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Resumen

Pararealizar este trabajo se emplearon frutos de Morinda citrifolia L. suministrados por la granja urbana “ Santa Clara’. Se
realizo tamizaje fitoquimico y se prepard jugo a 30y al 60 % con el fruto maduro. Se desarrollaron 3 modelos
experimentales: induccién de edema plantar por carragenina, granulomainducido por algodén y edema auricular inducido por
aceite de croton. Se utiliz6 como control positivo una solucion de indometacinay como negativo agua destilada. En las 2
primeras técnicas se emplearon 3 volumenes de administracion por viaoral (10 mL/kg, 15 mL/kg, 20 mL/kg) del jugo en
estudio. El tamizaje realizado sugirio la presencia de triterpenos y/o esteroides, aminoacidos, carbohidratos reductoresy

alcal oi des; tambi én flavonoides aunque en menor cuantia. El jugo de M. citrifolia a 30 % no tuvo efectos en lainflamacion
aguda en latécnica del edema plantar inducido por carragenina pero el jugo de la plantaa 60 % mostré diferencias
significativas con €l grupo control negativo. En e modelo de granuloma inducido por algodon, el jugo de noni a 60 % revel0
un comportamiento similar alaindometacinay ladosis de 20 mL/kg tuvo efecto en lainflamacion cronica. Latécnica del
edema auricular inducido por aceite de croton administrado por viatépica no arroj6 resultados favorables al jugo de M.
citrifolia al 60 %. Se comprobo €l efecto antiinflamatorio del jugo dela M. citrifolia al 60 % en la administracion por viaora
gue pudiera estar relacionado con su composicion quimica.

Palabras clave: Morinda citrifolia L., noni, efecto antiinflamatorio, evaluacion preclinica.

En diferentes partes del mundo existen datos sobre €l uso de plantas con fines medicinales. Se conoce que las especies
oriundas de la Polinesia son unas de las més utilizadas.! Dentro de este arsenal fitoterapéutico, se destacala Morinda
citrifolia L.,2 planta que se haincluido dentro de las 5 especies medicinal es més usadas como medicina complementaria,
junto a Aloe vera, Allium sativum, Panax ginseng y Cymbopogon citratus.3

LaM. citrifolia fue llevada a Hawaii por los polinesios! y conocida como Indian Mulberry, noni, nono, mengkudu, nhau,

nonu y gran morinda.3 Es unarubiacea,# y es un arbol pequefio, siempre verde, con hojas elipticas, flores tubulares blancas y
frutos ovoideos amarillos, semejantes a una granada. El fruto puede medir 12 centimetros o mas, y tiene su superficie dividida
en secciones poligonales. Tiene olor y sabor amargos, caracteristicos y desagradables al madurar.3 La poblacion indigena
tradicionalmente ha utilizado con fines medicinales laraiz, flores, hojasy frutos de la planta, pero es e fruto el que con méas
frecuencia se empleay recomienda.®

L as propiedades curativas atribuidas ala M. citrifolia son innumerables, su uso se hainformado en el tratamiento de la

diabetes, hipertension arterial, cancer de diferentes localizaciones, y muchas otras enfermedades.®’ Seha planteado que actla
sinérgicamente con otros suplementos nutritivos y/o medicamentos y que funciona Gptimamente en conjuncion con los
antioxidantes (Wang MY, Nowicki D, Sanderson G, Su C, Jensen J. Protective effects of Morinda citrifolia on plasma
superoxides (SAR) and lipid peroxides (LPO) in current smokers. The Proceeding of X1 th Biennial Meeting of the Society
for Free Radical Research International, 2002 July 16-20. Rene Descartes University. Paris, France).
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Algunas de las propiedades atribuidas ala M. citrifolia han sido estudiadas experimental mente,&9 sobre todo |as propiedades
anticancerigenas,19 pero en general, como muchos otros medicamentos alternativos y complementarios, esta virtualmente sin
validar.3 A pesar de ello, desde el afio 1996, € jugo de M. citrifolia se comercializa internacional mente con fines medicinales
y forma parte de los mecanismos comerciales de diferentes compafiias con ventas crecientes de sus productos.11

El objetivo del presente trabgjo fue evaluar la actividad antiinflamatoria del jugo de M. citrifolia L. anivel preclinico.
Métodos

El estudio serealizé en la Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX) del Instituto Superior de Ciencias Médicas de Villa
Clara“Dr. Serafin Ruiz de Zérate” desde septiembre de 2003 hasta mayo de 2004, previa aprobacion por el Comité Cientifico
y laUnidad de Garantia de Calidad de dicha entidad.

