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RESUMEN

Los &cidos grasos de cadena larga, entre los que destacan los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI), pueden generar cambios sobre la ingesta y la secrecion de factores de saciedad como
la colecistoquinina (CCK), lo que podria ayudar con el control del sobrepeso y obesidad. La
biodiversidad peruana ofrece aceites vegetales ricos en AGPI, como el de sacha inchi
(Plukenetia volubilis). El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto del consumo
del aceite de sacha inchi, rico en &cido alfa-linolénico, sobre la conducta alimentaria en ratas
Holtzman, y también realizar una prueba indiciaria de su posible efecto sobre la
concentracion de CCK plasmaética. Para evaluar el comportamiento, se utilizaron 30 ratas
macho distribuidas en tres tratamientos: agua, aceite de coco y aceite de sacha inchi. Luego
del acostumbramiento, se monitored el consumo de alimento durante seis dias. Los datos se
analizaron bajo un disefio de bloques completamente al azar mediante la prueba no
paramétrica de Friedman y la prueba DMS de Fisher. En la prueba indiciaria para la medicion
de CCK se utilizaron 34 animales distribuidos en cuatro grupos de tratamiento: agua, aceite
de coco, acido a-linolénico y aceite de sacha inchi. Los animales recibieron el tratamiento
asignado y fueron sacrificados para la extraccion de sangre y posterior deteccion de CCK
plasmaética. Se determind que el aceite de sacha inchi afect6 el consumo de alimento durante
los primeros 30 minutos posteriores a la suplementacion, siendo este significativamente
menor (p<0.05) que el control volumétrico. El aceite de sacha inchi también afectd el
consumo diario total de alimento, disminuyéndolo significativamente (p<0.01) comparado
con el control volumétrico y el isocal6rico, mientras hubo indicios de incremento
concomitante de la concentracién de CCK. Se concluye que el aceite de sacha inchi

disminuye la ingesta alimentaria, aparentemente por un mecanismo mediado por la CCK.

Palabras clave: Saciedad, acidos grasos poliinsaturados, sacha inchi, colecistoquinina



ABSTRACT

Long-chain fatty acids, among which polyunsaturated fatty acids (PUFAS) stand out, can
generate changes in the intake and secretion of satiety factors such as cholecystokinin
(CCK), which could help with the control of overweight and obesity. Peruvian biodiversity
offers vegetable oils rich in PUFA, such as sacha inchi oil (Plukenetia volubilis). The present
work aims to evaluate the effect of the consumption of sacha inchi oil, rich in alpha-linolenic
acid, on feeding behavior in Holtzman rats, and to carry out a preliminary test of its possible
effect on plasma CCK concentration. To evaluate the behavior, 30 male rats distributed in
three treatments were used: water, coconut oil and sacha inchi oil. After acclimatization,
food consumption was monitored for six days. Data were analyzed under a randomized
complete block design using Friedman's nonparametric test and Fisher's LSD test. In the
preliminary test for the measurement of CCK, 34 animals distributed in four treatment
groups were used: water, coconut oil, a-linolenic acid and sacha inchi oil. The animals
received the assigned treatment and were sacrificed for blood extraction and subsequent
detection of plasma CCK. It was determined that sacha inchi oil affected food consumption
during the first 30 minutes after supplementation, this being significantly lower (p <0.05)
than the volumetric control. Sacha inchi oil also affected the total daily food intake,
significantly reducing it (p <0.01) compared to the volumetric and isocaloric controls, while
there were indications of a concomitant increase in CCK concentration. It is concluded that

sacha inchi oil reduces food intake, apparently by a mechanism mediated by CCK.

Keywords: Satiety, polyunsaturated fatty acids, sacha inchi, cholecystokinin



l. INTRODUCCION

El sobrepeso es un problema que afecta a la poblacion mundial y el Perd no es ajeno a esta
enfermedad. Los datos nacionales de la Encuesta Demografica y de Salud Familiar
(ENDEYS), realizada por el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI) en el 2020,
revelan que el 37.8% de los peruanos mayores de 15 afios tienen sobrepeso. Dicho porcentaje
tan elevado estaria asociado a la mejora del nivel econdmico promedio en la zona urbana
que a su vez conlleva cambios en el estilo de vida, reflejados en un incremento del consumo
de alimentos altamente caldricos y en la disminucion de la practica de actividad fisica
(Aquino-Vivanco et al. 2013).

La ingesta de alimentos activa una cascada de sefiales neuroendocrinas encargada de dirigir
el transporte de los alimentos, la secrecion de diversas enzimas digestivas y la absorcién de
nutrientes a nivel del intestino delgado. Algunas investigaciones se han enfocado en el
estudio de posibles biomarcadores usados como herramientas para evaluar la capacidad que
tienen los diferentes alimentos para generar la sensacién de llenura (De Graaf et al. 2004).
De acuerdo con lo descrito por Dockray (2012), existen diversos mediadores humorales del
apetito, los cuales acttan a diferente nivel del tracto digestivo y en diferentes momentos del
proceso digestivo; uno de ellos es la colecistoquinina (CCK). Este péptido hormonal es
secretado por las células I del duodeno e inhibe la ingesta de alimento a corto plazo (de 15
minutos a tres horas después). La CCK actua sobre tejidos secretorios digestivos para
coordinar la actividad gastrointestinal y también sobre los tejidos nerviosos asociados al
sistema digestivo para controlar el volumen de alimento ingerido. La secrecion de CCK es
estimulada por diferentes nutrientes, entre los cuales se destacan los acidos grasos de mas de

12 carbonos, especialmente si son poliinsaturados (Moran y Kinzig 2004).

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) tienen dos 0 mas enlaces dobles en su cadena de
carbono, son necesarios para construir membranas celulares y la vaina de mielina, asi como
para la coagulacion sanguinea adecuada, el movimiento muscular y el proceso inflamatorio.
Estos acidos grasos se pueden dividir en dos grupos principales: los acidos grasos omega-3
gue tienen como representante al acido alfa-linolénico y los acidos grasos omega-6 que



incluyen al &cido linoleico, los cuales son derivados principalmente de plantas y aceites
vegetales (Rodriguez-Cruz et al. 2005).

La biodiversidad peruana exhibe diversas fuentes nativas de aceites vegetales ricos en AGPI,
como lo es el aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis). Esta planta es miembro de la
familia Euphorbiaceae y es nativa de las selvas tropicales de América del Sur (Gonzales y
Gonzales 2014). Las semillas de sacha inchi contienen 41-54 por ciento de aceite, que se
caracteriza principalmente por altos niveles de AGPI, especialmente acido a-linolénico y
acido linoleico, que representan aproximadamente el 50 y el 35 por ciento de la grasa total,
respectivamente. Este porcentaje varia de acuerdo con el lugar de procedencia de la semilla,
especialmente de la altura a la cual fue cultivada (Cisneros et al. 2014). El aceite de sacha
inchi es utilizado para aplicaciones alimenticias, medicinales y cosméticas, se encuentra
disponible en el mercado donde es valorado por sus propiedades beneficiosas para la salud,

su aromay su sabor (Garmendia et al. 2011).

Existen diversas dietas utilizadas por las personas cuando intentan lograr la pérdida de peso;
sin embargo, muchas veces no se tiene éxito por la falta de adherencia al nuevo plan
nutricional debido a que se incrementa la sensacion de hambre. Los alimentos con potencial
de inducir saciedad pueden ser beneficiosos para incrementar el éxito de las dietas
caléricamente restrictivas gracias a su capacidad de prolongar la sensacion de llenura
(Chambers et al. 2015). Aunque los lipidos en la dieta pueden llevar a un consumo excesivo
pasivo, existe una naciente linea de investigacion que sugiere que algunos de ellos pueden

provocar respuestas de saciedad significativas (Green et al. 2000).

