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Résumé

L’étude pharmacologique de 1’extrait aqueux d’écorce de tige de Ximenia americana Linné (Olacaceae) a été effectuée a 1’aide
de modeles animaux. L’évaluation de I’activité analgésique, montre que 1’extrait aqueux de cette plante induit une diminution
du nombre de crampes abdominale dans le test de writhing et une inhibition de la douleur dans la seconde phase du test au
formaldéhyde. Par contre, I’extrait ne posséde aucun effet inhibiteur sur la douleur dans le test du rail-flick et dans la premiére
phase du test au formaldéhyde. Pour citer cet article : T.Y. Soro et al., C. R. Biologies 332 (2009).
© 2008 Académie des sciences. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Analgesic activity of the aqueous extract from Ximenia Americana. Pharmacological studies were conducted with the aque-
ous extract of the bark of the stem of Ximenia americana Linne (Olacaceae) on experimental animals, evaluating the analgesic
activities. In the analgesic test, the aqueous extract elicited an inhibitory intensity on the acetic acid-induced writhing response
and on the late phase of the formalin test, but possessed only a weak effect on the tail-flick response and on the early phase of the
formalin test. To cite this article: T.Y. Soro et al., C. R. Biologies 332 (2009).
© 2008 Académie des sciences. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction C’est un arbuste tres branchu des la base, épineux,

) ) ) L glabre, a rameaux gréles. Il atteint parfois 6 metres
Ximenia americana (Linné) (Olacaceae) (X.a.), ou

citron de mer, ou encore pommier de Cithere, est appelé
«Ghene’ », « N’ghani », et « Léaman », respectivement,
en Sénoufo, Malinké, et Lobi de Cote d’Ivoire [1]. geur de 2 a 4 cm [2]. Ses fleurs composent des cymes

axillaires. Les fruits sont des drupes globuleuses, char-

de haut. Ses feuilles alternes, entieres, elliptiques, sont
minces, atteignant une longueur de 4 a 10 cm et une lar-

“ Auteur correspondant. nues, lisses, jaunatres a orangées, longues de 3 cm, ils
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Plante pantropicale, originaire d’Amérique Centrale
et du Sud, Ximenia americana est répandu dans toute
I’ Afrique intertropicale. On la rencontre dans les sa-
vanes et les régions cotieres de 1’ Afrique de I’Ouest.
Elle recherche les sols argileux et les sables littoraux.

La médecine populaire africaine des zones tropicales
du Sénégal au Zimbabwe en passant par le Nigeria et
la Tanzanie réserve a cette essence végétale une place
considérable :

— Lesracines sont indiquées contre les maladies véné-
riennes, les maux de téte, le rhumatisme articulaire,
I’impuissance sexuelle, les affections intestinales,
les maux de cceur, la diarrhée, la fievre et les ma-
ladies mentales ;

— Les feuilles soignent I’angine de poitrine, les colites
et les flatulences ;

— Les rameaux des feuilles sont considérés comme
antitussifs, laxatifs et indiqués contre les maux
d’yeux et la rage de dent;

— Le fruit serait purgatif, vermifuge et antiémétique.

Nous avons entrepris 1’étude des propriétés pharma-
cologiques de I’extrait aqueux de Ximenia americana,
pour apporter une base scientifique a 1’utilisation tradi-
tionnelle de cette plante. L’ objectif de la présente étude
est de vérifier si 'utilisation de Ximenia americana
comme analgésique est justifiée.

2. Materiel et methodes
2.1. Materiel

2.1.1. Matériel végétal

Il est constitué d’une infusion aqueuse lyophilisée
d’écorces de tige de Ximenia americana (Olacaceae).
Les écorces de tige ont été récoltées a Korhogo au nord
de la Cote d’Ivoire, et identifiées par le laboratoire de
Botanique de I’'UFR Biosciences de 1’Université de Co-
cody a partir d’un herbier du Centre National de Flo-
ristique. Ces écorces sont séchées a I’ombre entre 25 et
28 °C, puis broyées pour donner une poudre a partir de
laquelle I’extrait aqueux a été réalisé.

2.1.2. Matériel animal

11 est constitué de rats et de souris qui ont été utilisés
pour I’étude de I’activité analgésique et de la toxicité
aigue.

