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L'�etude phytochimique de l'extrait au dichlorom�ethane des �ecorces du tronc Vitex thyrsiflora
Baker (Verbenaceae) a permis d'isoler six compos�es identifi�es �a l'acide 20(R),24(E)-3-oxo-9b-
lanosta-7,24-di�en-26-oïque (1),a-amyrine (2), b-amyrine (3), friedeline (4), au palmitate deb-
sitost�erol (5) et au glucoside de b'-sitost�erol (6). Tous ces compos�es ont �et�e isol�es pour la
premi�ere fois de cette plante. Leurs structures ont �et�e �elucid�ees sur la base de leurs donn�ees
spectroscopiques et par comparaison avec celles de la litt�erature. Le compos�e 5 a pr�esent�e une
activit�e antiplasmodiale significative avec des CI50 de 3,09 et 8,98 mg/mL, contre les souches
multi-r�esistantes Dd2 et K1 de P. falciparum, tandis que celle des compos�es 1 et 4 �etait mod-
�er�ee. Toutes lesmol�ecules test�ees ont �et�e non cytotoxiques sur la souche de cellule �epith�eliale
de singe (LLC-MK2). Les r�esultats obtenus peuvent justifier l'utilisation traditionnelle des
�ecorces du tronc de Vitex thyrsiflora dans le traitement du paludisme.

© 2015 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
20(R),24(E)-3-Oxo-9b-lanosta-7,24-dien-26-oic acid (1), a-amyrin (2), b-amyrin (3), friedelin
a b s t r a c t

Phytochemical study of Vitex thyrsiflora (Verbenaceae), a medicinal plant commonly used in
traditional medicine to treat malaria, have allowed to isolate six compounds identified

(4), b-sitosterol palmitate (5) and a sterol glucoside (6). All these compoundswere isolated for
the first time in this plant. Their structures were determined on the basis of their physical and
spectroscopic data (IR, MS, UV, NMR) and by comparison of these datawith those reported in
the literature. Compound 5 showed significant antiplasmodial activity with IC50 of 3,09 and
8,98 mg/mL against multi-resistant strains Dd2 and K1 of P. falciparum. All these constituents
were isolated from this plant for the first time. The tested compounds were non-cytotoxic on
roun.
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the LLC-MK2 monkey kidney epithelial cells. The results obtained can justify the use of Vitex
thyrsiflora stem bark in traditional medicine for the treatment of malaria.

© 2015 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction

Le paludisme est la parasitose la plus r�epandue dans le
monde. Même si les chiffres r�ecents annoncent une dimi-
nution globale de mortalit�e de 25% dans la r�egion africaine
par rapport �a la situation de 2000, il reste l'un des facteurs de
pauvret�e tr�es important sur ce continent [1]. Environ
300e500 millions de cas cliniques et de 1,2 �a 2,8 millions de
d�ec�es dus au paludisme surviennent chaque ann�ee. Le Plas-
modium falciparum, esp�ece responsable du taux demortalit�e
et de morbidit�e dû au paludisme en Afrique sub-saharienne,
d�eveloppe des r�esistances aux traitements actuels tels les
ACT [2]. Face �a ce ph�enom�ene, la recherche de nouveaux
antipaludiques est d'un besoin urgent. L'isolement de la
quinine et de l'art�emisinine �a partir des esp�eces Cinchona
ledgeriana et Artemisia annua respectivement et de plusieurs
autres m�etabolites secondaires ayant des propri�et�es anti-
malariales valide les plantes m�edicinales comme une source
potentielle de m�edicaments [3]. Les plantes du genre Vitex
sont connuespour leurutilisationenm�edecine traditionnelle
dans le traitementdupaludisme [4]. Ce genre comprendpr�es
de 250 esp�eces constitu�ees d'arbres ou d'arbustes localis�es
dans les r�egions tropicales et subtropicales [5].