En los ultimos afios se ha encontrado evidencia de interaccion entre los &cidos grasos
presentes en la dieta y la regulacion del hambre (Little y Feinle-Bisset 2010), especialmente
con la estimulacién de la saciedad ante el consumo de AGPI. En base a los antecedentes
sefialados, se planteé como objetivo principal determinar el efecto del consumo del aceite
de sacha inchi, rico en &cido alfa-linolénico, sobre la conducta alimentaria en ratas
Holtzman, y también realizar una prueba indiciaria de su posible efecto sobre la

concentracion de CCK plasmaética posprandial.



Il.  REVISION DE LITERATURA
21 CONDUCTA ALIMENTARIA

La conducta o comportamiento alimentario puede definirse como el patron de respuestas del
ser vivo ante los alimentos que involucra factores bioldgicos (hambre y saciedad),
psicolégicos y ambientales (Chavez-Rosales et al. 2012). Dicho patron implica acciones
desde la disposicion a acercase al alimento hasta la periodicidad de consumo y eleccion de

nutrientes de acuerdo con el estado fisioldgico del ser vivo.

La conducta de la rata de laboratorio frente al alimento es sensible a la variacion de diversos
elementos del ambiente, entre los que destacan las horas disponibles de luz, la manipulacién,
el frio, la inmovilizacion corporal, el ejercicio fisico y la restriccion del alimento; sin
embargo, este animal puede adaptarse a cambios en dichos elementos (Nowland et al. 2011).
Las ratas son animales nocturnos por lo que consumen un mayor nimero de comidas durante
la noche, este comportamiento puede ser facilmente modificado al acostumbrarlos a tener

disponible el alimento solo durante el dia 0 en un horario fijo (Rowland 2007).

La restriccion de alimento durante periodos menores de 24 horas parece no generar cambios
significativos en los marcadores de estrés (por ejemplo, corticosterona) y otras moléculas
relacionadas con el hambre como la grelina o la colecistoquinina (Moesgaard et al. 2004;
Dafalla et al. 2019). Por altimo, un factor relevante al momento de estudiar la conducta
alimentaria es el sexo de animal. Las hembras presentan un ciclo estral de 4 dias el cual
afecta el eje hipotalamo-pituitaria-génada al incrementar los niveles de estradiol y
progesterona, hormonas asociadas a una disminucion en la ingesta de alimentos (Rowland
2007).

2.2  SACIEDAD

Mientras que el hambre es la motivacion que nos induce a ingerir alimentos, la saciedad
puede definirse como la percepcion o sensacion de plenitud y llenura confortable que perdura
hasta el inicio de una sefial de hambre generalmente determinada por la hipoglucemia. Los
sistemas fisioldgicos que participan en el control del hambre y la saciedad incluyen parte de
la fisiologia periférica (el vaciado gastrico y los péptidos gastrointestinales) y el



metabolismo (la homeostasis de la glucosa y la adiposidad), los cuales estan vinculados
simultaneamente a diversos procesos cerebrales comandados por el hipotalamo (Hellstrom
2013).

2.2.1 Vaciado gastrico

La regulacién de la distencion y el vaciado gastrico es el primer mecanismo fisiolégico que
regula la saciedad. La llegada de lo ingerido al estbmago genera reflejos al nivel del nervio
vago eferente que permite el aumento del volumen del estomago para almacenar el alimento
durante la digestion gastrica e iniciar una sefializacion nerviosa hacia los segmentos distales
del tracto digestivo para la secrecion de hormonas gastrointestinales y la generacion de la
sensacion de saciedad (Rodriguez-Varon y Zuleta 2010). Asimismo, se inicia un ciclo de
contracciones peristalticas para la trituracion del alimento y la formacién del quimo, el cual
es transportado en pequefias porciones hace el duodeno a través del piloro; el tiempo que
demore el vaciado gastrico dependera del volumen, la composicion quimicay la cantidad de

agua presente en el alimento consumido (Purdon y Bass 1973).
2.2.2 Regulacién hormonal de la saciedad

La regulacion hormonal esta basada en la accion de las hormonas peptidicas o neuropéptidos
gastrointestinales, los cuales son liberados después de la ingesta por células especializadas.
Las sefiales del sistema de regulacion neuroendocrina estan agrupadas de diversas formas,
entre estas destaca la clasificacion en dos grandes grupos: las sefiales moleculares con
efectos orexigénicos, promotoras y activadoras de las vias anabdlicas, y las sefiales con
efectos anorexigénicos, iniciadoras de la saciedad y activadoras de las vias catabolicas
(Gonzalez-Hita et al. 2006). Algunos de los principales péptidos con funciones reguladoras
son la colecistoquinina (CCK), el péptido YY (PYY), el péptido similar al glucagon (GLP-
1), la oxitomodulina, la amilina, la obestatina y la grelina (N&aslund y Hellstrém 2013).

23  COLECISTOQUININA (CCK)

La CCK es un péptido anorexigénico que es liberado posteriormente al consumo de
alimentos, es sintetizado en las células | del intestino delgado superior y puede existir en
formas moleculares diferentes (CCK-58, CCK-37, CCK-33, CCK-22 y CCK-8), todas ellas
estan presentes en el torrente sanguineo (Rehfeld et al. 2007). La CCK también es secretada

en regiones del sistema nervioso central (SNC) involucradas con la homeostasis calorica y



en otros grupos celulares extraintestinales (Woods 2004; Rehfeld 2017). Su estructura
genética es altamente conservada en ratones, ratas y humanos (Moran y Kinzig 2004).

La secrecion de CCK es activada principalmente por la presencia de aminoécidos aromaticos
y acidos grasos (AG) libres de cadena de mas de 12 carbonos (Moran y Kinzig 2004). Los
AG se unen areceptores de AG (GPR40 y GPR120) de lamembrana de las células | y activan
una cascada de sefializacion mediada por una proteina G que permite la liberacion de la CCK

hacia la circulacion portal o las inervaciones proximas del vago aferente.

Existen dos receptores para la colecistoquinina. El receptor CCK31, también llamado receptor
CCKa, esta presente en los tejidos periféricos como la vesicula biliar, el pancreas, el intestino
delgado y el nervio vago; esta asociado a las acciones directamente ligadas con la regulacién
de la ingesta como la contraccion de la vesicula biliar para la secrecion de la bilis, la
produccion y secrecion de enzimas pancreéticas, la inhibicién del vaciado géastrico y la
excitacion de las fibras vagales con la finalidad de transducir la sefial y conducirla a hacia el
SNC (Cvijanovic et al. 2015).

Por otro lado, el receptor CCK> se encuentra principalmente en regiones del SNC como el
tronco cerebral y centros cerebrales superiores; esta involucrado en diversos mecanismos de
neurotransmision. Con respecto a la ingesta, el CCK; esta relacionado a funciones
neuroldgicas ligadas a la homeostasis energética como la secrecion de insulina, glucagon,
polipéptido pancreatico (PPY) somatostatina e histamina. Sin embargo, este receptor
también posee funciones neuronales asociadas a la regulacion de la ansiedad, la secrecién
de dopamina y acido y-aminobutirico (GABA) (Naslund y Helstrdm 2013; Pathak e Irwin
2018).

