of the lipidic fraction from
R. macrophyllus Desf. Studies and guidelines recommend regular con-
sumption of w3 FA since they are related to lower cardiovascular dis-
eases risk (Harumi Iyda et al, 2019). Although all these data related to
the lipid fraction are not nutritionally meaningful when the entire plant
is used as food, they could be taken into consideration when an extract is
used in other products.

3.2. Mineral composition

Minerals have an important role in maintaining the healthy state of
people by influencing biochemical reactions in human cells on a daily
basis. Macroelements (Na, K, Ca and Mg) and microelements (Fe, Zn, Cu
and Mn) were estimated in the incineration residue from R. macrophyllus
Desf. aerial parts (Table 3).

K was the major macroelement found, followed by Ca, Na and Mg.
The amounts found were high compared to other commonly consumed
plants (Kibar & Temel, 2016), while they were found to be comparable
to the amounts in edible R. polyanthemos L., that had similar amounts of
Ca, Mg and K, with a lower amount of Na (Karik et al., 2018). Many
lesser-known African vegetables showed higher mineral composition
than the commonly consumed ones (Charles Aworh, 2015). K and Na are
important for water/electrolyte balance and several other metabolic
functions, while Ca and Mg are important for bone health and pre-
venting osteoporosis (Kim et al., 2016). Therefore, R. macrophyllus Desf,
being a cheap and available source of these minerals, might significantly
contribute to their dietary intake.

R. macrophyllus Desf. also had good amounts of the microelements,
with Fe as the major one, followed by Zn, Mn and Cu. Lower amounts
were reported in 11 commonly consumed vegetables (Kibar & Temel,
2016) while the amounts of the corresponding microelements were high
in R. polyanthemos (Karik et al., 2018), although, they were still lower
than the ones found in this study. The deficiency in any of those mi-
croelements leads to problems in mental and body development
(Mzoughi et al., 2019). Zn has an important role in cellular immune and
antioxidant systems while Fe is important to hemoglobin formation and
oxygen transport (Kim et al., 2016). Fe and Zn deficiencies are the most
common types of deficiencies. It is estimated that over two billion people
are affected by microelements deficiencies and many of them can be
alleviated by the introduction of a new source of the relevant element
(Flyman & Afolayan, 2006; Kim et al., 2016). With such high amounts,
R. macrophyllus Desf. can be considered as a cost-effective source of
essential microelements that can be beneficial for people suffering from
microelements deficiency.

Table 3
Macro and microelements found in Ranunculus macrophyllus Desf. aerial parts.

Mineral element (mg/100 g dw) Adequate intake mg/day

Male Female
Potassium 2000 + 200 2500 2000
Sodium 1800 + 100 600 600
Calcium 990 + 30 650 550
Magnesium 240 + 20 280 230
Iron 45+ 4 6.0 5.0 ~85
Zinc 4.5+ 0.2 8 6
Manganese 31+0.1 4.0 3.5
Copper 1.7 £0.1 0.7 0.6
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3.3. In vitro gastrointestinal digestion and polyphenol content

Initial phytochemical screening (Folin-Ciocalteu) and evaluation of
the in vitro antioxidant activity showed that RMEA had the highest
levels of polyphenols and the best antioxidant activity compared to the
other fractions (Deghima et al., 2021). Thus, RMEA was used to deter-
mine the effect of in vitro digestion on polyphenols content, antioxidant
activity and individual polyphenol bioaccessibility. Bioaccessibility was
estimated using an in vitro assay that simulated the GI digestion, and
allowed an approximation of the amounts available for absorption into
the systemic circulation at the different levels of the GI tract (San-
tos-Sanchez et al., 2019, pp. 1-29).

3.3.1. Polyphenols content

Phenolic compounds in RMEA were measured before and after the in
vitro digestion as seen in Fig. 1.