La planta fue recolectada en la granja urbana“ Santa Clara’ y a partir del fruto se prepar6 e jugo a 30y a 60 % en €l
Laboratorio de Bioguimica del Vicerrectorado de Investigaciones del mencionado Instituto. El proceso se realizo utilizando
30 6 60 g del fruto maduro gque se tritura en mortero, se afiade agua destilada hasta completar 100 mL, sefiltrapor gasay la
solucién obtenida se conserva en frasco de cristal ambar. Este proceso se realiz6 en todas las ocasiones 1 h antes de la
gjecucion del trabajo experimental. Una muestra de la planta fue depositada en el Herbario de la Empresa Floray Fauna
(nimero de voucher 3049) y laidentificacion fue realizada por un especialista de dicha empresa.

Se realiz6 tamizaje fitoquimico a fruto verde y maduro para determinar 1os metabolitos presentes.
Para determinar la actividad antiinflamatoria se realizaron las siguientes técnicas:
Edema plantar inducido por carragenina

Se emplearon ratones Balb/C de peso comprendido entre 21-25 g provenientes del Centro Nacional de Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB), con su correspondiente certificado de calidad.

Latécnicafue desarrollada usando €l jugo de M. citrifolia a 2 concentraciones (30 y 60 %). En cada una de las experiencias
se utilizaron 5 grupos de 6 animales cada uno. El grupo 1 recibié indometacina, control positivo, (20 mL/kg que se
corresponde con 7 mg/kg de peso); los grupos 2, 3y 4, jugo de M. citrifolia al 30 o0 a 60 % (10, 15y 20 mL/kg de peso
respectivamente), el grupo 5 recibio agua destilada (20 mL/kg como control negativo) . En todos los casos la administracion
fue por viaoral através de canulas intragastricas. Se midi6 con un pie de rey el grosor de la pata posterior derecha del animal
antes de la administracion de las sustancias. Luego se inyectd 0,1 mL de una solucion acuosa de carrageninaa 2 % en la
aponeurosis de la pata medida en cada animal. Transcurridas 1, 2, 3y 5 h de administrada la carragenina, se midio el grosor
de la patainflamada en cada uno de los gruposy se valorg si existian diferencias entre las mediciones realizadas. Los
resultados obtenidos en los grupos que recibieron jugo de M. citrifolia, se compararon con los obtenidos en los grupos
controlesy se realizaron comparaciones entre las distintas dosis empleadas para establecer diferencias entre ellas.

Granulomainducido por algodén

Se utilizaron 5 grupos de 6 animales cada uno, ratas Wistar machos provenientes del Centro Nacional de Produccién de
Animales de Laboratorio (CENPALAB), recibidas con el correspondiente certificado de salud y seleccionadas al azar para
formar los diferentes grupos.

Los animales fueron pesados y distribuidos en cajas independientes. Después de anestesiados con éter, se les realizo una
incision de 2 cm en laregion interescapular de cada animal, se decol6 lapiel y se introdujo un pellet de algodon estéril y
pesado con anterioridad (peso promedio 16 + 2 mg), a cadalado de la herida (Molina V. Evaluacion de un compuesto en un
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modelo experimental de inflamacién: granulomainducido por discos de algodon. En: Libro Memorias || Taller sobre
Inflamacién. La Habana. Soc. Cub. Farmacologia. Escuela L atinoamericana de Medicina 2001:23-24). Estos discos de
algododn fueron implantados subcutaneamente y de manera bilateral en laregién decolada, luego se suturé laheriday se
realizo prevencion de la sepsis posguirargica mediante la aplicacién topica de penicilina procainica.

Al diasiguiente serealizo la aplicacion oral de 20 mL/kg de agua destilada (control negativo) al grupo 1, jugo de M. citrifolia
al 60 % alosgrupos 2, 3y 4 adosisde 10, 15y 20 mL/kg de peso respectivamente, y al grupo 5, 10 mL/kg de solucién de
indometacina (control positivo, calculado a dosis de 5 mg/kg). Esta aplicacién se hizo através de canulaintragéastrica
diariamente durante 7 dias, y a octavo dia se sacrificaron los animales teniendo en cuenta las Buenas Practicas de
Laboratorio. Serealizo exéresis de los granulomas formados, |os que fueron colocados en placas Petri para ser pesados en
balanza analiticay determinar su peso himedo (este valor indicala accion de la sustancia a nivel del edema en lainflamacion
y se calcula como peso del granuloma menos el peso de la placa Petri), posteriormente se secaron en horno durante2 hy
fueron nuevamente pesados para determinar su peso seco (relacionado con la cantidad de tejido conectivo presentey se
determina como peso del granuloma desecado menos el peso de la placa Petri).