La funcidn fisiologica de la CCK en la digestion es regular a corto plazo la ingesta de
alimentos, reduciendo el consumo de alimento dentro de los primeros 30 minutos, lo cual se
ha asociado también al incremento de la CCK plasmatica en el mismo periodo de tiempo
(Gibbs et al. 1973). Sin embargo, se ha reportado que el perfil plasmatico de CCK puede
variar conforme se van digiriendo los alimentos, existiendo estudios que reportan un primer
pico a los 20 minutos y un segundo pico entre los 90 y 120 minutos posteriores (Rehfeld
2017).



2.3.1 Reguladores de la secrecién de CCK

La secrecion de CCK es estimulada por la presencia intraluminal de acidos grasos y, en
menor grado, de amino&cidos aroméaticos como la fenilalanina y la tirosina. La intensidad de
este estimulo esta asociada a la longitud y la saturacion de los acidos grasos, siendo mayor
ante la presencia de aquellos con mas de 12 carbonos (Moran y Kinzig 2004; Little y Feinle-
Bisset 2010).

Matzinger et al. (2000) evaluaron la importancia de la longitud de la cadena carbonada sobre
el consumo de alimentos y la secrecién de CCK en humanos, encontrando que el oleato de
sodio (18 carbonos) indujo una reduccion significativa de la ingesta junto con la elevacion
de la CCK posprandial en comparacion con el caprilato de sodio (8 carbonos).
Posteriormente, se descubrié que la secrecion de CCK ante la presencia de acidos grasos de
cadena larga no solo se debe a la unién de estos con el receptor GRP40, sino que también
pueden unirse al receptor GRP120 (Tanaka et al. 2008) el cual es un receptor de &cidos

grasos omega-3 (Talukdar et al. 2010).

Otros autores han estudiado la relacion entre el grado de saturacién de los acidos grasos y la
secrecion de CCK. Estudios previos han mostrado que la infusion intestinal de acido
linoleico (C18:2) redujo significativamente el consumo de alimento en comparacion con el
acido oleico (18:1) en ratas (Lewis y Williams 1990) y en humanos (French et al. 2000).
Polley et al. (2019) encontraron que una dieta abundante en AGPI suprimi6 el hambre
posprandial, disminuyd los niveles de grelina y aument6 los de CCK; mientras que la dieta
alta en acidos grasos monoinsaturados no generé ningin cambio en el apetito o los

marcadores evaluados.

En los ultimos afios se ha encontrado evidencia de que la CCK también podria ser regulada
por compuestos fenolicos, especificamente flavonoides (Al Shukor et al. 2016).

24  ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS (AGPI)
2.4.1 Aspectos generales

Los AGPI son lipidos simples cuya cadena de hidrocarburo constituyente posee dos 0 mas
dobles enlaces cis carbono-carbono, estan clasificados en dos grupos: omega-3 (o-3) y
omega-6 (w-6); de ellos el &cido linoleico (LA) y el acido a-linolénico (ALA),

respectivamente, son considerados acidos grasos esenciales, dado que no pueden ser



sintetizados de novo en el ser humano (Lorente-Cebrian et al. 2013). Debido a ello existe
una ingesta minima recomendada. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sugiere
consumir entre 6 y 11% de la energia diaria en forma de AGPI, de los cuales el LA debe
abarcar entre el 2.5 y 9% mientras que el ALA debe constituir como minimo el 0.5% (rango

recomendado para omega-3: 0.5-2% energia diaria) (OMS 2008).

Las fuentes principales de -3 son los aceites vegetales, como el de linaza; los productos
marinos, como el pescado, y los vegetales de hojas verdes, como la espinaca. Por otro lado,
los m-6 son abundantes en aceites como el de maiz, girasol y soya. El consumo balanceado
de estos acidos grasos es importante para evitar problemas relacionados al retardo del
crecimiento, dermatitis e infertilidad, entre otros. La dieta occidental no suele incluir
suficientes alimentos ricos en ®-3, llegando a generar relaciones ®-6/w-3 de 15-20:1,

habiéndose recomendado que sea de 5:1 (Bardales Arévalo 2016).
2.4.2 Omega 3 (m-3)

Los &cidos grasos »-3 reciben ese nombre porque su primer doble enlace se encuentra entre
el tercer y cuarto atomo de carbono contando desde el extremo de la cola (Figura 1). Los tres
acidos grasos w-3 involucrados relevantes en nutricion humana son el acido a-linolénico
(ALA), que se encuentra en los aceites vegetales, y los acidos eicosapentaenoico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA), ambos presentes principalmente en aceite de pescado
(Simopoulos 1999).

Los omega 3, asi como otros &cidos grasos, proveen de energia y atomos de carbono
necesarios para el metabolismo; sin embargo, son importantes también como componentes
estructurales de membrana en tejidos neuronales y en la retina. Ademas, son reconocidos
por su potencial antiinflamatorio y han sido asociados con la disminucién en la incidencia
de enfermedades cardiovasculares debido a que ayudan a disminuir los niveles de
triglicéridos en la sangre, y por tener efectos antihipertensivos, antiarritmicos y

antitrombdticos (Salgado et al. 2019).
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ALA: Acido g-linolénico C18:3

CHg\—/\—/\—/\_/\—/\/\CDOH

EPA: Acido eicosapentaenoico C20:5

CH;\\—/\\—/\\—/\\—,/\\—/\\i/’\\/OOOH

DHA: Acido docosahexaenoico C22:6

Figura 1: Estructura de los principales &cidos grasos omega-3. Fuente: Modificado de
Kashiwagi y Huang (2012)

2.4.3 Omega 3y saciedad

El hipotadlamo es el principal centro cerebral encargado de regular la ingesta de alimentos.
Se ha encontrado evidencia de que el consumo de &cidos grasos ®-3 disminuye el
comportamiento de recompensa generado posteriormente al consumo de alimentos
densamente energéticos en ratas, lo cual podria estar ligado a modulacién de la respuesta

dopaminérgica mesolimbica generada en el hipotdlamo (Maher y Clegg 2019).

Existen estudios en humanos de peso normal y con sobrepeso. Parra et al. (2008) evaluaron
una dieta alta en ®-3 comparada con una baja en estos acidos grasos y su efecto sobre la
sensacion de saciedad posprandial de sujetos con un indice de masa corporal (IMC)
promedio de 28.3 kg/m?; encontrando que la sensacion de hambre era significativamente
menor hasta dos horas después del consumo del alimento en los sujetos con la dieta alta en
omega 3. Asi también, Payahoo et al. (2017) realizaron una intervencién en sujetos con
obesidad mediante la suplementacion con ®-3 encontrando que habia una disminucion
significativa de la sensacion de hambre, pero sin cambios significativos en el IMC luego de
cuatro semanas. En general, las revisiones generadas hasta ahora reportan que, a pesar de
existir este efecto sobre la saciedad a corto plazo, no se observa uno significativo sobre la
disminucion de peso y su mantenimiento a largo plazo (Harden et al. 2014; Maher y Clegg
2019).



Por otro lado, investigadores han buscado explicar este efecto de los acidos grasos m-3 sobre
la saciedad. Algunos estudios clinicos han relacionado esta disminucion de la sensacion de
hambre con un aumento de la CCK o la supresion de la grelina sérica (Harden et al. 2012,
Polley et al. 2019).

