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RESUMEN

Es poca la informacion del estudio de polvo de “gusano de seda” en el
tratamiento de la diabetes por su accion hipoglucemiante; por tal motivo se
realizé el presente trabajo de investigacion teniendo como objetivos determinar
la dosis optima del polvo de larvas de Bombyx mori en ratas hiperglucémicas y
Comparar el efecto hipoglucemiante del polvo de larvas de Bombyx mori con
respecto a un farmaco de referencia (Glibenclamida), a través de la determinacion
de glucosa sanguinea en ratas hiperglucémicas. realizdndose las pruebas de
ensayo en el laboratorio de Farmacia y Bioquimica y el laboratorio de Sericultura
llevadas a cabo en los meses de marzo — octubre del 2017 siguiendo un modelo
experimental en 30 ratas machos siendo estas una especie de mamifero con
propésitos cientificos por la particularidad que favorece como modelo animal del
laboratorio, debido a su facil manipulacion se les indujo a diabéticas con un
producto quimico “Aloxano” preparado a una concentracién de 135 mg/Kg.
Posteriormente se tomaron muestras de sangre extraida de la cola de las ratas a
las 0, 2, 4 y 16 h luego de la administracion del polvo de larvas de gusano de
seda respectivamente. Se determiné el efecto hipoglucemiante utilizando tres
concentraciones (25, 50 y 100 mg/Kg) de polvo de larvas de gusano de seda. Se
midi6é la evolucion temporal de la glucemia tras la administracién. No obstante,
los resultados fueron favorables. El polvo de gusano de seda mostro ser
normoglucémico. Los resultados mostraron que el tratamiento con el polvo de
larvas de gusano de seda a una concentracion de 50 mg/Kg presenta una
actividad normoglucemica significativa (97.7 mg/dL) a las 16 h después de
administrada. Lo que no sucedié con los Grupos 25 y 100 mg/Kg (242 y 242.5
mg/dL respectivamente). Se concluye que el polvo de larvas de gusano de seda
tiene propiedades normoglucemiante y que su accion no tiene comportamiento
dosis-dependiente en el modelo estudiado.

Palabra clave: Glucemia, farmaco, normoglucemiante

XV






l. INTRODUCCION

Segun la Federacion Internacional de la Diabetes (FDI), indica que en todo el
mundo existen 382 millones de personas que viven con diabetes y mas de 316
millones sufren tolerancia anormal de la glucosa. Asimismo, se considera que
para el 2035, la cifra de diabéticos ascienda a 592 millones (1 de cada diez);
cabe mencionar que mas del 50% de las personas que viven con diabetes no lo
saben.! En el Pert se ha demostrado alrededor de 2 millones de personas
afectadas siendo el 90% de la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) y es la décimo
quinta causa de muerte. La prevalencia fue estimada de 5,4% en el afio 2013. La
magnitud de la misma esta4 en aumento debido al incremento de la obesidad, el
sobrepeso, el sedentarismo y los habitos inadecuados de alimentos.?

El mayor porcentaje de personas con DMT2 se ubica en Lima Metropolitana con
un 7.6%°y distribuido en la costa un 3.4%, en la selva 2.5% y en la sierra un 2%.
Las estadisticas hacen referencias a la situacion alarmante en las que se ubica
esta enfermedad considerada como una de las primeras cinco causas de muerte
a nivel mundial. Esta enfermedad, se caracteriza por la insuficiencia absoluta o
relativa de la secrecion de insulina por el pancreas y por la resistencia de la
misma en los tejidos, ocasionando un desequilibrio del metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas.> Una alternativa son los remedios a base de
plantas que se han utilizado en la practica médica durante muchos afios en
paises de Asia oriental y en aproximadamente un 80% de los tratamientos
médicos en los paises en desarrollo. En la tltima década el uso de suplementos
de plantas medicinales se ha incrementado notablemente, en especial la corteza
de la raiz del arbol de la morera (género Morus) que tiene propiedades
hipoglucemiantes. ElI gusano de seda Bombyx mori, al alimentarse
exclusivamente de las hojas de morera, también presenta esta caracteristica.

El presente trabajo de investigacion a partir de los antecedentes presentados

constituye una alternativa de tratamiento no farmacologico de una patologia. El



polvo de Bombyx mori ha sido obtenido por un proceso de liofilizacion con el cual

se garantiza la integridad de los principios activos y se corrobora el efecto de

disminucion de los niveles de glucosa en sangre. Se ha encontrado la actividad

farmacologica normoglucémica siguiendo un modelo de tipo experimental

validado atraves del cual se evidencia que la utilizacion del polvo de Bombyx

mori sobre ratas hiperglucémicas disminuye notablemente en los niveles de los

mismos, lo que se convierte en un aporte o una alternativa de tratamiento que

puede ser utilizados por personales de la salud. Médicos, farmacéuticos,

bidlogos y publico en general, de la misma manera se puede considerar como un

tema de investigacion nuevo que puede ser afrontado por los investigadores, ya

gue no se conocen efectos nocivos de esta utilizacion.

En este contexto se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar el efecto hipoglucemiante del polvo de larvas de Bombyx mori en

ratas hiperglucémicas.

Objetivos especificos

1. Determinar la dosis optima del polvo de larvas de Bombyx mori en ratas
hiperglucémicas.

2. Comparar el efecto hipoglucemiante del polvo de larvas de Bombyx mori con
respecto a un farmaco de referencia (Glibenclamida), a través de la

determinacién de glucosa sanguinea en ratas hiperglucémicas.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

La crianza del gusano de seda se remonta como una actividad milenaria de
China, donde hace mas de 5000 afios se desarroll6 y que hoy contintan siendo
los primeros productores de seda, que progresivamente avanzo hacia Europa,
toda Asia etc. y llegé con poco impacto a América Latina, al Peru, llegé a
Abancay — Apurimac hacia 1885 y duré su explotacion hasta 1930, etapa en que
se presenta una enfermedad que diezmé la poblacion sedera, pero quedd
demostrado que se podia producir con mejor ventaja comparativa que en sus
paises de origen, por las excelentes condiciones climaticas que tenemos,
actividad que fue reactivada por la nieta del italiano que trajo esta actividad
sefiora profesora Rosa Luna a la finalizacibn de su periodo laboral como
docente, actividad que condujo hasta sus ultimos dias de vida.

Todas las razas criadas hasta hoy han sido derivadas de un gusano silvestre
Bombyx mandarina perteneciente al mismo género. A pesar de que el gusano de
seda Bombyx mori posee 28 pares de cromosomas un para mas que el Bombyx
mandarina, ambas especies pueden aparearse y reproducirse.”

Estudios determinados mediante un ensayo enzimatico in vitro del extracto de
gusano de seda en ratones BALB/C el efecto de concentracion de glucosa
sanguinea 30 min. Después de la administracion fueron disminuyendo en 54.9 %
con dosis de 0.08 g/Kg y 85.1% con una dosis de 0.4 g/Kg, teniendo la
capacidad inhibidor eficiente de la actividad alfa-glucosidasa en una dosis
dependiente, de inhibir ayudando a reducir postniveles de glucemia.’

Segun estudios realizados en la actividad anti-hiperglucemiante de las hojas de
morera y larvas del gusano de seda, en base a la expresion de los Receptores
Activados por Poliferadores de Peroxisomas (PPAR-a) (PPAR-y) y Lipoproteina
Lipasa (LPL) en ratones, mediante la administracion oral de una dieta que

contenia carbohidratos (maltosa) y los diferentes extractos (Extracto de Larvas



de Gusano de Seda y Extracto de Hojas de Mora). Sin embargo, el ELGS
disminuye mas que el EHM debido que al alimentarse exclusivamente de las
hojas de morera el gusano de seda acumula en su cuerpo 2.7 veces mas los
alcaloides contenidos en las hojas.®

Segun estudios demostraron el efecto hipoglucemiante de Bombyx mori “gusano
de seda” probado en pacientes con DMT2 teniendo efectos positivos gracias a la
presencia del alcaloide 1-deoxinojirimicina (DNJ), un potente inhibidor de la a-
glucosidasa.’