Les rats utilisés appartiennent a 1’espece Rattus nor-
vegicus. Ils sont de souche Wistar, et pesent entre 150 et
200 g. Ils ont été élevés a 1’animalerie de I’UFR Bios-
ciences de 1'université de Cocody, ou la température

moyenne est égale a 28 £+ 3°C, avec une humidité re-
lative de 70%. La photopériode est de 12/24 heures. Les
animaux regoivent la nourriture et I’eau a volonté.

Les souris sont de I’espece Mus musculus, et de
souche Swiss. Leur poids est compris entre 20 et 30 g.
Elles sont élevées dans les mémes conditions que les
rats.

2.1.3. Produits chimiques
— La phénylbutazone SIGMA—-ALDRICH (France) ;
— Le sulfate de morphine : SANOFI-AVENTIS (Fran-
ce);
— L’acide acétique : MERCK (Allemagne) ;
— Le formaldéhyde : MERCK (Allemagne).

2.2. Méthodologie

2.2.1. Préparation de I’extrait aqueux de Ximenia
americana

L’ extrait aqueux de Ximenia americana est obtenu a
partir de 150 g de poudre d’écorces de tige que nous
faisons infuser dans 3 litres d’eau distillée chauffée a
100 °C. Ce mélange est agité pendant 24 heures par
un agitateur magnétique. Ensuite la solution est filtrée
sur du coton hydrophile et sur papier Wattman (3 mm).
Le filtrat est lyophilisé. Le lyophilisat obtenu est une
poudre brune claire de rendement 17,50%.

2.2.2. Méthodes d’étude de I’activité analgésique
L activité analgésique sera étudiée selon ses compo-
santes périphériques et centrales.

2.2.2.1. Test du writhing. La méthode utilisée est si-
milaire a celle décrite par Koster et al. [3] et modifiée
par Collier et al. [4].

Les souris sont reparties en lots de 6 souris vigiles.
Dans chaque lot il y a autant de males que de femelles.

Lextrait végétal, la morphine et la phénylbutazone
sont dilués dans une solution isotonique de Nacl a 9%o.
Ils sont injectés par voie intrapéritonéale aux souris 30
min avant ’injection de I’acide acétique a raison de
0,1 ml/10 g de poids corporel (P.C).

Un lot de 6 souris recevant du liquide physiologique
est examiné parallelement au titre de témoin.

L’acide acétique a 1,2% est ensuite injecté par voie
intrapéritonéale a raison de 0,15 ml pour 20 g de poids
corporel.

Dix minutes apres I'injection de 1’acide acétique,
le syndrome douloureux se caractérise par des mouve-
ments d’étirement des pattes postérieures et de torsions
de la musculature dorso-abdominale. Dix minutes apres
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I’injection de 1’acide acétique, ces torsions sont comp-
tabilisées pendant un laps de temps de 10 minutes.

2.2.2.2. Test du tail-flick. La méthode décrite par
d’Amour et Smith [5] et modifiée par Gray et al. [6]
est utilisée. Les rats sont repartis en lots de 6 rats vi-
giles, chaque lot contient des rats femelles. L’extrait
aqueux de Ximenia americana, et la morphine sont di-
Iués dans une solution isotonique de Nacl a 9%c. Elles
sont injectés par voie intrapéritonéale 30 minutes avant
I’irradiation de la queue a raison de 1 ml/100 g de poids
corporel. Un lot de 6 rats recevant du liquide physiolo-
gique est examiné parallelement au titre de témoin.

Le dispositif expérimental utilisé pour produire la
chaleur est le Tail-flick (7360, Ugo basile, Comerio,
Italy) qui est un appareil composé d’une ampoule émet-
tant une chaleur irradiante de 55 a 60 °C, d’un chrono-
metre qui est déclanché en méme temps que la source de
chaleur irradiante, et d’une cellule photoélectrique qui
arréte automatiquement le chronometre dés que I’ani-
mal retire sa queue.

Au début de chaque épreuve, le rat est immobilisé
dans une cage en plexiglas, la queue de 1’animal est
positionnée a sa mi-longueur sur le trajet lumineux, et
repose sur 1’orifice photoélectrique situé sur ce méme
trajet. Le comptage de la latence de retrait de la queue et
I’émission de la chaleur irradiante sont simultanément
déclenchés. L’émission de la chaleur et le chronometre
sont automatiquement arrétés des que la queue subit une
brusque déflexion pour se mettre hors du trajet lumineux
calorifique.