2.5 FLAVONOIDES

Los flavonoides son el grupo mas abundante de polifenoles en el reino vegetal, se
caracterizan por ser compuestos formados por dos anillos fenilos ligados por un anillo pirano
heterociclico, son sintetizados por las plantas como parte de su metabolismo secundario
(Quifiones et al. 2012). Existen diversos flavonoides entre estos se puede mencionar a los

subgrupos de las flavonas, los flavonoles, flavanones, catequinas, antocianinas, entre otros.
2.5.1 Aspectos generales

Los flavonoides tienen diferentes funciones en las plantas, muchos de ellos son pigmentos
florales, otros estan involucrados con la proteccion ante los rayos ultravioletas y la
resistencia a climas extremos e inclusive algunos funcionan como componentes de defensa
ante plagas y microorganismos. Por otro lado, se ha estudiado el uso de algunos de estos
compuestos fitoquimicos con fines nutracéuticos, medicinales y cosméticos. Aungue gran
parte de la investigacion se ha enfocado en el estudio de extractos vegetales o aceites
esenciales, actualmente se viene desarrollando investigacion in silico de moléculas
individuales para enfermedades especificas como el alzhéimer, la ateroesclerosis y diversos
tipos de cancer (Panche et al. 2016).

En los Gltimos afios, el estudio de los flavonoides se ha extendido, incluyendo algunos sobre
su potencial uso para evitar o controlar la obesidad, ya sea mediante la reduccién de la
ingesta, la regulacién de la absorcion de otros nutrientes, la induccién de la termogénesis o

hasta la regulacion de la microbiota (Song et al. 2019).
2.5.2 Flavonoides y saciedad

Algunos estudios sugieren que los alimentos ricos en flavonoides tienen efecto sobre la
ingesta dado que inducen saciedad. Panda y Shinde (2017) encontraron que el consumo de
un extracto de hojas de espinaca rico en flavonoides antes de la comida redujo el consumo
de alimento en ratas; asi también observé un alza en los niveles séricos de CCK 60 minutos

después del tratamiento. In vitro, Al Shukor et al. (2016) demostraron que la quercetina, el



kaempferol y apigenina estimulan la secrecion de CCK en cultivos de células STC-1 (modelo
celular para el estudio de células 1), siendo la quercetina aquella que estimuld una mayor

actividad.
2.6 SACHA INCHI
2.6.1 Caracteristicas generales

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) es miembro de la familia Euphorbiaceae y también
recibe el nombre de “sacha uchi”, “mani sacha”, “mani de montafia”, “mani del inca”, entre
otros. Es una planta nativa del bosque tropical lluvioso de la region amazdnica de América
del Sur; en nuestro pais, se cultiva principalmente en los departamentos de San Martin,
Ucayali, Huanuco, Amazonas, Madre de Dios, Loreto, Cusco, Junin, Ayacucho y Pasco
(Bardales Arévalo 2016).

La planta de sacha inchi es de tipo trepadora semilefiosa, adaptada a temperaturas que van
desde los 10 hasta los 26 °C. El fruto de esta planta tiene forma estrellada (3-5 cm) con 4-7
I6bulos y a medida que la fruta madura, el color cambia de verde a marrén negruzco. Las
capsulas de fruta contienen semillas comestibles de color marron (1.5-2 cm). Estas semillas
tipicamente germinan a una temperatura 6ptima entre 25 y 30 °C. Sin embargo, la planta de
sacha inchi se ha aclimatado a condiciones de crecimiento de luz alta en altitudes que van
desde 200 a 1500 metros (Cai et al. 2012). La elevacion sobre el nivel del mar, asi como las
estaciones, producen cambios en la fotosintesis, la formacién de biomasa y la calidad de las
semillas, por lo que la cantidad de cada componente quimico varia en diferentes secciones

de la planta de sacha inchi (Chirinos et al. 2013).

Las semillas de sacha inchi tiene diversos usos, entre los que destaca la produccion de aceite,
el cual es posee aplicaciones alimenticias, medicinales y cosméticas; es valorado por sus
propiedades beneficiosas para la salud y su sabor suave caracteristico (Garmendia et al.
2011).

2.6.2 Composicion quimica del aceite
a. Acidos grasos

El aceite de semilla de sacha inchi contiene principalmente acidos grasos insaturados, entre
los cuales destacan los AGPI omega 3 (w-3) y omega 6 (»-6). Diversos autores han evaluado

la composicién quimica del aceite (Cuadro 1), de acuerdo con los estudios realizados por
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Guillén etal. (2003), el acido a-linolénico (w-3) es el principal &cido graso, seguido del acido

linoleico (w-6) y acido oleico (®-9).

Cuadro 1: Perfil de acidos grasos del aceite de sacha inchi

Composicion (g/100g o0 % de aceite)

Extraido para Comercial
Acidos grasos experimentacion (Ramos-Escudero et al.
(Wang et al. 2018) 2019)

Acido palmitico (C16:0) 4.67-6.30 3.74-11.02
Acido estearico (C18:0) 2.96-3.81 2.63-4.26
Acido oleico (C18:1, »-9) 8.41-10.45 9.61-23.98
Acido linoleico (C18:2, »-6) 32.66-36.80 21.26-55.10
Acido linolénico (C18:3, ©-3) 45.20-50.41 10.06-55.10
AG Saturados 6.74-7.70 6.83-15.90
AGMI 7.50-10.71 9.72-24.65
AGPI 78.15-84.49 63.65-83.09

El porcentaje de cada componente depende principalmente de la procedencia de la planta
(factores climéaticos y composicién del suelo) y de la metodologia seguida para la extraccion
del aceite (prensado en frio, extraccion con Soxhlet, etc.) (Chirinos et al. 2013; Kodahl
2020).

b. Componentes fitoquimicos

Otros componentes relevantes del aceite de sacha inchi son los tocoferoles (y- y 6-tocoferol)
y fitoesteroles (campesterol, estigmasterol y B-sitosterol), los cuales han sido relacionados a
la estabilidad oxidativa de sus acidos grasos poliinsaturados (Cisneros et al. 2014). Se han
reportado valores de hasta 127.6 y 84.0 mg/100g de aceite para y- y o-tocoferol,
respectivamente; asi como 75.49 y 74.56 mg/100g de aceite para estigmasterol y B-sitosterol
en aceite de sacha inchi de procedencia peruana (Chirinos et al. 2015; Mufioz Jauregui et al.
2010).
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2.6.3 Efectos del aceite de sacha inchi en la salud

El aceite de sacha inchi es estudiado como un alimento funcional. Se han realizado diversos
estudios que respaldan el efecto de este aceite sobre el perfil lipidico. Diversos autores
reportan que tiene efecto hipotrigiliceridémico en modelos animales (Vicufia Rios et al.
2012; Alves Vargas y Vasquez Ocmin 2014) y en el ser humano (Huaman et al. 2008). Dicho
efecto ha sido relacionado a la alta concentracion de &cidos grasos ®-3 y a su accion
inhibidora sobre el diacilglicerol aciltransferasa (DGAT), enzima encargada de la etapa final
de la sintesis de triglicéridos (Harris y Bulchandani 2006). Asi también, Garmendia et al.
(2011) encontraron que la suplementacion con aceite de sacha inchi en pacientes con
hipercolesterolemia disminuia significativamente el colesterol total y aumentaba el c-HDL,
lo que podria estar relacionado la capacidad del ALA de inhibir la via de biosintesis del
colesterol y los acidos grasos al suprimir la expresion del factor transcripcional SREBP

(Gonzales y Gonzales 2014).