Estudios de la actividad hipoglucemiante del extracto acuoso de Abuta
grandifolia a dosis100, 250 y 500 mg/Kg de peso corporal en ratas con diabetes
inducida por Aloxano. Sin embargo las dosis que usaron del extracto acuoso
tiene efecto reductor de 100 y 250 mg/Kg las 6 primeras horas, mientras tanto la
dosis de 500 mg/Kg tiene efecto reductor desde las 6 h hasta las 72 h.®

Estudios determinaron que la actividad hipoglucemiante del extracto acuoso
liofilizado de hojas de Smallanthus sonchifolius “yacon” a dosis de 19 mg/Kg y
38 mg/Kg de peso corporal, sobre la hiperglucemia inducida en ratas albinas.
Presentando actividad hipoglucemiante estadisticamente significativa a las 24
horas post tratamiento a dosis de 38 mg/Kg. Y un menor porcentaje a dosis de
19 mg/Kg.’

2.2. Marco conceptual

Aloxano: agente antineoplasico que ocasiona una diabetes permanente por
destruccidn selectiva de las células B del pancreas. Se utiliza frecuentemente
para inducir diabetes experimental en los animales de laboratorio.’

Diabetes: La diabetes es una enfermedad crénica, en la que hay un defecto en
la fabricacion de una hormona, que se llama insulina. Las células del cuerpo no
pueden utilizar los azGcares que se toman con los alimentos y éstos comienzan
a aumentar en la sangre. Ante un valor igual o superior a los 200 mg/dL (11,1
mmol/l), en cualquier momento del dia, acompafiado de los sintomas que
veremos mas adelante, el diagnéstico es claro y no ha lugar a dudas.™
Hipoglucemia: Estado agudo en el que se presentan manifestaciones
secundarias a descargas adrenérgicas (sudoracion fria, temblor, hambre,
palpitaciones y ansiedad), o neuroglucopénicas (vision borrosa, debilidad,
mareos) debido a valores subnormales de glucosa, generalmente < 60-50
mg/dL.

Pueden aparecer sintomas sugestivos de hipoglucemia cuando se reducen

estados de hiperglucemia sin llegar a descender hasta los 50 mg/dL.



Hiperglucemia: Es el nivel alto de glucosa en la sangre significa que no tiene
suficiente insulina en su cuerpo. Un nivel alto de glucosa en la sangre, que
también se llama “hiperglucemia”.

Insulina: Es una hormona fabricada por el pancreas especificamente por las
células B de los islotes de Langerhans del cuerpo humano, permite que la
glucosa de la sangre ingrese a las células para proveerlas de energia,

Pancreas: Es una glandula que esta situada debajo del estbmago y conectada
al tubo digestivo. Tiene dos funciones principales: una la de fabricar los jugos
que ayudan en la digestibn de los alimentos y la otra, producir diversas
hormonas, como la insulina, que ayuda a regular el azucar (glucosa) en la
sangre (glucemia).

En el diabético, tan s6lo esta afectada la fabricacion de insulina.

Prediabetes: Es la fase o periodo previo al diagnéstico clinico de la diabetes. En
estos momentos se considera de gran importancia médica, ya que se estan
haciendo estudios para conocer ese proceso y valorar acciones terapéuticas, en
poblaciones predispuestas o de riesgo a desarrollar la enfermedad.**

2.3. Glucemia o glucosa

La glucemia es la cantidad de azucar o niveles de glucosa en la sangre. La
concentracion de glucosa plasméatica de una persona sana esta sometida a un
riguroso control. Habitualmente oscila entre 80 y 90 mg/dL de sangre por la
mafiana antes del desayuno. Esta concentracion se eleva hasta 120 a 140
mg/dL en la primera hora después de las comidas, si bien los sistemas de
retroalimentacion devuelven la glicemia de inmediato a sus valores habituales,
casi siempre a las 2 h desde la tltima absorcion de carbohidratos.*?

2.4. Metabolismo de la Glucosa

La glucosa es un azlcar vital en el metabolismo. El control de su transporte
depende de hormonas, como la insulina, glucagén o adrenalina, y su
almacenamiento se realiza de forma compacta, en forma de glucégeno. Asi, el
glucégeno puede hidrolizarse en glucosas, y esta se puede oxidar a piruvato.

El azucar se almacena de varias formas, y estas se asimilan a la dieta. Sin
embargo, los glucidos Unicamente pueden ser absorbidos por el intestino como
monosacéridos, y nunca en forma de dimeros o polimeros.

Como resultado de la digestion de los glicidos asimilables presentes en la dieta,

se originan, fundamentalmente glucosa, fructosa y galactosa.13



2.5. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es un trastorno heterogéneo definido por la presencia de
hiperglucemia. La hiperglucemia en todos los casos se debe a una deficiencia
funcional de accion de la insulina. La accién deficiente de la insulina puede
deberse a una disminucion de su secrecién por las células beta del pancreas,
una reduccion en la respuesta de tejidos blanco a la insulina (resistencia a la
insulina), o un aumento en las hormonas contra reguladoras que se oponen a los
efectos de la insulina.*®

La insulina es una hormona proteica segregada, en el hombre y los mamiferos,
por las células beta de los islotes de Langerhans, se encarga de controlar la
captacion, utilizacién y almacenamiento de nutrientes por las células®®, su
estructura molecular estd compuesta por dos cadenas poli peptidicas: alfa con
21 aminoécidos y beta con 30 amino&cidos unidos por puentes disulfuro.*

La liberacion de insulina a la sangre para ejercer su accion endocrina se produce
principalmente como respuesta al aumento de glucosa en la circulacién. Su
concentracion en sangre es de 0.4 mg/mL. Después de comidas ricas en
carbohidratos, esta cifra puede aumentar 3 a 4 veces, la vida media de la
insulina en sangre es de 3 a 4 min. Diariamente el pancreas segrega a la sangre
1 a 2 mg de insulina.*

2.5.1. Tipos de diabetes

En 1979, el National Diabetes Data Group (NDDG) constituido por un grupo de
expertos de la Asociacion Americana de Diabetes clasifico la enfermedad en dos
grandes grupos Diabetes tipo 1 o insulino dependiente y Diabetes tipo 2 no
insulino dependiente y la diabetes gestacional. Esta clasificacion fue aceptada
por el Comité de Expertos en Diabetes de la Organizacién Mundial de la Salud.
2.5.2. Diabetes tipo 1 o insulino dependiente

Este tipo de diabetes es consecuencia de la destruccion de origen autoinmune
de las células beta pancreéticas. La agresion autoinmune comienza afios antes
de que fracase la secrecion de insulina, de tal modo que cuando se diagnostican
la diabetes mellitus, las células beta estan dafiadas de forma irreversible.®

Este tipo de diabetes afecta por lo general a individuos menores de 20 afos de
edad (diabetes de inicio juvenil). Los pacientes presentan después de unos
cuantos dias o semanas de poliurea, polidipsia y pérdida de peso, con un
aumento muy notable en las concentraciones de glucosa en suero. Los cuerpos

cetonicos también aumentan debido a la notable carencia de insulina, lo que



suele producir una acidosis grave que pone en peligro la vida (cetoacidosis
diabética) **

2.5.3. Diabetes tipo 2 no insulino dependientes

La diabetes mellitus tipo 2 es més frecuente que la de tipo 1, se presenta mas en
adultos, se vincula con aumento de la resistencia a los efectos de la insulina en
sus sitios de accioén, asi como una disminucién de la secrecion de insulina por el
pancreas, no se sabe con certeza si la lesion primaria es la liberaciébn anormal de
la insulina de la célula del islote o la resistencia a la insulina.

Algunos investigadores establecen la hipotesis de que la resistencia a la insulina
quiza sea la lesién primaria, lo cual produce en compensacion un incremento en
la secrecidn de insulina que por ultimo no puede ser sostenida por el pancreas.
Cuando el pancreas “se agota” y no cubre las demandas de insulina, se produce
diabetes clinica.

Con frecuencia (85% de los casos) se vinculan con obesidad, lo cual es otro
factor que incrementa la resistencia a la insulina. Para el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2 se emplean medidas no farmacologicas Yy
farmacologicas. Las medidas no farmacolégicas estan orientadas al manejo
nutricional y a la actividad fisica.’

2.5.4. Insulina

La insulina es una proteina formada por dos cadenas peptidicas Ay B de 21y 30
aminoacidos (aa) unidas, mediante enlaces covalentes, por dos puentes
disulfuro, y un puente intracatenario, y es segregada por las células B del islote
pancreatico.