Pour la détermination des seuils nociceptifs, trois es-
sais sont successivement réalisés a 15 minutes d’inter-
valle, a I’intérieur de chaque essai, trois mesures sont
effectuées a une minute d’intervalle. La premiére me-
sure (9 secondes maximum) sert de mesure d’habitua-
tion. La moyenne calculée sur les deux dernieres me-
sures des trois essais sert a déterminer le seuil noci-
ceptif. La distance lampe queue et I’intensité de 1’ir-
radiation sont ajustées en vue d’obtenir le retrait de la
queue pour un temps compris entre 4 et 6 secondes lors
des tests controles effectués avant I’injection de la sub-
stance a 1’étude. Apreés I’administration du produit, le
temps maximum d’irradiation sera de 12 secondes, afin
d’éviter la brilure de la queue, ce qui rendrait les essais
ultérieurs aléatoires.

2.2.2.3. Test du formaldéhyde. La méthode utilisée
est la méme que celle décrite par Dubuisson et Dennis
[7] et modifiée par Tjolsen et al. [8].

Les rats sont repartis en lots de 6 rats vigiles. Dans
chaque lot il y a autant de méles que de femelles.

L’extrait végétal, la morphine et la phénylbutazone
sont dilués dans une solution isotonique de NaCl a
9%o. IIs sont injectés par voie intrapéritonéale aux rats
30 min avant I’injection du formaldéhyde a raison de
1 ml/100 g de poids corporel.

Un lot de 6 rats recevant du liquide physiologique est
examiné parallelement au titre de témoin.

30 minutes apres ce traitement on injecte sous le
coussinet plantaire de la patte arriere droite des rats
50 ul d’une solution de formaldéhyde a 2,5% puis les
rats sont placés en observation pendant 1 heure.

La classification de la réponse douloureuse est basée
sur I’échelle suivante :

0 : les rats marchent ou s’appuient fermement sur la
patte traitée et ne sentent aucune douleur ;
: la patte traitée est partiellement levée ;
2: la patte traitée est franchement levée et semble
douloureuse ;
3 : le rat leche, machonne ou agite la patte traitée et
semble avoir mal.

p—

Les animaux sont placés dans une enceinte qui per-
met d’observer la patte traitée, 1’effet anti nociceptif est
déterminé en deux phases. La premiere phase de 0 a
5 minutes, et la seconde de 15 a 30 minutes avec une
période intermédiaire de 10 minutes.

2.2.3. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique de 1’extrait aqueux de
X.a. a pour but d’identifier les groupes de constituants
chimiques présentant un intérét pharmacologique tels
que les stérols et les polyterpenes, les polyphénols,
les flavonoides, les alcaloides les saponosides, les sub-
stances quinoniques, et les tanins.

La recherche des stérols et des terpenes s’est faite
grice a la réaction de Liebermann.

La caractérisation des composés appartenant au
groupe des polyphénols a été faite par la réaction au
chlorure ferrique.

Les composés appartenant au groupe des flavonoides
ont été mis en évidence par la réaction a la cyanidine.

La recherche des alcaloides a été faite a 1’aide des ré-
actifs généraux de caractérisation des alcaloides. Deux
réactifs ont été utilisés a savoir le réactif de Dragendorff
(réactif a I’iodobismuthate de potassium) et le réactif de
Bouchardat (réactif iodo-ioduré).

La recherche des saponosides est basée sur la pro-
priété qu’ont les solutions aqueuses contenant des sapo-
nosides de mousser apres agitation.

Les composés quinoniques libres ou combinés ont
été mis en évidence grace a la réaction de Borntraeger.
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Les composés appartenant au groupe des tanins ont
été montrés grace a la réaction de Stiasny.

Cette étude a été réalisée pour déterminer les consti-
tuants chimiques susceptibles d’expliquer les effets de
Ximenia americana.