Otro atributo estudiado de este aceite es su capacidad reguladora de la inflamacion en sujetos
sanos y con sindrome metabdlico. Alayon et al. (2018) report6 la disminucion de
interleuquina-6 (IL-6) sérica posprandial luego de la ingesta de un desayuno alto en grasa
que incluia aceite de sacha inchi; dicho efecto estaria relacionado, no solo con la inhibicién
de sintesis compuestos derivados de w-6 (mediante competencia por las desaturasas), sino
también con la reduccion de metilacion del promotor de IL-6, lo que disminuye su expresién
génica (Kang y Weylandt 2008; Ma et al. 2016).

En los dltimos afios se han realizado estudios en busqueda de nuevas aplicaciones para el
aceite de sacha inchi, entre ellos cabe destacar su posible uso como regulador de la
microbiota intestinal (Li et al. 2020), anti mutagénico (Arroyo-Acevedo et al. 2018) y como

parte del tratamiento del acné (Suthiphasil et al. 2018).
2.6.4 El aceite de sacha inchi y la saciedad

No se encontrd evidencia de algun otro estudio en el cual se haya investigado el efecto del

aceite de sacha inchi sobre la saciedad o la modulacion de la colecistoquinina.
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27 COCO
2.7.1 Caracteristicas generales

El coco es una fruta obtenida a partir de la palmera cocotero (Cocos nucifera L.), la cual es
utilizada en todo el mundo con fines alimenticios e industriales. El aceite de coco es un aceite
comestible obtenido a partir de la pulpa del fruto maduro llamada copra, mediante diferentes
procesamientos mecanicos o térmicos (Boateng et al. 2016). El aceite de coco suele ser
incoloro, pero puede llegar a presentar color amarillo oscuro péalido; tiene un sabor suave,
olor agradable, alta resistencia a la rancidez, un rango estrecho de temperatura de fusion,
facil digestibilidad y absorcion, caracteristicas que le permiten ser usado de formas diversas
(Marina et al. 2009b).

2.7.2 Composicion quimica del aceite
a. Acidos grasos

El aceite de coco posee alta concentracion de &cidos grasos saturados de cadena media,

principalmente de acido laurico C12:0 (Marina et al. 2009a).

Cuadro 2: Perfil de acidos grasos del aceite de coco

Composicion (g/100g o % de aceite)

Acidos grasos _
(Marina et al. 2009a)

Acido caproico (C6) 0.52-0.69
Acido caprilico (C8) 7.19-8.81
Acido céprico (C10:0) 5.65-6.59
Acido laurico (C12:0) 46.89-48.03
Acido miristico (C14:0) 16.23-18.90
Acido palmitico (C16:0) 7.41-9.55
Acido estearico (C18:0) 2.81-3.57
Acido oleico (C18:1, »-9) 5.72-6.72
Acido linoleico (C18:2, »-6) 0.90-1.60
Acido linolénico (C18:3, m-3) N.D.

N.D. = No determinado
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Las diferencias del perfil graso de este aceite (Cuadro 2) suelen ser asociadas con el origen
geogréfico de la planta y las condiciones ecoldgicas del lugar de origen, dado que varios
estudios han observado que no se generan cambios significativos de acuerdo con el método
de extraccion utilizado (calentamiento, fermentacion, congelado-descongelado y mediante
solventes) (Marina et al. 2009D).

b. Compuestos fitoquimicos

El aceite de coco presenta gran variacion en el contenido de fenoles, esto se relaciona
principalmente a la metodologia de extraccion. La mayoria de los aceites de coco
comerciales poseen cantidades minimas de compuestos fenolicos debido a que suelen ser
producidos mediante procesos fisicos como el prensado en frio y posterior refinado para
obtener caracteristicas fisicas atractivas para el puablico (Elodio-Policarpo et al. 2019). Sin
embargo, existen aceites de coco producidos mediante fermentacion o coccion de la copra
(pulpa deshidrata) que gracias a la temperatura empleada permiten incorporar los
flavonoides presentes en la pulpa a los aceites. Debido a esto, algunos autores reportan
contenido fenolico total de hasta 292.06 mg GAE/kg (Medeiros de Azevedo et al. 2020) y
de flavonoides totales de 88.68 — 122.02 mg de catequina/100g aceite (Elodio-Policarpo et
al. 2019).

2.7.3 Efectos del aceite de coco en la salud

Se han realizado diversos estudios con animales para sustentar los usos del aceite de coco.
Panchal et al. (2017) encontraron que el uso de aceite de coco como fuente de acidos grasos
saturados incrementa la masa muscular, y disminuye el colesterol y la presién arterial en
ratas obesas, dichos resultados fueron asociados no solo a los acidos grasos sino también a
la fibra y la proteina presente en este aceite; asi también se le ha asociado con propiedades
antioxidantes que confieren cierta proteccion ante radicales libres lo que reduciria el riesgo
cardiovascular (Famurewa et al. 2018). Por otro lado, en estudios con humanos se ha
observado un aumento significativo en los niveles de HDL-C comparado con otras fuentes

de acidos grasos saturados, como la mantequilla (Khaw et al. 2018).

En los ultimos afos se ha puesto enfasis en la busqueda de nuevas aplicaciones para el aceite
de coco, como lo es su potencial neuroprotector. Se ha encontrado que este aceite moduld el

estrés oxidativo y la inflamacién en ratas sometidas a quimioterapia (Famurewa et al. 2019);
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asi como también mejord la funcién de la sinapsis (neurotransmision) y disminuyo el déficit

cognitivo en un modelo de Alzheimer en ratas (Attia y Ahmed 2020).
2.7.4 El aceite de coco y la saciedad

El consumo del aceite de coco como alimento funcional se ha popularizado en base a
estudios realizados en animales que han evidenciado efectos positivos de este aceite sobre
la disminucion del peso corporal y la ingesta de alimentos; dicho efecto ha sido asociado a
la presencia de acidos grasos de cadena media, entre los que destaca el acido laurico (C12:0),
cuyo consumo es relacionado con el incremento del gasto energético, la oxidacion de grasas,
la saciedad y la disminucion del consumo de alimentos en animales (French et al. 2000). De
acuerdo con lo revisado por Rudkowska y Jones (2007), el efecto saciante de los AGCM
presentes en los triglicéridos del aceite estaria relacionado principalmente con el contenido
caldrico debido a que no se evidencia un incremento significativo de la CCK después de su

consumao.

Sin embargo, existen resultados contradictorios entre estudios realizados con humanos. El
consumo de aceite de coco no tuvo efecto significativo sobre el peso corporal, el IMC, la
adiposidad central, la glucosa sérica, la presion arterial (Khaw et al. 2018) o la termogénesis
(LaBarrie y St-Onge 2017). Ademas, los posibles beneficios de este aceite se contraponen
con el hecho de que es una fuente de acidos grasos saturados, los cuales estan asociados al

incremento del peso corporal y al aumento de factores promotores de obesidad (Clegg 2017).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1 OBTENCION DEL ACEITE VEGETAL DE SACHA INCHI
3.1.1 Materia Prima

Se utilizaron semillas de Plukenetia volubilis procedentes de la provincia de Leoncio Prado,

region Huanuco, Peru.
3.1.2 Extraccion del aceite

La extraccion del aceite vegetal se realizé en Planta Piloto de Alimentos de la Facultad de
Industrias Alimentarias y el Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos
(UNALM). Las semillas fueron pesadas y seleccionadas para retirar aquellas en mal estado,
luego fueron descortezadas con la ayuda de una pinza manual. El aceite fue extraido
mediante prensado en frio, utilizando una prensa hidréaulica que ejercié una presion de 6000
Ib/pulg? durante aproximadamente 20 minutos. Por Gltimo, el aceite obtenido fue filtrado a
través de papel filtro estandar de flujo medio utilizando una bomba de vacio compacta
VACUUBRAND™ MEL1.