The non-digested RMEA showed high TPC, TFC and FOL, with lower
CTC amount. Djenidi et al. (2020) determined the TPC and TFC in 19
vegetables and 14 fruits commonly consumed in Algeria. The results in
the present study were expressed in the same units used in that study.
Except for beans (Vicia faba L.) (360 mg GAE/g extract) (Djenidi et al.,
2020), R. macrophyllus Desf. had the highest TPC. TFC from the same
study ranged from 0.04 for bananas to 34 mg QE/mg extract for Jew’s
mallow (Corchorus olitorius L.). Again, R. macrophyllus Desf. showed the
highest TFC. Accordingly, R. macrophyllus Desf. may be considered as a
good cost-effective source of beneficial polyphenols and flavonoids.
Polyphenols are important functional compounds that have various
bioactivities  including  antioxidant, anticarcinogenic ~ and
anti-inflammatory activities (Barros and Junior, 2019, pp. 113-126).

The simulated in vitro GI digestion significantly affected the different
polyphenol compounds in different ways. During the simulated oral
digestion, a slight loss of 6.8% of TPC was noted, this may be attributed
to the low exposure time (2 min) during this step. TFC were the most
affected polyphenols in this step, with a loss of 76%. FOL, as a class of
flavonoids, followed the same trend with a loss of 63%. These results
were consistent with Chaalal et al. (2018) that reported a loss of 92% of
TFC after oral digestion in three different prickly pear varieties. Many
studies showed that flavonoids can be transformed metabolically start-
ing from oral digestion, which may lead to a decrease in their bio-
accessibility (Ahn-Jarvis et al., 2019). On the other hand, CTC increased
by 27% in the same step, although the difference was not statistically
significant compared to the non-digested RMEA.

Throughout the simulated gastric digestion, the decrease in TPC was
not significant compared to the previous step, which was consistent with
previous studies, that reported the stability of polyphenols at the acidic
gastric pH (Pinacho et al, 2015). On the other hand, other studies
showed a large decrease in TPC during the same step (Ait Chait et al.,
2020). The CTC significantly increased by 74% in this step, while 82% of
TFC and 80% of FOL were already lost during this step. The bio-
availibility of flavonoids was reported to be low compared to other
phenolic compounds (Ait Chait et al., 2020). TPC and the other classes
showed good stability during the simulated intestinal digestion. TPC
significantly increased by 8.9% compared to the gastric digestion, while
TFC and FOL did not undergo any further loss compared to the gastric
digestion. CTC increased by 108% compared to the non-digested sample
in this step. Campos-Vega et al. (2015) also reported the release of
condensed tannins during intestinal digestion. Moreover, condensed
tannins are oligomeric or polymeric catechins, flavan or flavan-3-ols;
they are more subjected to degradation by digestive enzymes and
alkaline pH. Those molecules are cleaved to produce more units
(Adarkwah-Yiadom & Duodu, 2017). As the vanillin assay (Section
2.7.5) is sensitive to monomers and dimers formed during the digestion
process this may lead to an increase in their reactivity, giving higher
values in the spectrophotometric analytical determination of condensed
tannins (Sun et al., 1998).



A. Deghima et al.

A
300+
a
b T
% . c
o
o 2004
=
fri}
& 100
[)]
€
04 . '
O QL 0 %
D & §
v
< < < @‘(’
N & S &S
C
150
a
& __
100+
(=]
=
& 5o b
g’ _— c c
1 _ BN
S & & °

v»
& & & &

Food Bioscience 40 (2021) 100904

B
501
a
2 40
©
o
© 30
e
i 20
020
=] b
£ 10+ — c c
o i
\4 L Q e
1<) N
v»
& & e
D
401
a
%30- b T
=]
3
~ 204 c
i - =
o — 1
> 104
E10
0' T T
O 00 (,0 Y

3 v
< < < %
& & &

Fig. 1. Effect of in vitro digestion on the phenolic classes of the ethyl acetate fraction from the aerial parts of Ranunculus macrophyllus Desf.. A: Total polyphenols, B:
Total flavonoids, C: Total flavonols, D: Condensed tannins. RMEA: Ranunculus macrophyllus ethyl acetate; ND: non-digested; OD: oral digestion; GD: gastric digestion;
ID: intestinal digestion. Values are means of triplicates + standard deviation (SD), values in columns with different letters are significantly different p<0.05.