Su importancia viene determinada por el papel determinante de esta hormona en

la homeostasis de la glucemia y su relacion con la diabetes mellitus.®
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Figura 1. Estructura quimica de la molécula de insulina®®
2.5.5. Biosintesis de lainsulina
La biosintesis de esta hormona se realiza a partir de la transcripcion-traduccién

de un gen localizado en el brazo corto del cromosoma 11 (en el hombre). El



polipéptido resultante del proceso es la preproinsulina que consta de: un péptido
sefial (24 aa), seguido por la cadena B, un péptido conector (péptido C) que
contiene 30 aa y finalmente la cadena A. El péptido sefial dirige el transporte de
la proteina naciente desde los ribosomas hasta el reticulo endoplasmatico
rugoso (RER). Durante esta transferencia, una peptidasa remueve el péptido
sefial, convirtiendo la preproinsulina en proinsulina. Esta se mueve a través de la
formacion de vesiculas desde el RER hasta el aparato de Golgi, donde sera
escindida por dos endopeptidasas, obteniendo: insulina (51 aa, hormona activa)
y péptido C.*®

Réapidamente, se forman los granulos-vesiculas de secrecién que contienen
insulina y péptido C. La insulina gracias a la presencia del zinc formara
hexameros, lo que supone un estado de almacenamiento mas maduro y estable.
Por ultimo, se da la estimulacién de la célula, que por exocitosis segrega hacia la
circulacion cantidades equimolares de ambos péptidos, asi como ciertos

residuos de proinsulina.*®
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Figura 2. Biosintesis de la molécula de insulina *®
La homeostasis de la glucosa refleja un equilibrio preciso entre la produccién
hepética de glucosa y la captacion y utilizacién periféricas de esta sustancia. La
insulina es el regulador mas importante de este equilibrio metabdlico, pero los
efectos de otras vias, como aferencias nerviosas, sefiales metabdlicas y
hormonas (el glucagon) generan un control integrado del aporte y la utilizacion
de glucosa.” En el estado de ayuno, las concentraciones bajas de insulina
incrementan la produccion de glucosa al promover la gluconeogénesis y la
glucogendlisis hepéticas. El glucagon estimula también la glucogendlisis y la
gluconeogénesis por el higado y la médula renal. Las concentraciones bajas de

insulina disminuyen la sintesis de glucégeno, reducen la captacion de glucosa en



los tejidos sensibles a insulina y promueven la movilizacion de los precursores
almacenados. En el periodo postprandial la carga de glucosa incrementa la
concentracion de insulina y disminuye la de glucagoén, lo que tiene como
consecuencia inversion de estos procesos.’” # La mayor parte de la glucosa
postprandial es utilizada por el musculo esquelético, efecto que se debe a la
captacion de glucosa estimulada por insulina.” Otros tejidos, principalmente el

cerebral, utilizan la glucosa de una manera independiente de la insulina.?®

Nivel bajo  Nivel alto
. de glucosa de glucosa E

Pam: reas

lnsulma segregada
por las células Beta
del pancreas

Glucagon segregado
por las células Alfa
del pancreas

~_
El higado descarga Las células toman
glucosa en la sangre glucosa de la sangre

Se reestablecen los niveles
normales de glucosa en sangre

Figura 3. Homeostasis de la glucosa mediante la liberacién de insulina
2.5.6. Niveles adecuados de la glucosa
Mantener los niveles de glucosa (azlcar) en la sangre dentro de los valores
adecuados puede prevenir o retrasar los problemas de salud que surgen por la
diabetes ** Los niveles que fija la Asociacién Americana de la Diabetes son:
Niveles de glucosa en la sangre recomendados por la ADA
- Antes de comer :80 a 130mg/dL
- 2 horas después de comenzar a comer: menos de 180 mg/dL
2.6. Bombyx mori L. “gusano de seda”
El gusano de seda (Bombyx mori) es un insecto del orden de los Lepidopteros. A
este orden pertenecen las llamadas vulgarmente “polillas” (de habitos nocturnos,
dentro de los cuales se encuentra el gusano de seda) y las “mariposas” (de
hébitos diurnos). Es un insecto domesticado, lo que significa que esta

completamente adaptado a la cria comercial. De hecho, no existe en estado libre



en la naturaleza por haber perdido la capacidad de volar y de sobrevivir en
condiciones ambientales extremas.

Es una especie de metamorfosis completa, lo que significa que durante su vida
atraviesa por los estados de huevo, larva o gusano, crisélida o pupa y mariposa.
Si bien todos los estados son muy importantes, se va a prestar particular
atencion al estado de larva. La cria consiste en alimentar a los gusanos, los
cuales al entrar en estado de crisalida construirdn un capullo, con un unico hilo
de seda, que es la unidad productiva.”®

2.6.1. Fisiologia digestiva del Bombyx mori L.

Segun estudios realizados en Bombyx mori “‘gusano de seda” en diferentes
estadios de desarrollo y tejidos mediante el uso de cromatografia liquida de alta
resolucion de fase inversa. El contenido de 1-Deoxinojirimicina de larvas de
gusanos de seda cambia significativamente con sus etapas de desarrollo. Las
larvas macho mostraron una mayor eficiencia de acumulacion de 1-
Deoxinojirimicina que las hembras y también y que hay una variacidon entre
cepas de gusanos de seda. %

La 1- Deoxinojirimicina esta presente en sangre, jugo digestivo y canal
alimenticio, ausente en la region de la seda. Ademas la 1-Deoxinojirimicina no se
encuentra en gusanos de seda alimentados con dieta artificial que no contiene
hojas de morera. Esto demuestra que los gusanos de seda obtienen 1-
Deoxinojirimicina de las hojas de morera; no pudiendo sintetizar la 1-
Deoxinojirimicina por si mismos.

La acumulacion y la excrecion de 1-Deoxinojirimicina cambian periédicamente
durante la etapa larval, no existe 1-Deoxinojirimicina en las larvas recién
eclosionadas. Mientras tanto en las larvas del ultimo instar se acumula mayor

cantidad en el cuerpo de estas larvas.?

mancha creciente

mancha estelar mancha ocular

remao caudal

cabeza
patas toraxicas
patas traseras patas itraseras

espiraculos

| l [
[ T - I
patas traseras torax

Figura 4. Morfologia de larva de gusano de seda del quinto instar *°
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2.6.2. Clasificacién taxonémica del Bombyx mori L.

Reino : Animalia
Division . Artrépoda
Clase . Insecta
Orden : Lepiddptera
Familia : Bombycidae
Género : Bombyx
Especie : Bombyx mori

2.6.3. Ciclo biol6égico de Bombyx mori L.

El gusano de seda es una larva u oruga de un insecto lepidoptero que tiene
metamorfosis completa, atraviesa por los estados de huevo, larva, pupa o
crisdlida y adulto o mariposa en un periodo de 50 a 55 dias. La etapa de
huevecillo tiene una duracion de siete a 10 dias, la etapa larval se divide en dos
fases: la primera es la alimentacion y el crecimiento que dura de 25 a 30 dias y
la segunda de construccion de capullo que dura de tres a cuatro dias, la etapa
de pupa (metamorfosis dentro del capullo) es de 10 a 14 dias, y la etapa adulta
que se refiere a la salida del capullo, apareamiento, puesta de huevecillo y
muerte es de tres a cinco dias.?’

Tabla 1. Duracion del ciclo biolégico

Duracién del ciclo biolégico

Dia Duracién en dias Etapas
0

[N
o

Nacimiento de larvas y comienzo del estadio 1°

10 3 Primer estadio
13 1 Suefio y primera muda de piel
14 3 Segundo estadio
17 1 Suefio y segunda muda de piel
18 4 Tercer estadio
22 1 Suefio y tercera muda de piel
23 5 Cuarto estadio
28 1 Suefio y cuarta muda de piel
29 6 Quinto estadio
35 3-4 Etapa de encapullaje

38-39 6-7 Fin de capullaje

44-45 Cosecha de los capullos

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 5. Ciclo bioldgico de Bombyx mori “gusano de seda” *’

2.6.4. Aplicaciones terapéuticas de Bombyx mori L.

Antes de llegar al intestino delgado, los almidones ingeridos por los humanos
son degradados a maltosa y maltotriosa por la enzima amilasa presente en la
saliva. Posteriormente son degradados a D-glucosa en el intestino delgado, por
la accion de la a-glucosidasa, enzima especifica para hidrolizar disacéaridos y
oligosacaridos con enlaces a (1 - 4). Esto permite la absorcion de la D-glucosa a
la sangre.”®

Actualmente se conoce que existe una clase de alcaloides diseminados en la
naturaleza, capaces de inhibir las enzimas intestinales de los mamiferos.?