Vitex thyrsiflora Baker (Verbenaceae) est un petit arbre
glabrescent largement r�epandu au Cameroun [6]. Dans les
r�egions où ils sont trouv�es, leurs �ecorces du tronc sont
utilis�ees pour le traitement de l'orchite. Au Cameroun, plus
pr�ecis�ement dans la r�egion du Littoral, la population locale
utilise la d�ecoction des �ecorces du tronc pour traiter les
infections parasitaires, incluant le paludisme [6]. Les
�ecorces des racines sont �egalement utilis�ees dans le
traitement des douleurs de l'estomac et de la st�erilit�e [7].
Les �etudes chimiques ant�erieures men�ees sur les feuilles et
les fruits de cette plante ont conduit �a l'isolement de la 20-
hydroxyecdysone [7]. Toutefois, les recherches effectu�ees
sur d'autres esp�eces du genre Vitex ont abouti �a l'isolement
des iridoïdes [8], des lignanes [9,10], des diterp�enes [11,12],
des st�eroïdes [13], des flavonoïdes et des triterp�enoïdes
[10]. �A notre connaissance, aucune �etude phytochimique et
biologique n'a �et�e rapport�ee jusqu'�a pr�esent sur les �ecorce
du tronc de cette plante.

Dans le cadre de la recherche de nouvelles substances
antiplasmodiales �a partir des plantes m�edicinales du Came-
roun [14], nous avons port�e nos investigations sur l'�etude
phytochimique, l'activit�e antiplasmodiale in vitro des extraits
et des compos�es purifi�es �a partir de Vitex thyrsiflora Baker.
2. M�ethodologie

2.1. Partie exp�erimentale

Les points de fusion ont �et�e mesur�es sur un appareil de
point de fusion X-4-micro et ne sont pas corrig�es. Les
spectres Infrarouge (IR) ont �et�e enregistr�es sur un
spectrophotom�etre SHIMADZU FTIR-8400S. Les rotations
optiques ont �et�e obtenues avec un polarim�etre num�erique
JASCO P-1020. Les spectres de masse en impact
�electronique (I.E �a 70 eV) ont �et�e obtenus �a l'aide d'un
spectrophotom�etre de type Jeol JMX AX-500 et d'un spec-
trom�etre AX-700. Les spectres de masse �a haute r�esolution
en mode �electrospray (ESI) ont �et�e r�ealis�es sur un spec-
trom�etre Micro masse Time of flight QTOF (Daltonique
Bruker). Les spectres de RMN 1H et 13C ont �et�e enregistr�es
sur un spectrom�etre de type Bruker Avance I DRX 500,
tandis que les spectres RMN 2D ont �et�e r�ealis�es sur un
spectrom�etre de type Bruker Avance 600. Les d�eplacements
chimiques (d) sont exprim�es en partie par million (ppm)
avec le t�etram�ethylsilane (TMS) comme r�ef�erence interne.
Les constantes de couplage (J) sont exprim�ees en hertz (Hz).
Les diverses chromatographies de purification ont �et�e
r�ealis�ees en utilisant comme phase stationnaire le gel de
silice de type Merck, dont les particules ont un diam�etre
compris entre 0,063 et 0,200mm ou le gel de S�ephadex LH-
20. Les plaques pr�efabriqu�ees de silice 60 GF254 ont �et�e
utilis�ees pour la chromatographie sur couche mince et
r�ev�el�ees �a la lumi�ere UV (254 ou 365 nm), ensuite
pulv�eris�ees avec l'acide sulfurique �a 50% et chauff�ees �a
l'�etuve.
2.2. Mat�eriel v�eg�etal

Les �ecorces du tronc de V. thyrsiflora Baker (Verbena-
ceae) ont �et�e r�ecolt�ees en novembre 2009 �a Melong (r�egion
du Littoral, Cameroun). Elles ont �et�e identifi�ees par M. Nana
Victor par comparaison de l'�echantillon �a un sp�ecimen
authentique de l'Herbier national du Cameroun (N� 34861
HNC).
2.3. Extraction et isolement