Con los datos recol ectados se calcularon los valores de contenido acuoso (peso himedo menos peso seco) y contenido
fibrogranul oso (peso seco menos peso del pellet de algoddn), que fueron analizados estadisticamente entre si y en
comparacion con los de los grupos control positivo y negativo. Se determind el porcentgje de inhibicion de lainflamacion.

Edema auricular inducido por aceite de croton

Se utilizaron 2 grupos de 6 animales cada uno, ratones Balb/C machos, de 18-22 g de peso corporal. Los ratones fueron
recibidos con € certificado de calidad sanitariay genéticay seleccionados a azar paraformar la muestra. El grupo | fue el
grupo de estudio y € grupo Il fue el control.

En la oreja derecha del animal se aplico unasolucion irritante de aceite de croton a 5 % (Croton tiglium L.) en acetona. Se
empled una micropipeta automética en un volumen de 10 pL. A los ratones del grupo de estudio se les administro 50 pL del
jugo de M. citrifolia al 60 % por viatopicainmediatamente después del agente irritante. Transcurridos 30 min de la
aplicacion, se sacrificaron los animales y se cortaron con un sacabocado discos de tejido de las orgjas, |os cuales fueron
pesados. Con |os pesos obtenidos de las orgjas tratadas y sin tratar de cada animal se calcul6 € porcentaje de inflamacion.

La solucion de indometacina utilizadas en las 2 primeras técni cas experimentales como control positivo se prepard mediante
disolucién de unatableta (25 mg), previamente triturada, en cantidad suficiente de solucion de bicarbonato de sodio a 4 %
paralograr las concentraciones requeridas por las dosis que se planted utilizar en cada una de ellas. El estudio serealizo
cumpliendo con las Buenas Précticas de Laboratorio y demés legislaciones vigentes.12.13

Resultados

Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a fruto verde y maduro se presentan en latabla 1. Luego de aplicar
diferentes ensayos se precisd que en la composicion fitoquimica de la planta estaban presentes, fundamental mente, triterpenos
y/o esteroides, aminoacidos, carbohidratos reductores, alcaloidesy flavonoides, en menor cuantia.

Tabla 1. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a M. citrifolia

Extracto Reactivo Metabolito Resultado

v) (m)

Extracto etéreo [Ensayo de Dragendorff |Alcaloides I - I
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[Ensayo de principios amargos

||Principios amargos I

[Ensayo de Baljet |[Cumarinas I =+ IF |
[Ensayo de Sudan Il ||Acidos grasos I - IF |
[Ensayo de Liebermann-Burchard |[Triterpenos y/o esteroides || +++ |+ |
[Ensayo de Shinoda |[Flavonoides I o I+ |
Extracto alcohdlico |Ensayo de resinas |IResinas I - B |
[Ensayo de espuma |\Saponinas I ++ D |
[Ensayo de Liebermann-Burchard |[Triterpenos y/o esteroides || 4+ |+ |
[Ensayo de nihidrina |lAminoacidos libres I 4+ |F++ |
[Ensayo de Dragendorff |Alcaloides I + |Fr++ |
[Ensayo de Baljet \Cumarinas I - IF |
[Ensayo de Kedde |Glicésidos cardiotonicos || - IF |
[Ensayo de Fehling ||Carbonhidratos reductores || ++ |+ |
[Ensayo de cloruro férrico ||Fenoles y/o taninos I ++ |+ |
[Ensayo de Bomtrager ||Quinonas I - I |
[Ensayo de Shinoda |[Flavonoides I - I |
[Ensayo de antocianidinas ||/Antocianidinas I - I |
Extracto acuoso [Ensayo de espuma |\Saponinas I ++ |+ |
[Ensayo de Fehling ||Carbonhidratos reductores || +++ |++ |
[Ensayo de Shinoda |[Flavonoides I - I |
[Ensayo de cloruro férrico |[Fenoles y/o taninos I ++ |-+ |
[Ensayo de Dragendorff ||Alcaloides I F++ |Fr++ |
[Ensayo de mucilagos |Mucilagos I - I |
|

(++): positivo, (-): negativo, D: dudoso, +++: muy evidente, v: fruto verde, m: fruto maduro.