Esta propiedad se debe a que su estructura es muy similar a los azlcares,
sustratos de dichas enzimas * .El poder hipoglucemiante de los iminoazicares
fue descubierto por investigadores de Bayer en el afio de 1976, diez afios
después de la sintesis de la nojirimicina en laboratorio, la cual fue la primera
molécula con capacidad de mimetizar un azutcar.*

Sin embargo, la nojirimicina no era muy estable por lo que se almacenaba en su
forma sintética reducida, la 1- deoxinojirimicina (DNJ). Posteriormente, la DNJ
fue descubierta en las raices de la planta de morera Morus sp. y se le dio el

nombre de moranolina.
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En vista de que el gusano de seda Bombyx mori se alimenta principalmente de
las hojas de morera, se realizaron estudios sobre los alcaloides presentes en
este insecto. El gusano de seda acumula 2.7 veces mas DNJ que la morera.*?

El efecto hipoglucemiante del gusano de seda como tratamiento oral, se debe a
la 1-deoxinojirimicina (DNJ), alcaloide polihidroxilado que actia como un
inhibidor de la a-glucosidasa. El gusano de seda, procesado y pulverizado,
puede ser utilizado en el control de la diabetes mellitus tipo 2, como alternativa
ante productos sintéticos, por su efectividad comprobada.**

Otra aplicacién terapéutica es la versatilidad de la fibroina como biomaterial la
hace apta para cualquier tipo de aplicacién en ingenieria tisular. Sin embargo, las
aplicaciones que estan mas maduras y cercanas a su aplicacion final lo son en el
campo de la regeneracién de hueso, cartilago y ligamentos. En este sentido, una
aplicacion muy interesante es la reconstruccién de ligamento cruzado de la
rodilla mediante la elaboracion de un cordon de fibras de seda que
posteriormente, se siembran con células mesenquimaticas de la medula 6sea
que se diferencian a tejido de ligamento, ofreciendo una resistencia mecéanica
muy superior a la de otros materiales organicos y una gran incompatibilidad.®®

La regeneracién de tejidos usando células, andamios y factores de crecimiento
apropiados es un enfoque clave en las terapias de regeneracion de tejido o de
organos. La fibroina de la seda ha demostrado que puede ser utilizada
eficazmente como un material de andamiaje en estos tratamientos. Las fibras de
seda se obtienen de diversas fuentes animales.*

2.7. Lamorera

La morera es una planta multipropdsito originaria de china. Durante mas de 5000
afos. Has sido el unico alimento del gusano de seda debido a sus excelentes
cualidades nutricionales, entre las que se destaca su alto contenido de proteina 'y
energia. Ademas es utilizada en varias regiones del mundo para la alimentacion
del ganado.

Las moraceas, familia botanica a la que pertenece las breves, los higuerones y
abraza palos son uno de los grupos mas diversos de arboles en los bosques
hamedos tropicales.

Dentro de la familia de las moraceas, hay gran cantidad de variedad
perfectamente definidas. Pero se emplea Unicamente las de la variedad blanca y

en algunos casos la negra.*
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2.7.1. Clasificacion de la morera

- Lamorera blanca: Morus alba

Comunmente se conoce como salvaje o silvestre, sus hojas son finas, ovaladas,
asperas al tacto, de color verde brillante bastante uniforme, la que se utiliza
mayormente en la alimentacién de los gusanos de seda, siendo esta especie
mayor utilizada por el contenido de 1-Deoxinojirimicina, para el tratamiento de
enfermedades como la diabetes, obesidad, colesterol e inflamaciones.

Las ramas son flexibles, muy numerosas, rugosas y algo espinosas. Tienen el
inconveniente que sus hojas son chicas y endurecen rapidamente perdiendo sus
cualidades alimentarias. Los estudios sostienen que los gusanos alimentados
con estas hojas producen 10% mas de seda.

- Lamoreravariedad Kanva Il : Morus indica

Esta variedad presenta caracteristicas de ser un pequefio arbol de rapido
crecimiento con poca fruta pero en su &area natural ha sido ampliamente cultivado
ya que las hojas son alimento para gusanos de seda. Se ha plantado en
Tanzania, pero es dudoso distinguido de Morus alba. Esta especie tiene el
mismo hébito pero es generalmente cultivado como un arbusto.

Las hojas, generalmente mas pequefias, tienen puntos largos, un borde
profundamente cortado y son mas asperos con pequefas diferencias en las
flores.

Sirve como alimentos (frutas), forraje (hojas), sombra, ornamentales,
conservacion del suelo, cerca viva, cortavientos.

Por lo general, un arbusto bien ramificado o pequefio arbol, 2-3 m.

CORTEZA: &spero gris marron.

HOJAS: ovaladas, punta larga y delgada, borde ampliamente y desigualmente
dentada, aspera arriba, alrededor de 5-12 cm de largo.

FLORES: flores masculinas y femeninas separadas, esbeltas espigas colgantes.
FRUTA: rojo oscuro, pequefio, pero hasta 2 cm, cilindrico. *

2.7.2. Clasificacion taxonémica de Morus alba *

Phylum : Fanerégamas

Subphylum  : Angiosperma

Clase : Dicotiledonea

Subclase : Apetala

Familia : Moracea

Género : Morus

Especies : Alba, Nigra, Indica, Bombycis, Ihou, Rubra, etc.
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2.7.3. Contenido de 1-deoxinojirimicina en Morus alba
1-Deoxynojirimicina (DNJ)

1-deoxinojirimicina (DNJ) es una sacarasa tipica natural, con prometedora
actividad biolégica in vivo (Inhibicién de las alfa-glucosidasas intestinales).*

La 1-deoxinojirimicina también llamada moranolina esta exclusivamente presente
en las hojas de la morera blanca. *

Algunos alcaloides contenidos en las hojas de morera son inhibidores potentes
de la a-glucosidasa digestivas de los mamiferos, pero no inhibidores de las
glucosidasas del intestino medio del gusano de seda, lo que sugiere que el
gusano de seda posee enzimas especialmente adaptadas para alimentarse de
las hojas de morera.

Inicialmente fue encontrada en las raices de morera y recientemente se encontré
que existe en gran abundancia en las larvas de los gusanos de seda.

Una vez que esta estructura fue identificada se compard su contenido y el de
otros alcaloides tanto en frutos de morera, hojas de morera y gusano de seda en
polvo. La molécula DNJ fue encontrada en la mas alta proporcién en el gusano
de seda en polvo, seguido por los frutos de morera y por Gltimo en las hojas.*
Contenido de DNJ en Materiales de Sericultura.

400 76

350
300
250
200
150 ~
100 ~

50

138

DNJ, mqg/200g de polvo

Frutos de morera Hojas de morera Gusanos de seda

Fuente natural

Figura 6. Comparacion del contenido de 1-Deoxinojirimicina en los frutos de

morera, hojas de morera y gusanos de seda *’

2.7.4.Mecanismo de accion de 1-deoxinojirimicina en “gusano de seda”
Las larvas liofilizadas en la ultima fase larval son las mas efectivas para bajar la

concentracién de glucosa en la sangre hasta niveles del 67%.
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El mecanismo de accién del gusano de seda liofilizado para el control de
diabetes funciona asi: cuando los disacéridos son digeridos por el cuerpo
humano, estos se transforman en monosacaridos dentro del intestino y la «-
glucosidasa es una de las enzimas involucradas en este proceso de
transformacion de disacaridos en monosacaridos; estos monosacaridos son los
que pueden pasar directamente a la sangre y elevar los niveles de azucar. Es
alli, en ese proceso, en donde el gusano de seda liofilizado trabaja como
inhibidor de la x-glucosidasa impidiendo que los disacaridos se transformen en
monosacéridos y pasen directamente a la sangre, controlando asi los niveles de
azucar

La molécula responsable de la accién del gusano de seda liofilizado se encontrd
que es la 1-deoxinijirimicina (DNJ) que es la que ejerce la mayor accion y efectos
en la disminucion de los niveles de glucosa en la sangre. Esta es una molécula
muy similar a la molécula de la glucosa con una caracteristica muy especial y es
que contiene nitrégeno dentro de su estructura. Inicialmente fue encontrada en
las raices de la morera y recientemente se encontré6 que existe en abundancia

en las larvas de gusanos de seda.*’

Inhibicidn

& Glucosidasa

Intestino delgado

Figura 7. Liofilizado del gusano de seda que actia como inhibidor de la o-
glucosidasa *
2.7.5. Composicion quimica de Bombyx mori L
La composicion quimica de la hoja de la morera es desde el punto de vista
cualitativo similar a aquel del cuerpo de la larva de Bombyx mori y en tal
proporcion de poder ser facilmente digerible y asimilable. Las principales
sustancias presentes son: agua, celulosa, materia colorante, sustancias

proteicas y/o nitrogenadas, sustancias resinosas, grasas y acido foélico.
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Con el progreso del estado vegetativo, sufren variaciones en cantidad y calidad
con una gradual disminucién del agua, de las sustancias proteicas, de la grasa y
un aumento de la celulosa que, sucesivamente se transforma en lignina del todo
indigerible. Sustancias proteica y/o nitrogenada son aquellas que particularmente
son utilizadas por el gusano para la nutriciébn y su consecuente desarrollo y la
formacion de la sustancia sérica.?