Les �ecorces du tronc de V. thyrsiflora ont �et�e d�ecoup�ees,
s�ech�ees et broy�ees. La poudre obtenue (6 kg) a �et�e extraite �a
temp�erature ambiante avec un m�elange CH2Cl2/MeOH (1:1,
3 � 15 L) pendant 3 jours, pour fournir 170 g d'extrait brut
apr�es �evaporation sous pression r�eduite. Une portion de cet
extrait (160 g) a �et�e suspendue dans l'eau (1 L) et extraite de
nouveau au CH2Cl2 (3 � 1,5 L), �a l'AcOEt (3 � 1,5 L) et au n-
BuOH (3�1,5 L) pour donner respectivement 70, 20 et 80 g.
60 g de la fraction soluble au CH2CI2 ont �et�e
chromatographi�es sur colonne de gel de silice, �elu�es au
syst�eme n-hexane/AcOEt (100:0 ; 95:5 ; 90:10 ; 80:20 ;
1:1 ; 0:100) puis AcOEt-MeOH (90:10 ; 80:20 ; 0:10), par
polarit�es croissantes, pour donner 47 fractions de 600 mL.
Ces fractions ont �et�e recueillies et combin�ees sur la base de
la CCM analytique pour conduire �a cinq fractions majeures
AeE (A : 1e6 ; B : 7e10 ; C : 11e16 ; D : 17e35, E : 36e47).
La fraction A (10 g), contenant principalement les acides
gras, n'a pas �et�e �etudi�ee. La fraction B (2 g) a �et�e purifi�ee par
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chromatographie sur colonne de gel de silice (F 30 mm � L
500 mm) avec le syst�eme n-hexane/AcOEt (100:0, 99:1,
98:2, 95:5, 90:10, 85:15 et 80:20) pour donner les
compos�es 2 (30 mg) et 3 (45 mg). De même, la fraction C
(10 g) a �et�e chromatographi�ee sur colonne de gel de silice
(F 60 mm � L 400 mm) avec un m�elange n-hexane/AcOEt
(100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30 et 0:100) pour
donner les compos�es 4 (20 mg) et 5 (36 mg). La fraction D
(10 g) a �et�e �egalement s�epar�ee par chromatographie �a l'aide
d'une colonne de gel de silice (F 30 mm � L 500 mm) en
utilisant le syst�eme de solvant n-hexane/AcOEt (100:0, 95:
5, 90:10 et 0:100) comme phase mobile. Les sous-fractions
�elu�ees avec le syst�eme n-hexane/AcOEt (95: 5) (70 mg) ont
�et�e combin�ees et chromatographi�ees �a nouveau avec le
syst�eme n-hexane/ac�etone/CH2Cl2 (8.5:1:0.5) pour con-
duire au compos�e 1 (52 mg) et �a un m�elange complexe de
b-sitost�erol, campest�erol et stigmast�erol (5 g). La fraction E
(5,0 g) a pr�ecipit�e dans l'AcOEt et nous avons obtenu apr�es
filtration le compos�e 6 (100 mg).

2.4. Evaluation de l'activit�e antiplasmodiale in vitro et de la
cytotoxicit�e

Les tests de sensibilit�e aux extraits et compos�es ont �et�e
r�ealis�es sur des plaques de 96 puits selon la m�ethode
d�ecrite par Desjardins et al. [15], avec quelques modifica-
tions [14,15]. Les produits �a tester ont �et�e pr�ealablement
dissous dans 200 mL de dim�ethylsulfoxyde (DMSO) et
pr�edilu�es avec le milieu de culture pour obtenir une con-
centration finale de 1000 mg/mL (extraits bruts et fractions)
et 200 mg/mL (compos�es purs). Les essais pr�ec�edents ont
montr�e que les concentrations inf�erieures ou �egales �a 0,5%
�etaient inactives sur le Plasmodium falciparum. Toutes les
solutions stock ont �et�e st�erilis�ees par passage �a travers un
microfiltre de 0,2 mmde diam�etre avant leur conservation �a
�20 �C jusqu'�a l'utilisation. Dans lesmêmes conditions, une
solution stock de dichlorhydrate de quinine �a 2 mg/mL
(Rotexmedica, Trittau, Allemagne) a �et�e pr�epar�ee et utilis�ee
comme contrôle positif. Cependant, le milieu ajust�e �a 0,5%
v/v de DMSO a �et�e utilis�e comme contrôle n�egatif ; ainsi, le
DMSO a �et�e au contact des parasites. La parasit�emie,
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Fig. 1. Structures des com
pr�ealablement estim�ee par microscopie (appr�eciation
qualitative), a �et�e quantifi�ee au d�ebut et �a la fin du test par
la m�ethode enzymatique qui repose sur l'activit�e de la
lactate d�eshydrog�enase [14].