2.2.4. Etude de la toxicité aigue

Pour la détermination de la toxicité aigué par la voie
intrapéritonéale. Les souris sont reparties en 5 lots ho-
mogenes de 10. A partir d’une solution de 40 mg/ml,
nous avons effectué des dilutions et administré des
doses progressives de la solution de I’extrait aqueux
de Ximenia americana. Ces doses ont été administrées
en fonction du poids corporel, a raison de 0,1 ml pour
10 grammes de poids corporel de souris. Les animaux
testés ont été observés sur une période de 24 heures,
afin d’étudier leur comportement et surtout d’enregis-
trer tout déces qui serait survenu.

La dose 1étale 50% a été déterminée selon la méthode
graphique de Miller et Tainter [9] et la méthode par le
calcul de Dragsted et Lang [10].

2.3. Analyse statistique

L’ analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel
GraphPad Prism 4.0 (San Diego, Mo, Ca, USA).

La comparaison des moyennes des mesures entre lots
a été faite a I’aide du test ¢ de Student (p < 0,05).

3. Résultats
3.1. Activité analgésique

3.1.1. Test du writhing

Le Tableau 1 représente les effets de la phénylbuta-
zone, de la morphine et de I’extrait aqueux de Ximenia
americana sur le nombre de crampes abdominales in-
duites par I’acide acétique chez la souris.

Apres injection de 1’acide acétique au lot t€émoin de
souris, on enregistre 34,70 4 2,5 crampes abdominales
au bout de 10 min. En présence de la phénylbutazone
a 200 mg/kg de P.C, de la morphine a 10 mg/kg de
P.C et de I’extrait aqueux de Ximenia americana, a
100 mg/kg de P.C, le nombre de crampes abdominales
diminue dans le méme intervalle de temps. Il passe res-
pectivement a 17 +1,3; 0 et 13,5+ 1,1 ce qui corres-
pond a des pourcentages d’inhibition des contractions
de 51 +2,3%; 100% et 61,1 £ 2,1% par rapport au té-

moin.

3.1.2. Test du tail-flick
Les effets de I’extrait aqueux de Ximenia americana,
et de la morphine sur la latence de retrait de la queue

Tableau 1

Effets de la phénylbutazone, de 1la morphine et de I’extrait aqueux de
Ximenia americana sur le nombre de crampes abdominales induites
par I’acide acétique chez la souris.

Groupe Nombre de crampes Inhibition des crampes
abdominales abdominales (%)

Témoin 34,70 £2,5 -
Phénylbutazone

50 mg/kg P.C 29,50 +2,7* 14,98 £2,7

100 mg/kg PC 19 £ 2** 4524 +2

200 mg/kg PC  1741,3** 51+2,3
Morphine

5 mg/kg P.C 6,6 £ 1,4%** 80,8 £3

10 mg/kg P.C (e 100
Ximenia americana

25 mg/kg P.C 20,67 +2,7** 40,34 +£2,7

50 mg/kg P.C 16,13 £ 1,5%** 53,31£2,5

100 mg/kg PC 13,5+ 1,1%** 61,1+2,1

Les valeurs représentent la moyenne = SEM; n = 6 pour chaque
groupe. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 par rapport au
groupe témoin.

La phénylbutazone, la morphine et I’extrait aqueux de Ximenia ame-
ricana diminuent le nombre de crampes induites par 1’acide acétique.

Tableau 2

Effets de 1a morphine et de I’extrait aqueux de Ximenia americana sur
la latence de retrait de la queue du rat du trajet du faisceau lumineux
calorifique.

Groupe Latence de retrait Augmentation de la
de la queue (s) latence (%)

Témoin 5,954+0,54 -
Morphine

7,5 mg/kg P.C 8,134+0,66" 33,60+3,5

10 mg/kg P.C 12,4440,19™" 100+1,5
Ximenia americana

100 mg/kg P.C 6,12+£0,36 2,61+£0,9

Les valeurs représentent la moyenne = SEM; n = 6 pour chaque
groupe. * p < 0,05; ** p <0,01; ** p < 0,001 par rapport au
groupe témoin.

Lextrait aqueux de Ximenia americana, contrairement a la morphine,
n’a aucun effet sur la latence de retrait de la queue du rat.

du rat du faisceau lumineux calorifique, sont représentés
par le Tableau 2.