3.3.2. Antioxidant activity

The antioxidant activity of RMEA was measured against DPPH®,
ABTS™'* and the peroxyl radical AAPH in the ORAC assay. Results were
compared to antioxidant activity of commonly consumed fruits and
vegetables. The effect of in vitro digestion on the antioxidant activity of
RMEA is shown in Fig. 2.

RMEA showed good radical scavenging abilities against DPPH®,
ABTS™ and peroxyl radicals. The ABTS'* quenching ability of RMEA
was higher than it is in some extracts from regularly consumed vege-
tables and fruits, their activity ranged from 1.6 to 108 mM Trolox E/100
g dw (Yang et al., 2020). The antioxidant activity of RMEA against
DPPH® was also higher than the tested fruits and vegetables from Algeria
in the study of Djenidi et al. (2020). The radical scavenging ability of
RMEA may be attributed to its polyphenols content, as polyphenols are
the main antioxidants in plant extracts (Righi et al., 2020). Moreover,
the radical scavenging ability of the ethyl acetate fraction from roots of
R. macrophyllus Desf. was also highly correlated with its polyphenols
content (Deghima et al., 2020).

The ability of RMEA to inhibit the free radical DPPH® was not
significantly affected by the oral digestion, while after the gastric
digestion a 23% decrease in the activity of the sample was measured,
and in the intestinal digestion the activity decreased by 32% (p<0.05).
The effect of in vitro digestion on the inhibition of ABTS™* radical fol-
lowed the same trend, oral digestion slightly decreased this activity,
gastric and intestinal digestion significantly affected the ABTS™* inhi-
bition, with a maximum loss of 34% after the intestinal digestion
(p<0.05). The DPPH® and ABTS™* scavenging effects were found to be
highly correlated with flavonoids and especially with flavonols content
(r between 0.68 and 0.74) (p>0.05), while they were negatively corre-
lated with total polyphenols and condensed tannins content. The results
were consistent with Yang et al. (2016) and Seraglio et al. (2017), who

also reported a decrease in the antioxidant activity of basil and ginger
extracts after in vitro digestion.

On the other hand, the antioxidant activity as tested using the ORAC
assay increased after each step of the digestion to reach a total increase
of 43% at the gastric digestion stage. The increase in the ORAC value
despite the decrease in total flavonoids and the relative stability of
polyphenols may be attributed to the observed increase in the condensed
tannins. The ORAC values were significantly correlated with condensed
tannins (r = 0.94). The ethyl acetate fraction may also contain other
non-phenolic compounds that cause the increase in ORAC values (Pavan
et al., 2014). Yang et al. (2016) also reported that the in vitro digestion
affected the antioxidant activity of ginger and basil when tested using
ABTS™ and FRAP but it did not have any significant effect when tested
with the ORAC assay. On the other hand, Burgos-Edwards et al. (2017)
reported that the effect of simulated GI digestion on the antioxidant
activity depended on the assay being used showing higher or lower
values. The different methods used may not detect the structural
transformation in polyphenols and their related activity the same way
(Pavan et al.,, 2014). Even after the entire digestion process the
remaining antioxidant activity of RMEA was still higher than the anti-
oxidant activity of fruits and vegetables reported in Yang et al. (2020)
and Djenidi et al. (2020). This suggested that R. macrophyllus Desf. may
be used for the development of new functional foods that have antiox-
idant activity even after digestion.

3.3.3. Extract characterization and compounds bioaccessibility

The compounds identified in RMEA using HPLC-DAD are shown in
Table 4 along with their bioaccessibility.

The analysis showed the presence of 5 compounds, caffeic and p-
coumaric acids were the two identified phenolic acids, in addition to
three flavonoids: two flavones (apigenin and luteolin) and a flavanol
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Fig. 2. Antioxidant activity of digested and non-digested ethyl acetate fraction
from aerial parts of Ranunculus macrophyllus Desf. A: DPPH inhibition; B: ABTS
inhibition; C: ORAC assay. RMEA: Ranunculus macrophyllus ethyl acetate; ND:
non-digested; OD: oral digestion; GD: gastric digestion; ID: intestinal digestion.
Values are means of triplicates + standard deviation (SD), values in columns
with different letters are significantly different p<0.05.