La cytotoxicit�e des extraits et des compos�es pures a �et�e
�evalu�ee contre la souche LLC-MK2 (ATCC) des cellules
�epith�eliales de rein de singe, en utilisant le test de
t�etrazolium [(3-(4,5-dim�ethylthiazol-2-yl))] (MTT) [16,17].

3. R�esultats et discussion

L'extrait au dichlorom�ethane des �ecorces du tronc de V.
thyrsiflora a �et�e chromatographi�e sur une colonne de gel
de silice pour donner plusieurs sous-fractions, qui ont �et�e
de nouveau purifi�ees sur colonne de chromatographie
ouverte pour conduire �a six compos�es connus (Fig. 1). Ces
derniers ont �et�e identifi�es �a l'acide 20(R),24(E)-3-oxo-9b-
lanosta-7,24-dien-26-oïque (1) [18], a-amyrine (2) [19], b-
amyrine (3) [20], fri�edeline (4) [20], palmitate de b-
sitost�erol (5) [21] et au glucoside de b-sitost�erol (6) [20],
tous rapport�es ici pour la premi�ere fois dans cette plante.
Leurs structures ont �et�e �elucid�ees sur la base de leurs
donn�ees spectroscopiques par comparaison avec celles de
la litt�erature.

Les extraits �a l'AcOEt et au CH2Cl2 ainsi que les fractions
issues de l'extrait au CH2Cl2 et quatre des compos�es isol�es
(1, 3e5) ont �et�e �evalu�ees pour leur activit�e antiplasmodiale
in vitro contre les souches multi-r�esistantes Dd2 et K1 de P.
falciparum (Tableau I). L'extrait �a l'AcOEt a pr�esent�e une
activit�e antiplasmodiale in vitro mod�er�ee (15 mg/
mL � CI50 � 50 mg/mL), tandis que l'extrait au CH2Cl2 a �et�e
actif (5 mg/mL � CI50 � 15 mg/mL) avec une CI50 ¼ 14,32 mg/
mL [22]. La fraction E a pr�esent�e une activit�e anti-
plasmodiale in vitro tr�es int�eressante (CI50 < 5 mg/mL),
suivie de la fraction D qui a �et�e active (5 mg/
mL� CI50� 15 mg/mL). Les fractions A et B ont pr�esent�e une
activit�e antiplasmodiale in vitro mod�er�ee (15 mg/
mL � CI50 � 50 mg/mL) compar�ee �a la fraction C qui a �et�e
inactive (CI50 > 50 mg/mL). De tous les compos�es test�es, seul
le palmitate de b-sitost�erol a pr�esent�e une activit�e anti-
plasmodiale tr�es significative avec les CI50 de 3,09 et
HO
3

Glu-O 6

pos�es isol�es (1e6).



Tableau I
Activit�e antiplasmodiale in vitro de l'extrait �a l'AcOEt, au dichlorom�ethane,
des fractions et de quatre compos�es (1, 3e5) isol�es de V. thyrsiflora.

Substances Activit�e antiplasmodiale Cytotoxicit�e

CI50 sur Dd2
(mg/mL)

CI50 sur K1
(mg/mL)

CC50 sur
LLC-MK2
(mg/mL)

Extrait �a l'AcOEt 16,75 ± 4,34 e e

Extrait au CH2Cl2 14,32 ± 0,59 e e

FeA 31,76 ± 1,49 e e

FeB 46,54 ± 6,67 e e

FeC 65,53 ± 6,23 e e

FeD 12,96 ± 2,41 e e

FeE 3,93 ± 0,04 e e

L'acide 20(R),24(E)-3-oxo-
9b-lanosta-7,24-dien-
26-oïque (1)

16,09 ± 2,13 45,58 ± 0,98 >100

b-amyrine (3) 67,56 ± 2.45 78,59 ± 1.85 >100
Friedeline (4) 21,34 ± 3.56 13,66 ± 1.07 >100
Palmitate de b-sitost�erol