El agua esté presente en una proporcién que va del 80% en el primer estado
vegetativo, al 65—-70% en el periodo final de crianza. Los otros componentes, al
analizar la sustancia seca en este periodo estdn presentes las siguientes
cantidades: proteinas del 32 al 25%, grasas del 5 al 3%, celulosa del 9 al 10—
11%, otras sustancias no nitrogenadas del 45 al 52%, cenizas del 7 al 8%.%
2.7.6. Inhibidores de la a-glucosidasa

Son enzimas digestivas unidas a las membranas de las células del tracto
digestivo que digieren los hidratos de carbono procedentes de la hidrélisis del
almidon. Entre estas enzimas estan el alfa (1,6-glucosidasa, la maltasa y la
glucoamilasa) La inhibicion de la alfa-glucosidasa se utiliza para reducir los
niveles postprandiales de glucosa en sangre en los pacientes con Diabetes
Mellitus tipo 2.

Actuan compitiendo con las enzimas digestivas, situadas en el borde de las
vellosidades intestinales, que actian en el desdoblamiento de la sacarosa, la
maltosa y otros oligosacaridos en monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa).
El resultado es un retraso de la digestion de los hidratos de carbono, con
reducciéon de los picos pospandriales. También disminuyen la secrecién de
polipéptidos intestinales. Indicadas en la correccion de hiperglucemias
postprandiales, solas o con insulinas o sulfonilureas.®

2.8. Rattus norvegicus “ratas albinas”

La Rattus norvegicus, rata albina, es una especie de mamifero con propésitos
cientificos por la particularidad que le favorece como modelo animal del
laboratorio debido a sus caracteristicas desde el punto de vista anatomico,
fisioldégico y genético; Su periodo de reproduccion es de dos meses pudiendo
parir entre 5-12 crias son de habito nocturno y curioso, se alimentan de
vegetales, es omnivoro.

El promedio de sus pesos de un macho adulto es de 250-520gr. mientras que las

hembras son mas pequefias.*
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Figura 8. Rattus norvegicus “rata albina”

2.8.1. Clasificacion taxonémica de Rattus norvegicus *

Reino : Animalia

Phylum : Chordata

Clase : Mammalia

Orden : Rodentia

Sub orden : Myomorpha
Familia : Muridae

Género : Rattus

Especie : Rattus norvegicus

2.8.2. Valores normales de glucosa sanguinea en ratas

La glucosa en la sangre de ratas normales, sanas varia entre 50 a 135 mg/dL.
Como con todos los mamiferos, la glucosa en la sangre depende del tipo de
alimentos consumidos y el tiempo desde la Ultima comida. Los niveles de
glucosa aumentan cuando se consume azuUcar (incluyendo hidratos de carbono).
Azlcares se descomponen en sus componentes basicos, glucosa. Insulina de
pancreas en las ratas sanas se utiliza para romper ain mas la glucosa en
elementos utilizables.*°

e Control de glucosa en la sangre de ratas

Solo una pequefia gota es necesario para determinar la glucosa en la sangre.
Para obtener la disminucion en las ratas, obtener una muestra de sangre desde
una vena safena (pata trasera), la vena de la cola o una ufia del pie. Usar un
glucémetro para medir la glucosa en la sangre.*

2.8.3. Induccién de diabetes mellitus en ratas

La experimentacibn animal tiene una larga historia en el campo de la

investigacion de la diabetes.*
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Esto se fundamenta en que existe mucha semejanza en las manifestaciones
clinicas y metabdlicas de la diabetes experimental y la diabetes humana.**

La induccién de la diabetes experimental usando productos quimicos que
destruyen selectivamente las células B pancreaticas es muy conveniente y
simple de utilizar. Por esta razén, el Aloxano, se utiliza extensamente para
inducir diabetes experimental en animales.*

Los fendmenos consecutivos a la inyeccion del Aloxano pasan por tres fases y
se traducen en oscilaciones del perfil glicémico.

En las primeras cuatro horas inmediatas a la inyeccion, se comprueba un
aumento de la glicemia que es seguido en la segunda fase por un descenso
progresivo y prolongado de la misma. En la tercera fase se manifiestan los
signos de la diabetes: hiperglicemia, glucosuria, cetosis, los cuales se
completan, en general, después de las 48 horas de la inyeccion de Aloxano.*

El aloxano afecta directa y selectivamente las células B y sé6lo cuando se
emplean dosis excesivas o0 repetidas produce lesiones en otros 6rganos,

especialmente en el higado y en el riidn.

‘O
HN/\NH

2.9. Aloxano

O/ H \O
@)
Figura 9. Estructura quimica del Aloxano
2,4,5,6 (1H,3H)-Pyrimidinetetrone, 2,4,5,6-Tetraoxypyrimidine, 5,6-Dioxyuracil,
también conocido como Aloxano es una sustancia quimica capaz de provocar
diabetes en animales de experimentacién. Aunque desde hace afios se conoce
la actividad diabetogénica de esta sustancia el mecanismo de accién es aun
desconocido algunas evidencias indican que el efecto del Aloxano es mediado
por una interaccion a nivel de membrana en la célula beta. Otros estudios en lo
gque se ha utilizado aloxano marcada con 14C revelan que hay una alta afinidad
de esta sustancia por la membrana celular, lo que ocasiona alteraciones en su
permeabilidad, lo cual puede explicar, en parte la necrosis selectiva observada

en las células beta del islote pancreético, Sé ha postulado que el Aloxano
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produce una masiva reduccion en la liberacién de insulina por la destruccion
selectiva de las células beta de los islotes de Langerhans que han sido atribuidas
a la generacion de radicales libres toxicos que inducen ruptura del ADN.°

2.10. Glibenclamida

Es un hipoglucemiante, antidiabético oral derivado de sulfonilurea. Actda en dos
niveles, ya que estimula la secrecion de insulina por parte de las células beta de
los islotes de Langerhans en el pancreas, mediante la unién selectiva con un
receptor situado en los canales de potasio de las membranas de dichas células,
esto provoca el cierre de los canales de potasio y la apertura automatica de los
de calcio. Este aumento en la concentracion citoplasmatica de calcio es el
responsable de la liberacion de insulina. Glibenclamida potencia los efectos
tisulares de la insulina incrementando la penetracion de la glucosa en el interior
de las células. Después de su administracién oral es absorbida rapidamente (4
horas). Su duracién de accion es de 24 horas aproximadamente. El grado de
unién a proteinas plasmaticas es del 90%. Metabolizado en el higado, siendo

eliminado con las heces y via biliar (50%) y con la orina (50%).®

Hiperglucemia
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DIAB-GLIB Canales abiertos

Figura 10. Mecanismo de accion de glibenclamida
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de la zona de estudio

Las larvas de Bombyx mori L. “gusano de seda”, se criaron en el Laboratorio de
Sericultura del Area Académica de Ecologia y Recursos Naturales, Facultad de
Ciencias Biologicas y las ratas procedentes del Bioterio de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos de la Facultad de Medicina Veterinaria. La parte
experimental se desarroll6 en el Laboratorio de Farmacia y Bioquimica y en el
Laboratorio de Sericultura de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga.

3.2. Ubicacion

3.2.1. Ubicacion politica

Region : Ayacucho
Provincia : Huamanga
Distrito : Ayacucho

3.3. Poblacién y muestra

3.3.1. Muestra

- Larvas de Bombyx mori “gusano de seda” del tercer dia del quinto instar,
producto de 4 posturas de huevos de la variedad gaby.

- Ratas albinas macho de la cepa Holtzman de 3 meses de edad.