Se obtuvo un rendimiento de 0.447 I/kg o 41.09% (con respecto a la semilla sin cascara o
almendra, Cuadro 3), el cual se encuentra dentro de los valores reportados para la produccion
de este aceite que van desde el 30.9 al 43.9% en variedades de sacha inchi peruano
(Chasquibol y Guinda 2014; Gutiérrez Suquillo et al. 2017).

Cuadro 3: Rendimiento de la extraccion del aceite de sacha inchi

Peso de semillas Peso de almendras Volumen de aceite Rendimiento
(kg) (kg) obtenido (1) (I'kg)
1.585 1.005 0.449 0.447




3.2 ORIGEN DEL ACEITE VEGETAL DE COCO

Se utilizé como sustancia control isocalorico al aceite de coco extra-virgen prensado en frio
(Lote 21.11.18, Naturally Divine). Se decidié usar este aceite como control isocalérico
porque es una fuente de acidos grasos saturados de cadena media, los cuales generarian
saciedad en roedores sin afectar la secrecion de CCK (Rudkowska y Jones 2007) y sirve
como punto de comparacion para determinar si el posible efecto saciante del aceite de sacha
inchi estd asociado a su contenido caldrico o podria ser influenciado por el tipo de &cido

graso que contiene (principalmente acidos grasos de cadena larga poliinsaturados).
3.3 CARACTERIZACION DE LOS ACEITES UTILIZADOS

La determinacion y cuantificacion de &cidos grasos del aceite vegetal de sacha inchi se
realiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a espectrémetro de masas (GC-MS) en la
Unidad de Investigacion en Productos Naturales de la Universidad Cayetano Heredia
(UPCH) (Anexo 1a). La determinacién y cuantificacion del contenido de cidos grasos del
aceite de coco fue realizada mediante cromatografia de gases con detector de ionizacién de
Ilama (GC-FID) en el laboratorio AGQ Labs (Lima, Per(). Para dicho procedimiento se
utilizé un GC-FID modelo QP-2010 (Shimadzu) (Anexo 1b).

La determinacion del contenido de quercetina y flavonoides para ambos aceites fue realizada
en la Unidad de Investigacion en Productos Naturales de la Universidad Cayetano Heredia
(UPCH). La determinacion del contenido de quercetina fue realizada mediante
cromatografia HPLC y la de flavonoides totales mediante espectrofotometria (Anexo 2).

3.3.1 Determinacion y cuantificacion de acidos grasos

Como se observa en el Cuadro 4, el perfil de acidos grasos del aceite de sacha inchi obtenido
presentd una mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados (80.98%), siendo el acido a-
linolénico el acido graso mas abundante (45.51%) seguido por el &cido linoleico (35.25%).
Estos resultados se encuentran dentro del rango de valores reportados en la revision de Wang
et al. (2018), los cuales fueron de 45.20 — 50.41% y 32.66 — 36.80%, respectivamente. Esta
variacion en la concentracion de los diferentes acidos grasos esta relacionada a diversos
factores entre los que se encuentran incluido el procesamiento, las condiciones de extraccion,
la genética y las condiciones de crecimiento de la materia prima; esto ltimo se ve reflejado

en el trabajo de Chirinos et al. (2015) que obtuvieron 45.62% de &cido alfa-linolénico a partir
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de una muestra de P. volubilis proveniente de la selva central del Peru al igual que la utilizada

en la presente investigacion.

Por otro lado, el aceite de coco utilizado es rico en acidos grasos de cadena media como el
acido laurico, llegando a ser el 50% de los acidos presentes, este valor que se encuentra en
un punto medio de los reportados para el aceite virgen de coco, que se va desde 46.89%
(Marina et al. 2009a) hasta 54.06% (Suryani et al. 2020).

Cuadro 4: Perfil de &cidos grasos de los aceites de sacha inchiy coco

Concentracion relativa (%)

Acido graso
Sacha inchi Coco
Saturados 8.58 N.D.
Monoinsaturados 10.44 N.D.
Poliinsaturados 80.98 N.D.
Caproico (6:0) N.D. 5.87
Caprilico (8:0) N.D. 7.07
Céprico (10:0) N.D. 0.55
Laurico (12:0) N.D. 50.00
Miristico (14:0) 0.02 £0.00 18.00
Palmitico (16:0) 4.74 £0.04 8.40
Palmitoleico (16:1) 0.04 +0.01 N.D.
Heptadecanoico (17:0) 0.10+£0.01 N.D.
Estearico (18:0) 3.63+£0.01 3.20
Oleico (18:1) 9.40 £ 0.02 5.98
Cis-11-octadecenoico (18:1) 0.60 £ 0.00 N.D.
Linoleico (18:2) 35.25+0.15 0.91
y-Linolénico (18:3) 0.22+£0.01 N.D.
a-Linolénico (18:3) 4551 +0.14 N.D.
Araquidico (20:0) 0.09 £0.01 0.10
Cis-11-Eicosenoico (20:1) 0.40£0.04 N.D.

FUENTE: Elaborado a partir de los informes de ensayo del Anexo 1.
N.D. = No determinado
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3.3.2 Determinacion de flavonoides y del contenido de quercetina

En el Cuadro 5 se observa que ambos aceites vegetales presentaron cantidades bajas de
flavonoides y no se pudo confirmar la presencia de quercetina en ninguno de los dos debido
a que las lecturas no superaron el limite de deteccion (2 ppm). El aceite de coco presentd
cantidades inferiores de compuestos fendlicos comparado con lo hallado por otros autores
que reportan desde 0.87 hasta 2.9 mg catequina/g de aceite (Seneviratne y Sudarshana
Dissanayake 2008). La metodologia utilizada para la produccion de aceites suele ser la
principal causa de variacion en el perfil fenolico. En el caso del aceite de sacha inchi, la
metodologia utilizada a nivel comercial es el prensado en frio (utilizado también en este
experimento) porque permite conservar mejor el perfil de acidos grasos; también se practica
la extraccién por Soxhlet y con CO2 supercritico, pero estos procedimientos aln se

encuentran en fase de laboratorio y escalamiento (Wang et al. 2018).

Por otro lado, la metodologia de extraccién de aceite de coco suele ser mas flexible dado que
su perfil de &cidos grasos es predominantemente saturado y no tiene tantas limitaciones a
nivel de temperatura como los aceites ricos en AGPI. El aceite de coco comercial utilizado
en este trabajo fue obtenido mediante prensado en frio, lo cual podria explicar su bajo
contenido de compuestos fendlicos que suelen ser incorporados en el aceite cuando se realiza
algun procesamiento que los libera de la torta, como son la fermentacion o la coccion de la

copra (Elodio-Policarpo et al. 2019).

Cuadro 5: Determinacion de flavonoides y del contenido de quercetina de los aceites de
sacha inchi y coco

Flavonoides
Aceite (mg catequina/g de la Quercetina
muestra)
Sacha inchi 0.049 £ 0.01 N.D. (< 0.33 mg quercetina/g muestra)
Coco 0.045 £ 0.02 N.D. (< 0.33 mg quercetina/g muestra)

FUENTE: Elaborado a partir de los informes de ensayo del Anexo 2.