(catechin), that was the major compound. R. macrophyllus Desf. had
higher amounts of catechin than many varieties of apple, blackberry and
mango, while it was not found in many vegetables (Arts et al., 2000).
The luteolin content of R. macrophyllus Desf. was comparable to that of
celery (8 mg/100 g dw) and broccoli (7.4 mg/100 g dw) and higher than
green chili, carrot and white radish (Miean & Mohamed, 2001). Caffeic
acid was previously reported in the roots of the same species but at
higher levels (Deghima et al., 2020), and in other Ranunculus species,
with p-coumaric acid, apigenin and luteolin, but these compounds were

Food Bioscience 40 (2021) 100904

not quantified (Aslam et al., 2012; Da-Cheng, 2018). Except for caffeic
acid, all these compounds in R. macrophyllus Desf. have not been pre-
viously reported. Catechin had not been found previously in the genus
Ranunculus.

Flavonoids such as catechin and luteolin are major cancer-preventive
compounds of medicinal importance, they have anti-inflammatory,
antimicrobial, antiulcer and hepatoprotective activities (Ahmadi et al.,
2020). However, to exert these activities polyphenols need to reach the
targeted tissues in adequate concentrations. Consequently, it is not
enough to know the amount of a compound in a dietary supplement or a
functional product, the amount of the compound that will be available
for absorption into the systemic circulation should also be determined.
Therefore, the bioaccessibility of the compounds was studied using an in
vitro digestion model (Table 4).

Phenolic acids (caffeic and coumaric) were resistant to the in vitro
digestion process. This was consistent with the spectrophotometric
estimation of TPC that also showed high stability during the digestion
process. Coumaric and caffeic acids did not show any significant vari-
ation compared to the non-digested sample during the GI digestion,
which reflects their high bioaccessibility. These results were consistent
with Seraglio et al. (2017) who reported the high stability of coumaric
and caffeic acids during the digestion process, similarly to other
phenolic acids and their derivatives (Gayoso et al., 2018). On the other
hand, the flavonoids (catechin, luteolin and apigenin) were strongly
affected by the in vitro digestion. At each step of the digestion there was
a statistically significant decrease. These results were consistent with the
spectrophotometric determination of TFC and FOL during the digestion
process. The bioaccessibility of catechin was higher than luteolin during
OD and GD, while in ID, luteolin had the best bioaccessibility. Apigenin
was found at all stages but the quantities were below the quantification
limit. The results were consistent with flavanols showing higher bio-
accessibility than other classes of flavonoids. Gayoso et al. (2018) re-
ported similar bioaccessibility values for luteolin derivatives found in
Lavandula latifolia and Origanum vulgare extracts. The loss of flavo-
noids during oral and gastric digestion is supported by many studies, but
the intestinal step appears to have more effect on their bioaccessibility.
The loss of flavonoids during this step could be ascribed to their sensi-
tivity to alkaline pH that can cause structure modifications. The inter-
action with the digestive enzymes and biliary salts could also reduce
their bioaccessibility (Spinola et al., 2019). Gong et al. (2019), however,
reported an increase in some phenolic compounds during the intestinal
digestion compared to the undigested samples. The bioaccessibility of
phenolic compounds depends on many factors including their own
structure, physico-chemical properties and their interaction with
digestive enzymes and pancreatin/bile salts (Gayoso et al., 2016; Sera-
glio et al., 2017).

4. Conclusions

R. macrophyllus Desf. can be considered as a valuable source of
essential minerals (Fe, Zn, K and Na) especially for people with a mineral
deficiency, its lipid fraction could be a valuable source of EFA in nu-
traceutical formulations and functional foods. RMEA showed high
amounts of phenolic compounds and good antioxidant activity. Chro-
matographic analysis showed the presence of catechin, luteolin, caffeic
acid and p-coumaric acid. Phenolic acids (caffeic acid and p-coumaric
acid) showed good bioaccessibility during the simulated GI digestion.
Despite the effect of simulated GI digestion, substantial antioxidant ac-
tivity was observed after the intestinal digestion. The equilibrated
nutritional profile and bioaccessible bioactive compounds combined
with the strong antioxidant activity can make R. macrophyllus Desf.
aerial parts a potentially good dietary supplement or a functional food
ingredient.
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Table 4
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Quantification of main compounds identified in the RMEA before and during in vitro digestion.