(5)
3,09 ± 0.88 8,98 ± 2.39 >100

Quinine 0,0035 ± 0,002 0,060 ± 0,01 e

CI50 : Concentration Inhibitrice exprim�ee en mg/mL ; CC50 : concentration
cytotoxique exprim�ee en mg/mL ; Extrait AcOEt : extrait brut �a l'ac�etate
d'�ethyle ; Extrait CH2Cl2 : extrait brut au chlorure de m�ethyl�ene ; FeA,
FeB, FeC, FeD et FeE : fractions obtenues des extraits bruts.
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8,98 mg/mL. L'acide 20(R),24(E)-3-oxo-9b-lanosta-7,24-
dien-26-oïque (1) et la fri�edeline (4) ont �et�e faiblement
actifs avec des CI50 allant de 16,09 �a 21,34 mg/mL, respec-
tivement, tandis que la b-amyrine (3) s'est av�er�ee inactive
(CI50 > 50 mg/mL). Selon Bero et al. [22], l'activit�e anti-
plasmodiale in vitro d'un compos�e est consid�er�ee comme
tr�es grande lorsque sa CI50 < 1 mg/mL. Pour une 2 mg/
mL � CI50 � 11 mg/mL, le compos�e est actif. Lorsque 11 mg/
mL � CI50 � 50 mg/mL, il est consid�er�e comme faiblement
actif. Les compos�es ayant une CI50 > 50 mg/mL sont con-
sid�er�es inactifs [22]. Les r�esultats obtenus d�emontrent que
le compos�e 5 pr�esente un potentiel consid�erable et pourrait
être exploit�e comme point de d�epart pour les h�emi-syn-
th�eses des compos�es antiplasmodiaux. Re-tester cette
mol�ecule en combinaison avec d'autres principes actifs
pourrait �egalement accroître son efficacit�e. La friedeline (4)
a �et�e pr�ec�edemment isol�ee des �ecorces du tronc de Endo-
desmia calophylloides (Guttiferae) et �evalu�ee pour son
activit�e antiplasmodiale in vitro contre la souche chlor-
oquino-r�esistante W2 de P. falciparum. Elle a montr�e une
CI50 de 7,2 mM, illustrant une activit�e mod�er�ee de cette
mol�ecule [23]. N�eanmoins, les tests effectu�es ici ont plutôt
r�ev�el�e une activit�e n�egligeable sur les souches W2 et K1, ce
qui souligne une grande variabilit�e de l'effet de l'activit�e de
la friedeline en fonction des souches de parasite en
pr�esence. Le glucoside de sitost�erol (6) n'a plus fait l'objet
de test dans le pr�esent travail car il a �et�e pr�ec�edemment
�evalu�e in vitro et largement explor�e par d'autres auteurs.
Ledit compos�e (6) a d�emontr�e, en culture synchronis�ee, une
activit�e consid�erable contre la souche sensible 3D7
(CI50 ¼ 1,90 mg/mL) et une tr�es faible activit�e contre la
souche r�esistante �a la quinine Dd2 (CI50 ¼ 5,34 mg/mL)
[24] ; tandis qu'elle a �et�e report�ee inactive (CI50 > 10 mg/mL)
sur la souche W2 en culture synchronis�ee [25]. Toutes les
mol�ecules test�ees ont �et�e non cytotoxiques sur la souche de
cellules �epith�eliales de singe, même �a 75 mg/mL de
concentration. L'activit�e antiplasmodiale in vitro de cette
plante ainsi que celle des compos�es 1 et 5 sont rapport�ees
ici pour la premi�ere fois.

4. Conclusion

Les �etudes men�ees sur l'extrait au dichlorom�ethane
des �ecorces du tronc de Vitex thyrsiflora ont conduit �a
l'isolement de six compos�es (Fig. 1). Cet extrait a �et�e actif
(CI50 > 10 mg/mL) contre la souche Dd2 de P. falciparum
r�esistante �a la quinine. Quatre compos�es isol�es dudit
extrait ont �et�e �evalu�e pour leur activit�e antiplasmodiale
contre les souches multi-r�esistantes Dd2 et K1 de P. fal-
ciparum. L'acide 20(R),24(E)-3-oxo-9b-lanosta-7,24-dien-
26-oïque (1), la b-amyrine (3), et le palmitate de b-
sitost�erol (5) ont �et�e identifi�es comme les principes actifs
dudit extrait (Tableau I). Les r�esultats de l'activit�e anti-
plasmodiale in vitro de l'extrait brut et des compos�es 1, 4
et 5 pourraient ainsi justifier l'utilisation de cette plante
en m�edecine traditionnelle pour le traitement du palu-
disme et sugg�erent que ces m�etabolites soient consid�er�es
comme de potentiels candidats d'agents antipaludiques.
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