N.D. = No determinado
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3.4 EVALUACION DEL ACEITE EN ANIMALES
3.4.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron 30 ratas macho de la linea Holtzman de dos meses de edad y un peso promedio
de 239 gramos, procedentes del bioterio de la Facultad de Zootecnia de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM). Todos los procedimientos experimentales que
involucraron animales fueron aprobados por el Comité de ética de la Facultad de Farmacia
y Bioguimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Registro Nro. 007-CE-
UDI-FFB-2020).

3.4.2 Instalacionesy equipos

La fase experimental del trabajo se realiz6 en las instalaciones del Bioterio del Departamento
Académico de Nutricion de la Facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM).

Los animales fueron mantenidos en jaulas individuales con comedero y bebedero, asi como
una bandeja para recolectar sus excretas y desperdicios. Las jaulas estuvieron en un ambiente
con temperatura controlada de aproximadamente 26 °C, con un ciclo de 12 horas de luz/12

horas de oscuridad.
3.4.3 Periodo de adaptacién

El periodo de adaptacion tuvo la duracion de una semana. Los animales fueron pesados el
dia de su llegada al bioterio haciendo uso de una balanza gramera electrénica (SF-400), dicho
pesaje se repitié de forma interdiaria. Los animales recibieron alimento balanceado para
roedores (PIPS-UNALM) a una razén de 125 g/kg de peso vivo diariamente y agua de mesa
tratada ad libitum. La composicion del alimento para roedores se muestra en el Cuadro 6.
Ambos insumos fueron renovados diariamente. Debido a que los animales presentaron
dificultad respiratoria desde el inicio del periodo de adaptacion, se decidio suplementarlos
durante los dias 3 y 6, con Electrolitos y complejo B (Biomont) diluidos en el agua a raz6n
de 25 g/l

Los tres primeros dias fueron utilizados para que los animales se adaptaran a las jaulas
individuales, a la manipulacién por parte de la investigadora y al ciclo de alimentacion. Los

animales tuvieron un periodo de alimentacion de 12 horas y otras 12 horas de ayuno. A partir
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del cuarto dia, los animales recibieron oralmente agua mediante el uso de jeringas

descartables estériles de 1 ml con el fin de habituarlas a la metodologia de suplementacion.

Cuadro 6: Composicion del alimento para roedor (PIPS-UNALM)

Componente Contenido
Energia metabolizable (kcal/kg) 2900
Proteina digestible min. (%) 17
Grasa max. (%) 6
Fibra max. (%) 4
Humedad méx. (%) 14

Fuente: Programa de Investigacion y Proyeccién Social de Alimentos (UNALM). Alimento
compuesto por harina de maiz, torta de soya (48% de proteina), harina integral extruida de soya,
subproductos de trigo, aceite de palma, carbonato de calcio, fosfato dicélcico, cloruro de colina
al 60%, cloruro de sodio, aminoacidos sintéticos, premezcla Vit-Min., antioxidantes y
antifangicos.

3.4.4 Evaluacion de la conducta alimentaria

Se utiliz6 una metodologia modificada a partir de la propuesta por Gibbs (1973) para la

evaluacion de la conducta alimentaria.
a. Tratamiento

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos de tratamiento (Cuadro 7):
un grupo recibid aceite de sacha inchi (sustancia a evaluar), otro recibidé aceite de coco

(control isocalorico) y un tercer grupo que recibié agua (control volumetrico).

Cuadro 7: Caracteristicas de los tratamientos en la evaluacion de conducta alimentaria

T3: Aceite de sacha

T1: Agua T2: Aceite de coco
inchi
Descripcion Control volumétrico  Control isocalérico  Aceite por evaluar
Dosis (g/kg PV) 2 2 2
n 10 10 10

21



La conducta alimentaria fue evaluada durante seis dias. Desde el dia anterior, el animal fue
puesto en un ayuno de 12 horas; al cumplir este tiempo cada animal recibié la dosis
respectiva de tratamiento mediante una jeringa estéril de 1 ml, inmediatamente después fue
devuelto a su jaula individual y se le brind6 alimento previamente pesado. A partir de ese
momento se procedid a realizar el pesaje del alimento restante en el comedero cada 30
minutos durante 150 minutos haciendo uso de una balanza electronica de alta precision
(ACS-03T DAKOTA). Despues de tener el alimento a libre disponibilidad durante 12 horas,
el comedero fue extraido de la jaula para realizar el pesado del alimento restante, asi también
se realizd el pesaje del alimento caido junto a los deshechos del animal para conocer el
consumo total diario de alimento. Este procedimiento se repitié durante los seis dias.

El consumo de alimento en cada rango de tiempo (de 0 a 30, de 30 a 60, de 60 a 90, de 90 a
120y 120 a 150 minutos) y el acumulado diario fueron expresados en gramos por cada 100
gramos de peso vivo (g/100g PV). Graficamente, los datos del consumo diario total fueron
representados usando la media del porcentaje de la ingesta con respecto al control (agua)

utilizando la siguiente ecuacion (Savastano y Covasa 2007):
% del control = (consumo experimental (g)/consumo control (g)) x 100
3.4.5 Evaluacion de CCK plasmética

Para este experimento se emplearon 34 ratas macho Holtzman. Los animales pasaron por un
periodo de acostumbramiento de siete dias para ser designados dentro de los nuevos grupos

de tratamiento.
a. Tratamiento

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos de tratamiento (Cuadro 8):
aceite de sacha inchi (sustancia a evaluar), aceite de coco (denominado control isocalérico),
agua (denominado control volumétrico), acido a-linolénico (ALA) >99% pureza 12376 —
Sigma Aldrich (control positivo) y sin tratamiento. Dos animales fueron utilizados para

establecer la concentracion basal de CCK.
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Cuadro 8: Caracteristicas de los tratamientos en la evaluacion de CCK sérica

T2: Aceitede  T3: Acido a-  T4: Aceite de

T1: Agua ) . o
coco linolénico sacha inchi
o Control Control Control Aceite por
Descripcion o ] . .
volumétrico isocalorico positivo evaluar
Dosis
2 2 0.252 2
(9/kg PV)
n 8 8 6 10

El ALA fue considerado control positivo debido a que existe evidencia de que este omega-
3 administrado por via intragastrica (0.0278 mg/g PV) genera una elevacion significativa de
CCK plasmaética (Tanaka et al. 2008). Se decidio utilizar un nimero menor en el grupo de
tratamiento T3 debido a que no se contaba con suficiente ALA purificado para suplementar

a mas animales.

La concentracion de CCK plasmatica fue evaluada en un dia. Desde el dia anterior, el animal
fue puesto en un ayuno de 12 horas; al cumplir este tiempo cada animal recibié la dosis
respectiva de tratamiento mediante una jeringa estéril de 1 ml. Las ratas fueron sacrificadas
después de diferentes periodos de tiempo post tratamiento (Cuadro 9). Los animales
utilizados para establecer la concentracion basal de CCK fueron sacrificados al cumplir las

12h de ayuno, sin recibir sustancia alguna.