3.3.2. Criterios deinclusion

- Larvas seleccionadas de acuerdo al peso (2 g) y longitud (12 cm).

- Larvas del tercer dia del quinto estar.

3.3.3.| Criterios de exclusion

- Larvas con alteraciones morfolégicas.

- Larvas con alteraciones de color y disminuidas en longitud.

3.3.4. Variables independientes

- Concentraciones del polvo de Bombyx mori L.
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3.3.5. Variables dependientes

- Niveles de glucosa en ratas.

3.4. Instrumentos y materiales

Material biolégico

- Larvas de Bombyx mori L. “gusano de seda” del 5° estadio criadas en el
Laboratorio de Sericultura en los meses de marzo-abril del 2017.

- 30 ratas machos de 3 meses de edad cepa Holtzman con un peso promedio
(220 + 10g9)

3.5. Metodologiay disefio experimental

3.5.1. Crianzay manejo de Bombyx mori L.

- Se incubaron 4 posturas de huevos de la variedad Gaby (1200 huevos) a
temperatura entre 22-24 °C y humedad 75% hasta la eclosién de los huevos.

- Se alimenté con hojas de morera a las orugas recién nacidas, cambio de
cama, desinfeccidn, crianza y manejo de las larvas, control de muda a partir
de las larvas 1° estadio, hasta obtener las larvas 5° estadio, y se recolecto.

3.5.2. Preparacion del polvo de “gusano de seda”.

- Se conservaron las larvas a -20°C

- Se utilizé 200 g de larvas las cuales fueron liofilizadas.

- Se procedi6 a moler en un mortero hasta obtener el polvo.

- Se tamizé el polvo a traves de una malla de nylon.

- Se realizo la preparacion de las diferentes dosis del polvo de Bombyx mori L.
25 mg/Kg (dosis baja) 50 mg/Kg (dosis medio) y 100 mg/Kg (dosis alta).

3.5.3. Régimen de alimentacién de las ratas

Recibieron agua a libertad y una dieta balanceada especialmente para roedores

y alimentos dulces. Fueron aclimatadas por un periodo de 20 dias, antes del

inicio de la experimentacion bajo condiciones estandar de fotoperiodo (12 h luz/

12 h oscuridad), temperatura ambiental (24 + 2°C); previo al inicio del

experimento se procedié al ayuno durante 12 h. con libre disponibilidad de agua.

3.5.4. Hiperglicemiainducida con Aloxano en ratas

- Para la administracion de los tratamientos se dividieron en 6 grupos de 5
unidades experimentales siendo un total de 30 ratas, los cuales fueron
marcados con violeta de genciana.

- Previamente se someti6 a ayuno durante 12 h.

- A 5 grupos se les administr6 Aloxano con una concentracion de 135mg/Kg.

Después de 24 h. se determinaron los niveles de glucosa sanguinea
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- Se tomo en consideracion, animal hiperglucémicos con nivel de glucosa = 180
mg/dL.

- Se procedi6 a administrar el polvo de gusano de seda de 25, 50 y 100 mg/Kg,
glibenclamida siendo este el tiempo 0.

- Los niveles de glucosa en sangre fueron medidos a las 0, 2 ,4 y 16 h después
de la administracion oral de los tratamientos.

3.5.5. Medicion de glucosa

Fundamento

- La forma mas fécil de detectar la diabetes es medir la cantidad de azucar en
la sangre antes de que el animal coma o beba algo por la mafiana.

Procedimiento

- Se sujetd firmemente la cola para su desinfeccion con alcohol a 96°y se
pincho el extremo de la misma presionando hasta que se forme una gota que
se pudo colocar en la tira reactiva

- Se evaluaron los niveles de glucosa antes y después de cada tratamiento
administrado.

Lectura

- Para la lectura de los valores de sangre en las ratas se utilizé un glucémetro
digital TRUE METRIX y tiras reactivas TRUE METRIX del Laboratorio NIPRO

Valores referenciales de glucosa sanguinea en ratas

Hipoglucémicos:<50 mg/dL

Normal: 50-135 mg/dL

Hiperglucémicos:>180

3.5.6. Administracion de tratamiento del polvo de larvas de “gusano de

seda”

- Se administr6 via oral (2.2-2.3 ml) del polvo de larvas de gusano de seda al
grupo 4, 5y 6 a concentraciones de 25, 50 y 100 mg/Kg

- Teniendo en cuenta el siguiente disefio experimental:
Grupo 1: Testigo
Grupo 2: Aloxano 135 mg/Kg
Grupo 3: Aloxano 135 mg/Kg + Glibenclamida
Grupo 4: Aloxano 135 mg/Kg + polvo de gusano 25 mg/Kg de peso corporal
Grupo 5: Aloxano 135 mg/Kg + polvo de gusano 50 mg/Kg de peso corporal
Grupo 6: Aloxano 135 mg/Kg + polvo de gusano 100 mg/Kg de peso corporal

3.5.7. Disefio experimental

- Eltipo de disefio fue de Bloques al Azar.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Valores promedios de glucosa sanguinea en ratas luego de la induccion

y post tratamiento de hiperglucemia.

Glucemia inducida *

Tratamiento

Glucemia post-tratamiento

(Aloxano 10%) Oh 2h 4h 16h
74.3** Blanco 73.0 70.0 69.0 82.8
442.0 Aloxano 4447  448.3  429.7 593.0
401.3 Glibenclamida 322.7 2283 142.0 1913

Polvo de gusano de
326.0 382.3 178.0 166.3 242.0
seda 25 mg/Kg
Polvo de gusano de
305.7 334.3 150.3 84.7 97.7
seda 50 mg/Kg
Polvo de gusano de
532.0 5425 2325 104.0 2425

seda 100 mg/Kg

* Concentracion de glucosa sanguinea después de 24 h. de la administracién de Aloxano al 10%

(135mg/Kg)

** Grupo blanco no fue administrado con Aloxano debido que fue el control respecto a los demés

tratamientos.
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Figura 11. Valores promedio de glucosa sanguinea en ratas a las 16 h post-

tratamiento.
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Tabla 3. Nivel promedio de glucosa (mg/dL) y desviacion estandar en sangre de
ratas con induccion de diabetes por Aloxano y post- tratamiento a las 16 h.

Tratamiento Media DesvVEst. Minimo Méximo
Blanco 82.75 9.91 72 96
Aloxano 593 9.9 586 600
Glibenclamida 191.3 88 109 284
Polvo de gusano de 243 234 64 574
seda 100mg/kg
Polvo de gusano de 242 226 76 499
seda 25mg/kg
Polvo de gusano de 97.7 29.7 64 120
seda 50mg/kg
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Figura 12. Comparacion de los 3 tratamientos de polvo de gusano de seda de 25

mg/Kg, 50 mg/Kg y 100 mg/Kg vs glibenclamida a las 16h.
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V. DISCUSION

En la Tabla 2 se muestran los valores promedios de los niveles de glucosa en
ratas después de la administracion de Aloxano, asi como los demas tratamientos
medidos alas 0, 2, 4,y 16 h.

El estrés puede afectar hacia el aumento de los niveles de glucosa por medio del
incremento de la produccién de hormonas en respuesta a la liberacion de
hormonas correspondientes al estrés (cortisol, hormona de crecimiento,
epinefrina y norepinefrina)*’

En la Figura 11 se muestra la disminucién de los niveles de glucosa en sangre
de ratas tratadas con diferentes dosis de polvo de gusano de seda y comparadas
con un farmaco estandar (glibenclamida) para el tratamiento de la Diabetes
mellitus.

Se observa que la dosis de polvo de gusano de seda de 50 mg/Kg peso, no tiene
un efecto hipoglucemiante, pero si un efecto normoglucemico, es decir valores
normales de glucosa; incluso mucho mejor que el conseguido con la
administraciéon de la Glibenclamida. Ello se explica que, al alimentarse
exclusivamente de las hojas de morera, el gusano de seda acumula en su
cuerpo mas alcaloides (1-deoxinojirimicina) que disminuyen los niveles de
glucosa.