Le temps de latence du retrait de la queue des rats
témoins du faisceau lumineux est égal a 5,94 + 0,54 s.
En présence de 100 mg/kg de P.C de I’extrait aqueux
de Ximenia americana, ce temps de latence ne varie pas
de maniere significative. Par contre pour la morphine a
7,5 mg/kg de P.C, le temps de latence augmente et ce
situe 2 8,13 + 0,66 s et a 10 mg/kg de P.C, I’animal ne
retire plus sa queue du faisceau lumineux calorifique.
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Tableau 3
Effets de la morphine, de la phénylbutazone et de 1’extrait aqueux de Ximenia americana sur la douleur induite par le formaldéhyde sur la patte du
rat.

Groupe 18r¢ phase 28Mme phase
Intensité de Inhibition Intensité de Inhibition
la douleur (%) la douleur (%)
Témoin 3 - 3 -
Morphine
5 mg/kg P.C 0,75 £0,1%** 75+£3 0,75 +£0,11%%* 75+3
10 mg/kg P.C OF** 100 OF** 100
Phénylbutazone
100 mg/kg P.C 2,8+0,2 6,66+ 1 1,25 4 0,13%** 58,33 £3
200 mg/kg P.C 2,84+0,2 6,66+ 1,5 0,75 £ 0,1%** 75+2
Ximenia americana
50 mg/kg P.C 2,8+0,2 6,66+ 1,5 1 40,12%** 66,66 + 3
100 mg/kg P.C 2,8+0,2 6,66+ 1,5 0,5 £ 0, 1%%* 83,33 +4

Les valeurs représentent la moyenne + SEM ; n = 6 pour chaque groupe. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 par rapport au groupe témoin.
La phénylbutazone et I’extrait aqueux de Ximenia americana, entrainent une diminution de la douleur de la 2°™¢ phase tandis que la morphine

entraine une diminution de la douleur des deux phases.

Tableau 4
Composition chimique de I’extrait aqueux d’écorce de tige de Ximenia americana.
Stérols Polyphénols  Flavonoides Alcaloides  Saponosides  Substances Tanins
polyterpenes quinoniques Galliques  Catéchiques
Extrait aqueux ++ ++ ++ ++ - - ++

++ = Forte présence du composé.
— = Absence du composé.

3.1.3. Test du formaldéhyde

Le Tableau 3 représente les effets de la morphine,
de la phénylbutazone et de I’extrait aqueux de Ximenia
americana sur la douleur induite par le formaldéhyde
sur la patte du rat.

Apres injection du formaldéhyde au lot témoin de
rats, on enregistre une intensité douloureuse de 3 pen-
dant la 1% phase (0-5) min, et la 2°™ phase (15-30)
min de la douleur. La phénylbutazone a 200 mg/kg
de P.C et I’extrait aqueux de Ximenia americana, a
100 mg/kg de P.C, n’entrainent pas de variations si-
gnificatives de I’intensité de la douleur au cours de la
pere phase, elle est égale a 2,8 &+ 0,1. Par contre elle
diminue au cours de la 2°™° phase, elle passe respecti-
vement a 0,75 £ 0,1 et 0,5 £ 0,1. Ce qui correspond a
des pourcentages d’inhibition de la douleur de 75 2%
et 83,33 & 4% par rapport au témoin. Quant a la mor-
phine a 10 mg/kg de P.C elle entraine une inhibition
totale de la douleur au cours des deux phases.

3.2. Criblage phytochimique

Les études phytochimiques de 1’extrait aqueux de
Ximenia americana ont permis de déceler la présence

de stérols polyterpenes, de polyphénols, de flavonoides,
d’alcaloides, de saponosides, et de tanins catéchiques
Tableau 4.

3.3. Toxicité aigue

L’injection intrapéritonéale de Ximenia americana
aux doses comprises entre 100 et 400 mg/kg P.C pro-
voque des les premiers instants une agitation des souris
qui se caractérise par des déplacements fréquents. Ces
déplacements sont suivis de torsion du corps et d’un re-
lachement du train arriere. Ensuite les animaux se blot-
tissent dans un coin et convulsent périodiquement avant
de mourir allongé sur le ventre. Plus la concentration de
Ximenia americana est élevée plus la mort des souris est
rapide.