L os resultados obtenidos en la técnica del edema plantar por carrageninay jugo de M. citrifolia a 30 % no arrojaron
diferencias significativas (p > 0,05) en relacion al grupo control negativo. Sin embargo, a realizar nuevamente latécnica

utilizando jugo de noni al 60 % se encontraron diferencias significativas entre |os grupos que emplearon €l jugo de laplantay
el que empled agua destilada, y no se comprobaron con respecto al que uso indometacina (tabla 2). Larelacion entre las dosis

del jugo administradasy € efecto farmacol 6gico no mostré unarelacion lineal.

Tabla2. Grosor de la pata antes y después de la administracion de carragenina tras la aplicacion oral del jugo de M.
citrifolia al 60 %

Grupos Grosor antes || Grosor después (cm) |
em T imn [ en L sh__ ] 5h |

agua destilada 0,312 £ 0,014 0,414 £ 0,017 0,408 £ 0,019 0,401 £ 0,015 0,381 = 0,006

(20 mL/kg)

M. citrifolia 0,312 + 0,007 0,403 £ 0,020 0,378 £ 0,017* 0,334 £ 0,017*** 0,319 £ 0,008***

(10 mL/kg)

M. citrifolia 0,311 £0,013 0,408 £ 0,013 0,382 = 0,020* 0,351 £ 0,023*** 0,328 £ 0,012***

(15 mL/kg)

M. citrifolia 0,312 £ 0,013 0,418 = 0,025 0,377 £ 0,013** 0,336 £ 0,012*** 0,320 £ 0,015***

(20 mL/kg)

Indometacina 0,307 £ 0,021 0,416 + 0,021 0,361 + 0,015*** 0,329 + 0,022*** 0,315 + 0,016***

(20 mL/kg)
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Vaoresmedios+ SEM (n=6), * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p <0,001 vs. control, test Mann-Whitney.

En latécnica de los granulomas inducidos por algodén aparecieron diferencias de significacion con el control negativo
fundamentalmente en e grupo de 20 mL/kg de jugo de la planta, que mostré un comportamiento similar a dela
indometacina. Los valores de |os porcentgjes de inhibicion de lainflamacidn que se lograron en esta técnica se muestran en la
figura. Se observa que resultaron muy similares entre el control positivo (indometacina) y el jugo de M. citrifalia,
especificamente en e caso del uso de 20 mL/kg, lo que confirmalo planteado arriba.
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Fig. Efecto antiinflamatorio del jugo de M. citrifolia a 60 % en granuloma subcuténeo por algodon.

En latécnica de edema auricular, se encontrd que los pesos de |as orejas tratadas fueron mayores que los de las no tratadas, 1o
gue se debe |6gicamente a la administracion del aceite de croton. El peso de las orgjas tratadas en el grupo que utilizé jugo de
la planta en estudio, fue menor que el peso de las orgjas tratadas en el grupo control (agua destilada), como se apreciaen la
tabla 3. El calculo del porcentaje de inflamacion arrojé menor valor cuando se utilizé la M. citrifolia.

Tabla 3. Comportamiento del peso de las oregjas por grupo experimental trasla aplicacion dérmica del jugo de M. citrifolia

al 60 %
\Grupos [l Peso oreja tratada (T) (mg) I Peso oreja sin tratar (ST) (mg)
Agua destilada 8,57 +0,78 6,48 £ 0,84
M. citrifolia [l 7,57 +1,73 I 6,87 + 0,58

Vaores medios = SEM (n=6), p> 0,05 vs. control, test Mann-Withney.
Discusion

Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a fruto verde y maduro coincide con lo planteado en laliteratura

revisada > 1*1° Es importante el reconocimiento de los metabolitos esenciales para intentar establecer posibles

correspondencias entre sustancias y acciones farmacol 6gicas de la planta. En el caso especifico de la accion antiinflamatoria,
pudiera rel acionarse con la presencia de flavonoides, esteroides y triterpenos.16:17 Aungue se ha planteado que resulta mejor
lautilizacién del fruto maduro, no se encontraron diferencias marcadas entre el fruto verde y el maduro en cuanto alos
resultados del tamizaje realizado.