La cantidad y concentraciones de 1-DNJ contenido en el polvo del gusano de
seda, como indica®’ varia por tratamiento térmico a 150° C disminuyendo su
concentracion al 50%, sin embargo, sefiala que 1-DNJ permanece a misma
concentracion inicial al someter a 121° C. durante 15 min. E indica que el 1-DNJ
en el polvo de gusano de seda es relativamente estable a temperatura a 100° C
durante 30 min. y 121° C durante 15 min; tomando como base esta informacion
podemos manifestar que es importante el suministro de la 1-DNJ en las pruebas

experimentales con ratas para determinar el efecto hipoglucemiante.
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De acuerdo a nuestros resultados a una dosis de 50 mg/Kg de polvo de gusano
de seda que tuvo efecto normoglucemico sobre ratas hiperglucémicas, puede
estar explicado también por lo indicado® en la investigacién Quantitative
determination of 1- Deoxynojimycin in different mulberry varieties of india, que el
contenido de 1- DNJ, varia de acuerdo a las variedades de morera de su
procedencia extraido de la hoja; en nuestro caso para poder distinguir las
concentraciones tuvimos que haber extraido el 1- DNJ, pero por las limitaciones
de equipo, reactivos solo probamos concentraciones brutas del polvo del gusano
de seda; sin embargo nuestros resultados son corroborados por estos estudios
de determinacion de concentracion de 1- DNJ.

En la Tabla 3 se muestra los niveles promedio de glucosa (mg/dL) en sangre de
ratas inducidas a hiperglicemia con administracion de Aloxano, y sometidos a
diferentes tratamientos durante las primeras 16 h. mostrando una clara diferencia
en el polvo de gusano de seda de 50 mg/Kg peso y el blanco con respecto a los
demas tratamientos. A partir de esta afirmacion, se puede pensar para el Polvo
de gusano de seda es similar a un mecanismo de inhibicidn sobre la enzima a-
glucosidasa.”

En la Figura 12 muestra la comparacién de los tres tratamientos con polvo de
gusano de seda al 25 mg/Kg, 50 mg/Kg y 100 mg/Kg con el estandar
(glibenclamida) en la que se puede observar con el tratamiento de polvo de
gusano de seda 50 mg/Kg tiene mayor efecto en la disminucién de los niveles de
glucosa alas 16 h.

El grupo diabético tratado con glibenclamida experiment6 un leve descenso de la
glucosa, lo que podria explicarse por la escasez de células B pancreaticas a
causa de su destruccion producida por el aloxano; la glibenclamida promueve la
liberacion de insulina desde las células B, pero un reducido nimero de éstas
incidiria en las cantidades de insulina liberada.

En la Figura 13 se muestra la variacion de los niveles de glucosa en ratas
aloxanizadas y sometidas a los diferentes tratamientos. Las muestras de sangre
para su evaluacion de los niveles de glucosa se tomaron a las 0, 2, 4, y 16 horas,
observandose que con la dosis de 50 mg/kg de peso, se produjo la mayor
disminucion de los niveles de glucosa a partir desde las 2 h.

En la Tabla 4 del anexo el analisis estadistico realizado a los resultados, nos
arrojo el valor “p” con la cual aceptamos o rechazamos la hipétesis nula.

Como el valor p del ANVA es 0.026 y este valor es menor que 0.05 nivel de

significancia; por lo tanto, no se acepta la hipotesis nula y aceptamos la hipotesis
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alterna, en la cual dice que en al menos un grupo el promedio de hipoglucemia
es distinto con 95% de confiabilidad.

En los andlisis estadisticos de los datos se observaron diferencias significativas
de niveles de glucosa con el tratamiento de polvo de gusano de seda a una
concentracion de 50 mg/Kg luego de las dos primeras horas de la administracion
del tratamiento. En la prueba de Tukey fue esencial para reconocer como los
tratamientos se agrupan segun sus diferencias estadisticas. La diferencia méas
notoria se registrdo a las 16 h de la administracion del aloxano en donde se
observé un pico elevado de glucosa sanguinea para el grupo control sin polvo de
gusano de seda, mientras que los grupos con Polvo de gusano de seda
mantuvieron sus niveles de glucosas bajos y con mejores resultados a una
concentracion de 50 mg/Kg. El porcentaje de reduccién de niveles de glucosa no
aumenta de acuerdo a las concentraciones de polvo de gusano de seda, siendo
posible de disminuir con mejores resultados a una concentracién de 50 mg/Kg a
100 mg/Kg de polvo de gusano de seda, se puede decir que es un potente
hipoglucemiante oral con propiedades hipoglucemiantes similares a inhibidores
de la a-glucosidasa. Estos resultados se compararon con otras investigaciones
de pardametros experimentales similares. El porcentaje de la reduccion de la
glucosa mediante un ensayo enzimatico in vitro del extracto de gusano de seda
con dosis de 0.08g/kg y 0.4g/kg, teniendo la capacidad de disminuir mejor los
niveles de glucosa la segunda dosis, ya que llevados en mg equivale a 400mg/kg
de polvo de gusano de seda®

Mientras tanto en el trabajo realizado basto utilizar una dosis de 50mg/kg para
reducir los niveles de glucosa en ratas hiperglucémicas.

En una evaluacién de los efectos de dietas de extractos de larva de gusano de
seda y hojas de mora, en base a la expresion de los Receptores Activados por
Poliferadores de Peroxisomas (PPAR-a) (PPAR-y) y Lipoproteina Lipasa (LPL)
en ratones, en la cual los resultados no evidenciaron una reduccion
estadisticamente significativa para los diferentes tratamientos administrados
(control, maltosa, maltosa + Extracto de Larvas de Gusano de Seda (ELGS),
maltosa + Extracto de hojas de mora (EHM) °.

Sin embargo, se encontré que el tratamiento que contiene el extracto de larvas
de gusano de seda fue el mas efectivo en reducir los niveles de glucosa en
ayuna e insulina y en cuanto al nivel de triglicéridos se demostré una reduccién
del 13%.

33



La reduccién de la glucosa sanguinea es solo una de las propiedades
medicinales atribuidas a la morera; otros ejemplos son de reduccién de los
niveles de colesterol y lipidos; combaten las placas aterotomatosas y tienen
efecto antiflogistico, diurético, expectorante, hipotensor, antiinflamatorio y
antipirético.**

Estudios demostraron el efecto hipoglucemiante del Bombyx mori “gusano de
seda” probado en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 teniendo efectos
positivos gracias a la presencia del alcaloide 1-deoxinojirimicina (DNJ), un
potente inhibidor de las a-glucosidasa. ’

Nuestros estudios realizados en la comprobacién del efecto del polvo de gusano
de seda que contiene 1- DNJ son corroborados también por las investigaciones
demostrados por ’ quienes demostraron que la 1- DNJ de Bombyx mori tiene
efecto hipoglucemiante probados en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, vale
decir que reafirmamos que es un potente inhibidor de la a-glucosidasa.
Sugerimos para futuras investigaciones hacer las pruebas a nivel clinico y su
formulacién farmacéutica para poner a disposicion de usuarios con problemas de
diabetes.

La 1- DNJ, es un potente inhibidor de la a-glucosidasa, se concentra 2.7 veces
mas de molécula de 1-deoxinojirimicina en gusanos de seda a comparacion con
las hojas de mora. Algunos alcaloides contenidos en las hojas de morera son
inhibidores potentes de las a- glucosidasas digestivas de los mamiferos, pero no
inhibidores de las glucosidasas del intestino medio del gusano de seda, lo que
sugiere que el gusano de seda posee enzimas especialmente adaptadas para
alimentarse de las hojas de morera.*’

Estudios demuestran amplia variacién en la dosis y via de administracion del
Aloxano en la induccion de diabetes mellitus experimental a ratas, entre ellos
podemos mencionar que por via intraperitoneal con una dosis de 200 mg/Kg.*®
En el presente estudio solo se administré una dosis de 135 mg/Kg a una
concentracion del 10% via intraperitoneal siendo muy efectivo reportando una
hiperglucemia a las 24 h.

Estos cambios pueden deberse a factores como el grado de hidratacion del
Aloxano, sensibilidad, horas de ayuno y estado nutricional del animal.*®

Se asume que la accion toxica del aloxano producidas en las células beta es
iniciada por la formacion intracelular de radicales libres en esta reaccion redox.

La auto-oxidacion del acido dialurico (AH2) genera radicales superoxidos (O,) y
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peréxido de hidrogeno (H,O,) y finalmente radical hidroxilo, la reduccion del
aloxano a AH2 en la celula requiere la presencia de trioles como el tripeptido de
glutation (GSH) y otros tioles intracelulares de baja concentracion tales como el
monotiol de cisteina y ditioles.*®

Por lo tanto, la habilidad de las células para captar aloxano via el trasporte de
glucosa GLUT-2 el cual disminuye el potencial de defensa oxidativo contra el
estrés oxidativo y la formacion de radical hidroxilo explica la accion toxica

selectiva a las células beta y la accién diabetogenica del aloxan.*
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VI. CONCLUSIONES

El polvo de larvas de Bombyx mori “gusano de seda” tuvo efecto
normoglucémico, no hipoglucemiante.