Compound Rt (min) ND (mg/100 g dw) In vitro digestion (mg/100 g dw)

oD GD D
Catechin 4.89 322+ 1 28.7° £ 0.2 21.3°+ 0.2 12.44 £ 0.3
Caffeic 6.18 1.5° £ 0.0 1.6° + 0.0 1.9+ 0.1 1.5° + 0.1
p-Coumaric 9.55 0.8% + 0.1 0.7% + 0.0 0.7* £ 0.0 0.7% + 0.0
Luteolin 20.87 7.2 +0.3 3.7° +£0.0 3.0°+ 0.0 2.4+ 0.0
Apigenin 21.92 0.07 + 0.0 BQL BQL BQL

BQL: Below quantification limit; ND: Before digestion; GD: Gastric digestion; ID: Intestinal digestion; OD: Oral digestion; RT: Retention time. Results are expressed as
means of triplicates + standard deviation. Values on the same line with different superscript letters are significantly different (p<0.05).
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Abstract

Ranunculus macrophyllus Desf. is traditionally used for its medicinal and culinary properties. The goal of this
work is to study its chemical composition, biological activities and the bioaccessibility of its phenolic compounds.
Methanolic extraction followed by liquid-liquid fractionation were used to extract the bioactive compounds, while
spectrophotometric and chromatographic methods were used to study the phytochemical composition of this plant.
Different in vitro, in vivo and ex vivo methods were used to evaluate the antioxidant, anti-inflammatory, membrane
stabilization activity, the toxicological profile and the bioaccessibility of phenolic compounds. The results show
that R. macrophyllus Desf. is very rich in phenolic compounds, chromatographic analysis revealed the presence
of 12 phenolic compounds distributed between phenolic acids, flavonoids and stilbenes. The fractions tested
showed excellent antioxidant activity, an ability to protect red blood cells against free radical attacks and
hypotonic and thermal stress. The fractions also effectively inhibited acute inflammation in mice. These
bioactivities were accompanied by a relatively low acute / subacute toxicity and a very good bioaccessibility of
the polyphenols. The results not only demonstrate the safety of R. macrophyllus Desf. but also the health
promoting effects associated with the regular consumption of this plant.

Key words: Ranunculus macrophyllus Desf; polyphenols; antioxidant, anti-inflammatory; Toxicity;
bioaccessibility

Résumé

Ranunculus macrophyllus Desf. est traditionnellement utilisé pour ses propriétés médicinales et culinaire. Le but
de ce travail et d’étudier sa composition chimique, ses activité biologiques et la bio accessibilité de ses composés
phénoliques. Une extraction méthanolique suivie d’un fractionnement liquide-liquide ont été utilisé pour extraire
les composés bioactifs, alors des méthodes spectrophotométriques et chromatographiques ont été utilisé pour
étudier la composition phytochimique de cette plante. Différents méthodes in vitro, in vivo et ex vivo ont été
utilisées pour évaluer I’activité antioxydants, anti-inflammatoire, stabilisation membranaire, le profile
toxicologique et la bio accessibilité des composés phénoliques. Les résultats montrent que R. macrophyllus Desf.
est trés riche en composés phénoliques, I’analyse chromatographique a révélé la présence de 12 composé
phénoliques répartie entre acides phénoliques, flavonoides et stilbénes. Les fractions testées ont montré une
excellente activité antioxydants, une capacité a protéger les globules rouges contre les attaques radicalaires et le
stress hypotoniques et thermique. Les fractions ont efficacement inhibé I’inflammation aigue chez les souris. Ces
bio activités se sont accompagnées par une toxicité aiglie/ subaigie relativement faible et une trés bonne bio
accessibilité des polyphénols. Les résultats démontrent non seulement I'innocuité de R. macrophyllus Desf. mais
aussi les effets favorables a la santé liés & la consommation réguliére de cette plante.

Mot clés: Ranunculus macrophyllus Desf; polyphénols ; antioxydants; anti-inflammatoire ; toxicité ; bio
accessibilité
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