En latécnicadel edema plantar por carragenina utilizando jugo de M. citrifolia a 30 % no se puso de manifiesto efecto
antiinflamatorio agudo del jugo de la planta en cuestion, lo que no se correspondi6 con los informes de su uso tradicional. Al
utilizar el jugo de noni a 60 %, los resultados si concordaron con los datos ethomédicos sobre el efecto antiinflamatorio de la
M. citrifolia.18 (Su C, Wang MY, Nowicki D, Jensen J, Anderson G. Selective COX-2 inhibition of Morinda citrifolia (Noni)
in vitro. The proceedings of the eicosanoids and other bioactive lipidsin cancer, inflammation and related disease. The 7th
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Annual Conference, 2001 Oct 14-17. Loews Vanderbilt Plaza, Nashville, Tennessee, USA).

La presencia de flavonoides, triterpenosy esteroides encontrados en el tamizaje fitoquimico realizado pudieran explicar esta
accion y justificar e empleo de laplantaen e tratamiento agudo de afecciones con componente inflamatorio.19

L os valores obtenidos en la técnica de granulomas inducidos por algodédn indican que el jugo de Morinda citrifolia a 60 %
empleado arazdn de 20 mL/kg presento efecto antiinflamatorio siendo capaz de inhibir la extension del proceso tanto en la
fase aguda como en la cronica. Resultados similares han sido encontrados por otros autores al emplear este modelo
experimental en el estudio de otras plantas medicinales. No se comprob6 un comportamiento lineal entre las dosis
administradas y |a respuesta farmacol 6gica obtenida pero resulto significativala disminucion del porcentaje de inhibicidn ala

dosis de 15 mL/kg. No obstante, se puso de manifiesto la actividad antiinflamatoria que se atribuye tradicionalmente al jugo

de la planta en numerosas informaci omes. ?°

En latécnicadel edema auricular, |os resultados sugieren un posible efecto antiinflamatorio del jugo de la planta, no obstante
no se constataron diferencias significativas (p > 0,05) desde € punto de vista estadistico que permitan afirmarlo.

No se descarta que €l jugo de la planta en concentraciones superiores presente valores estadisticamente significativos en
relacién a grupo control. En laliteratura revisada se hace referencia a efecto antiinflamatorio de la M. citrifolia por via
oral,18:20 (Su C, Wang MY, Nowicki D, Jensen J, Anderson G. Selective COX-2 inhibition of Morinda citrifolia (Noni) in
vitro. The proceedings of the eicosanoids and other bioactive lipids in cancer, inflammation and related disease. The 7th
Annual Conference, 2001 Oct 14-17. Loews Vanderbilt Plaza, Nashville, Tennessee, USA), pero no se menciona su uso por
viatopica con este objetivo.

Finalmente se puede concluir que anivel preclinico el jugo de M. citrifolia al 60 %, administrado por via oral, mostro efecto
antiinflamatorio agudo en el rango de dosis evaluadas y efecto antiinflamatorio cronico comparable alaaccion de la
indometacinaaladosis de 20 mL/kg. Larelacién observada entre las dosis administradas y |os efectos observados no fue
lineal. No se encontré efecto antiinflamatorio del jugo evaluado a ser aplicado por viatopica.

Summary
Preclinical evaluation of the antiinflammatory effect of Morinda citrifolia L. juice

The fruits of Morinda citrifolia L. supplied by “ Santa Clara” urban farm were used to do thiswork. A phytochemical
screening was carried out and juice 30 and 60 % was prepared with the ripe fruit. 3 experimental models were devel oped;
induction of plantar edemainduced by carrageen, granuloma induced by cotton and auricular edemainduced by croton oil.
An indometacine solution was used as positive control and distilled water as negative control. In the first 2 techniques, 3
volumes of oral administration of the juice under study were used (10 mL/kg, 15 mL/kg, 20 mL/kg). The screening suggested
the presence of tripertenes and/or steroids, aminoacids, reducing carbohydrates, alkaloids, and aso flavonoids, though in a
smaller number. The M. citrifolia juice 30 % had no effects on the acute inflammation in the technique of the plantar edema
induced by carrageen, but the juice of the plant 60 % showed significant differences compared with the negative control
group. In the model of granulomainduced by cotton, the noni juice 60 % revealed a behavior similar to that of indometacine
and the dose of 20 mL/Kg had an effect on chronic inflammation. The technique of auricular edema induced by topically
administered croton oil had no favorable effectsin relation to M. citrifolia juice 60 %. It was proved that the antiinflammatory
effect of M. citrifolia 60 % in the oral administration may be connected with tis chemical composition.

Key words: Morinda citrifolia L., noni. antiinflammatory effect, preclinical evaluation.
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