A una dosis de 50 mg/Kg del polvo de “gusano de seda” tuvo efecto
normoglucémico en ratas hiperglucémicas, de acuerdo a la prueba de Tukey
se aprecia que existe una diferencia significativa del polvo de gusano de
seda de 50 mg/Kg con respecto a los demas tratamientos.

El polvo de larvas de “gusano de seda” a una dosis de 50 mg/Kg tuvo mejor
efecto normoglucémico a partir de las 2 h que el farmaco de referencia
glibenclamida en ratas hiperglucémicas.
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VIl. RECOMENDACIONES

Segquir investigando las propiedades hipoglucemiantes de las larvas de
Bombyx mori “gusano de seda” en ratas diabéticas, considerando un mayor
tiempo en los andlisis de sangre.

Estudiar los efectos de las larvas de Bombyx mori “gusano de seda” como
una medicina preventiva para pacientes con alto grado de probabilidades de
tener diabetes.

Incentivar el estudio de las propiedades medicinales de Bombyx mori
“‘gusano de seda” a fin de poder explotar todos sus beneficios y no solo

utilizarlos en el area de la sericultura.
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Anexo 1. Tablas

Tabla 4. Analisis de varianza (ANOVA)
ANOVA de un solo factor: Valores de glucosa vs. Tratamiento

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia: a=0.05

Factor Niveles Valores

Aloxano, glibenclamida, Polvo de gusano de seda
Tratamiento 6 100 mg/Kg, Polvo de gusano de seda 25 mg/Kg,

polvo de gusano de seda 50 mg/Kg, blanco

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 403921 80784 3.71* 0.026
Error 13 283339 21795
Total 18 687260

En la tabla 4 se presenta el andlisis de varianza de los resultados obtenidos, de

la misma manera, se menciona las hipétesis del trabajo:

Ho = El promedio de los valores de hipoglucemia es igual con el 95% de
confiabilidad.

Ha = En al menos un grupo, el promedio de hipoglucemia es distinto con 95%
de confiabilidad.

Como el valor de p obtenido en el ANVA fue de 0.026, y este valor es menor que

0.05, no se acepta la hipétesis nula. Por tanto se acepta la hipétesis alterna.

Tabla 5. Comparaciones en parejas de Tukey con una confianza de 95%

Tratamiento N  Media Agrupacion
Aloxano 5 593.00 A
Polvo de gusano de seda 100mg/Kg 5 243 A B
Polvo de gusano de seda 25mg/Kg 5 242 A B
Glibenclamida 5 1913 A B
Polvo de gusano de seda 50mg/Kg 5 97.7 B
Blanco 5 82.75 B
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Tabla 6. Formato de recoleccion de datos para los niveles de glucosa

< GLUCOSA POST-
VALORES DE |O
GRUPOS: e TRATAMIENTO(mg/dL)
LA GLICEMIA |
ENSAYO 9] HORAS
24H.DESPUES | D
« Oh | 2h 4h 16h
5 @
GRUPO 1 u X
o <
GRUPO 2 prd ‘£
O w
GRUPO 3 (3 <
GRUPO 4 -
9]
GRUPO 5 Z
3
GRUPO 6 <
Grupo 1: control (agua)SSF Grupo 4: Aloxano + polvo de larvas al 25mg/kg
Grupo 2: Aloxano Grupo 5: Aloxano + polvo de larvas al 50mg/kg

Grupo 3: Aloxano + glibenclamida  Grupo 6: Aloxano + polvo de larvas al 100mg/kg

< GLUCOSA POST-
VALORES DE |©
GRUPOS: <ZE TRATAMIENTO(mg/dL)
LA GLICEMIA |
ENSAYO n HORAS
24H.DESPUES a
< Oh 2h 4h 16h
—
GRUPO 1 w i
o <
GRUPO 2 z 2
O w
GRUPO 3 2 <
GRUPO 4 g
GRUPO 5 Z
=
GRUPO 6 &)
<
Grupo 1: control (agua)SSF Grupo 4: Aloxano + polvo de larvas al 25mg/kg
Grupo 2: Aloxano Grupo 5: Aloxano + polvo de larvas al 50mg/kg

Grupo 3: Aloxano + glibenclamida  Grupo 6: Aloxano + polvo de larvas al 100mg/kg
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Tabla 7. Formato de recoleccion de datos para la administracién de sustancia a

ensayar

Grupo Peso rata (Gr.) | Volumen del inoculo (mL) Observacién

Grupo Peso rata (Gr.) | Volumen del inoculo (mL) Observacion

Grupo Peso rata (Gr.) | Volumen del inoculo (mL) Observacién
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Anexo 2. Fotografias

GABY MASIVO

Fotografia 1. Larvas de Bombyx mori “gusano de seda” del 5° estadio

Fotografia 2. Larvas liofilizadas en el laboratorio de farmacia y bioquimica.
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Fotografia 3. Liofilizador

' A '

Fotografia 4. Tamizaje del polvo de gusano de seda en nylon
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Fotografia 5: Polvo de larvas de gusano de seda preparados a diferentes
concentraciones

Fotografia 6: Ratas marcadas con violeta de genciana para su reconocimiento
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Fotografia 8: Solucién estéril para la dilucion del Aloxano

53



Fotografia 9: Administracion del Aloxano diluido via intraperitoneal a las ratas

con la ayuda del Coasesor

Fotografia 10: Tratamientos a administrar a las ratas
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Fotografia 11: Medidor de glucemia TRUE METRIX

tratamientos.
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Fotografia 13: Sonda orogastrica insertada a la jeringa para la administracion de

los polvos de gusano de seda a diferentes dosis mediante via oral.

1

Fotografia 14: Valores normales de glucosa en ratas
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Anexo 3. Matriz de consistencia

TITULO: Efecto hipoglucemiante del polvo de larvas de Bombyx mori L. “gusano de seda” en ratas hiperglucémicas. Ayacucho, 2017.

AUTOR: Bach. Faraje Madeleynne Ruiz Torres

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
¢El polvo de 1. Antecedentes Alterna (Ha) Variables Muestra
larvas de Objetivo general 2. Glucemia En al menos un grupo, el independientes Larvas del 5to
‘gusano  de Determinar el efecto 3.Diabetes mellitus promedio de hipoglucemia - Polvo de larvas de estadio.
seda” tendra hipoglucemiante  de 4. Tipos de diabetes es distinto con 95% de gusano de seda
efecto polvo de larvas 5. Insulina confiabilidad. Indicadores: Tipo de
hipoglucemia Bombyx mori enratas 6. Biosintesis de insulina - Dosis de polvo de larva investigacién
nte en ratas hiperglucémicas. 7.Niveles adecuados de Nula(Ho) ) de gusano de seda. Basica- experimental
hiperglucémic Objetivos glucosa El promedio de los valores _ ™ concentracion ~ de
as? especificos: 8. Bombyx mori de hipoglucemia es igual gycosa sanguinea de Régimen de
1. Determinar la dosis 9. Fisiologia digestiva con el 95% de ratas en ayunas. investigacion.
optima del polvo de 10.Clasificacion taxonémica ~ confiabilidad. Variables dependientes  Libre
larvas de Bombyx mori 11. Aplicaciones Niveles de glucosa en
en ratas terapéuticas ratas Disefio

hiperglucémicas.

2. Comparar el efecto

hipoglucemiante del
polvo de larvas de
Bombyx mori con

respecto a un farmaco

de referencia
(Glibenclamida), a
través de la
determinacién de

glucosa sanguinea en
ratas hiperglucémicas.

12. La morera
13.Clasificacién taxonémica
14.Contenido de la 1-

15.Inhibidores

deoxinojirimicina
del alfa

glucosidasa

16.Rattus norvegicus

17.Valores

normales de
glucosa en ratas

18.Aloxano
19.Glibenclamida

Indicadores:

- Disminucion de la
concentracién de glucosa
en la sangre de ratas
hiperglucémicas.

- Tiempo de disminucion
de la concentraciébn de
glucosa en sangre de
ratas hiperglucémicas.

experimental:
Disefio por bloques
al azar

Analisis de datos
ANVAY TUKEY
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