L’étude de la toxicité aigue de Ximenia americana
administré par voie intrapéritonéale a permis d’obtenir
les valeurs de DL50 de 219 et 237,5 mg/kg P.C respec-
tivement par la méthode graphique et la méthode par le
calcul. Ces deux valeurs sont assez proches. Ce qui dé-
montre la fiabilité des méthodes de détermination.

A 400 mg/kg de P.C cet extrait s’est révélé tres
toxique puisque toutes les souris traitées sont mortes.
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4. Discussion

L’extrait de Ximenia americana administré aux doses
allant de 10 a 100 mg/kg P.C inhibe les crampes abdo-
minales dues a I’injection de 1’acide acétique dans le test
du writhing. Ces résultats indiquent que Ximenia ame-
ricana a des effets analgésiques.

Ces effets analgésiques sont comparables a ceux de
la phénylbutazone. En effet, 2 100 mg/kg P.C, la phé-
nylbutazone provoque une inhibition de la douleur de
45,2 +2%. En présence de Ximenia americana le pour-
centage d’inhibition enregistré est de 61,1 & 2% pour la
méme concentration.

La morphine, un analgésique central, administré a la
dose de 10 mg/kg P.C, inhibe 1’effet de la douleur in-
duite par le rayon lumineux calorifique focalisée sur la
queue des rats, par contre 1’extrait de Ximenia ameri-
cana administré a la concentration de 100 mg/kg P.C
n’a aucun effet sur cette douleur. En conséquence 1’ex-
trait aqueux de Ximenia americana a une action analgé-
sique essentiellement périphérique. Il est en effet connu
que les stimuli thermiques sont sélectivement inhibés
par les analgésiques centraux et non par les analgésiques
périphériques [11,12].

Afin de confirmer ces résultats nous avons effectué
une étude comparée des effets de la morphine, de la phé-
nylbutazone et de I’extrait de Ximenia americana sur la
douleur induite par le formaldéhyde.

Contrairement aux analgésiques centraux comme la
morphine qui inhibent les deux phases du test au formal-
déhyde [8,13,14]. Ximenia americana a des effets inhi-
biteurs significatifs uniquement sur la deuxieéme phase
de la douleur induite par le formaldéhyde. Ximenia ame-
ricana serait un analgésique périphérique.

De ce fait, cette substance d’origine naturelle aurait
le méme mécanisme d’action que I’aspirine, la phényl-
butazone et I’indométacine qui sont doués d’activités
analgésiques périphériques.

Ces substances ainsi que Ximenia americana in-
hiberaient les phénomenes inflammatoires causés par
le formaldéhyde dans la seconde phase douloureuse
[15-18].

L’extrait aqueux de Ximenia americana contient des
flavonoides et des saponines qui sont des inhibiteurs des
prostaglandines [19] et des phénomenes inflammatoires.

Deraedt et al. [20] ayant mis en évidence des pro-
portions élevées de prostaglandines PGEy, et PGFy,
dans les exsudats péritonéales des rats apres 1’injection
d’acide acétique et Duarte et al. [22] ; Hokanson [21] et
Neto et al. [23] ayant observés dans les mémes condi-
tions, la libération de médiateurs du systeme nerveux
sympathique. Les effets de I’extrait aqueux de Xime-

nia americana pourraient étre liés a I’inhibition de la
lipo-oxygénase et/ou de la cyclo-oxygénase [24-26].
En effet ’inhibition de ces enzymes selon Griswold
et al. [27]; Mylari et al. [28]; Rioja et al. [29]; Oje-
wole [30] entraine une diminution de la douleur péri-
phérique.

5. Conclusion

L’extrait aqueux d’écorce de tige de Ximenia ame-
ricana a des propriétés analgésiques qui justifient son
usage traditionnel. Ces propriétés sont probablement
lies a la présence de flavonoides et de saponosides mis
en évidence par le tri phytochimique.

L’administration intrapéritonéale de 1’extrait aqueux
de Ximenia americana a fortes doses, est tres toxique
pour les souris, Ximenia americana devrait donc étre
utilisé avec précaution.

Des expériences ultérieures utilisant des extraits pu-
rifiés sont envisagées pour identifier précisément les
composés responsables de cette activité analgésique et
comprendre leur mécanisme d’action.
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