Cuadro 9: Cronograma de sacrificio

Minutos después del T2: Aceite T3: Acido T4: Aceite
T1: Agua
tratamiento Coco a-linolénico  Sacha inchi
90 1 1 1 2
120 1 1 1 2
150 1 1 1 2
180 1 1 1 2
210 1 2 1 1
240 1 2 1 1
N° total de animales 8 8 6 10
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Los animales fueron sacrificados con una dosis letal de ketamina y xilacina (150 y 10 mg/kg
de peso vivo), la sangre fue extraida mediante puncion cardiaca y almacenada en tubos de 6
ml con anticoagulante EDTA (BD Vacutainer® K2 EDTA). La muestra de sangre
recolectada se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos para luego ser
centrifugada a 3500 rpm durante 10 minutos, se utilizé una centrifuga refrigerada a 4 °C
(UNIVERSAL 320, Hettich) del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Zootecnia
(UNALM). EIl plasma obtenido fue almacenado a -80 °C en una ultra congeladora del

Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal (UNALM).
b. Medicion de CCK plasmatica

La concentracion plasmatica del péptido CCK fue evaluada mediante un inmunoensayo
enzimatico (EIA) utilizando el kit de deteccion RAB0039 (Sigma-Aldrich), dicho ensayo se
realizo en el Laboratorio de Parasitologia y Enfermedades Infecciosas de la Universidad
Cayetano Heredia (UPCH). Se utiliz6 una lectora de microplacas SpectraMax 190
(Molecular Devices) y el software SigmaPlot 14.5 (SYSTAT) con el paquete de modelos de
regresion logistica de cuatro parametros para el disefio de la curva estandar. La prueba se
realiz6 de acuerdo con lo estipulado en el boletin técnico del producto empleado RAB0039
(Anexo 3), cada muestra fue evaluada por duplicado, como minimo. La concentracion de

CCK fue expresada como pg/ml.
3.5 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de la evaluacion de la conducta alimentaria fueron analizados bajo un
disefio de bloques completamente al azar (DBCA) tomando los dias como bloques y los
tratamientos como factor. Los supuestos basicos de distribucion normal de los datos y
homogeneidad de las varianzas fueron evaluados mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la
prueba de Bartlett, respectivamente. Se aplico la prueba no paramétrica de Friedman para
los datos que no cumplieron con los supuestos basicos y la prueba de diferencia minima
significativa (DMS) de Fisher para el anélisis post hoc de las medianas. El nivel de diferencia
estadistica fue preestablecido en un valor p<0.1 para resultados significativos y p<0.05 para
resultados altamente significativos. Los analisis fueron realizados usando el programa

estadistico R versién 3.6.3.
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IV. RESULTADOSY DISCUSION
4.1 EVALUACION DE LA CONDUCTA ALIMENTARIA
4.1.1 Consumo por intervalo de tiempo

Los datos del alimento consumido por intervalo de tiempo no presentaron una distribucion
normal (Anexo 5), por lo que el efecto de los tratamientos fue evaluado mediante la prueba
no paramétrica de Friedman, segin la cual los tratamientos presentaron un efecto
significativo para el primer (0-30), tercer (60-90) y cuarto (90-120) intervalo de tiempo
(Cuadro 10 y Anexo 6).

Cuadro 10: Consumo de alimento (g/100g PV) por intervalo de tiempo en cada grupo

de tratamiento

Alimento consumido (g/100g PV)*
T3: Aceite de sacha

Intervalo T1: Agua T2: Aceite de coco o

inchi
0-30 min 2.02(1.72-252)* 1.93(1.60—2.19)>  1.90 (1.65—2.12)°
30-60 min 0.69 (0.52-0.97)*  0.65(0.38-0.90)* 0.76 (0.42 —1.04)*
60-90 min 0.34 (0.04 —0.60)* 0.40 (0.04—0.73)*  0.60 (0.29 — 0.80)°

90-120 min 0.32(0.03-0.67)* 0.16 (0.00-0.76)*  0.57 (0.17 — 0.91)°
120-150 min ~ 0.04 (0.00 —0.62)*  0.14 (0.00 - 0.76)*  0.45 (0.04 — 0.71)?

Comparacion entre tratamientos. En una fila, las medianas con diferentes letras son

significativamente diferentes (p<0.05, prueba DMS de Fisher).
* Q50 (Q25 - Q75)

Cuadro resumen del analisis estadistico presentado en el Anexo 6.

En el primer intervalo evaluado (0-30 minutos), el tratamiento presentd efecto sobre el
consumo de alimento y al realizar la prueba ad hoc se encontro diferencia significativa al

comparar el control volumétrico (agua) con los otros dos tratamientos (Cuadro 10). Sin



embargo, no se encontrd diferencia significativa entre los tratamientos de aceite de coco y
de sacha inchi (p=0.248).

El consumo de alimento de las ratas del grupo control volumétrico es mayor a lo reportado
por McMinn et al. (2000) para los primeros 30 minutos en ratas despues de un ayuno de 24
horas (2.02 g/100g PV frente a 1.32 g/100g PV). Esta diferencia podria estar asociada a las
caracteristicas nutricionales del alimento usado: mientras que el pienso utilizado aportaba

2.9 kcal/g (Cuadro 6), el pienso empleado por McMinn brindaba 4.07 kcal/g.

La distensiéon géastrica producida por cualquier alimento que llega al estbmago activa
mecanorreceptores que generan las primeras sefiales de llenura, estimulan el inicio de
procesos fisioldgicos en porciones distales del tracto digestivo y permiten iniciar ondas de
contraccion peristalticas para comenzar a liberar porciones discretas del quimo hacia la luz
intestinal. Sin embargo, los liquidos son vaciados con mayor velocidad gracias a una
gradiente de presion gastroduodenal (Rodriguez-Varén y Zuleta 2010) lo cual permite que
el animal continue con la ingesta de alimentos, esto se ve reflejado en un mayor consumo

durante los primeros 30 minutos para el grupo control al que se le suministrd agua.

Ambos aceites generaron una mengua significativa en los primeros 30 minutos, lo cual se
condice con la relevancia que tiene el tipo de alimento (aceite versus agua) en la velocidad
del vaciado gastrico. Existe evidencia contradictoria al comparar el efecto de los &cidos
grasos de cadena larga (AGCL) y media (AGCM) sobre la saciedad a corto plazo. Mientras
que algunos autores como Little y Feinle-Bisset (2010), Clegg y Shafat (2009) evidenciaron
que los AGCL disminuyen el vaciado gastrico y estimulan la secrecion de hormonas y
factores anorexigénicos (CCK y GLP-1) en mayor grado que los AGCM; otros
investigadores (Friedman et al. 1983; Rolls et al. 1988; Ooyama et al. 2009) hallaron que
los AGCM, como el acido laurico (el méas abundante en el aceite de coco utilizado), generan
mayor sensacion de saciedad inmediata que los de cadena larga debido a que son absorbidos
directamente por el sistema portal, lo cual genera una rapida disposicién de macromoléculas

que permite activar sefiales de saciedad.

Asimismo, se encontrd efecto del tratamiento en los intervalos de 60-90 y 90-120 minutos.
En el intervalo de 60 a 90 minutos, las ratas que recibieron el aceite de sacha inchi
consumieron 0.60 g/100g PV, cantidad de alimento mayor al de las ratas de ambos controles,
siendo significativa la diferencia con el grupo de control volumétrico (0.34 g/100g PV,

p=0.02). Como se observa en el Cuadro 10, en el intervalo de 90 a 120 minutos, las ratas
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suplementadas con aceite de sacha inchi también consumieron mayor cantidad de alimento
que las pertenecientes a los grupos control, en este caso se evidencio significancia al
compararlo con ambos tratamientos: agua y aceite de coco (0.57 frente a 0.32'y 0.16 g/100g

PV, respectivamente; p<0.05).

Estos resultados guardan relaciéon con lo reportado por Parra et al. (2008) en un estudio
realizado en voluntarios con sobrepeso alimentados con dietas altas en omega-3: los
pacientes reportaron mayor sensacion de saciedad inmediatamente después de comer, la cual
disminuy®é significativamente dos horas después en comparacion con el grupo que consumié
una dieta baja en acidos grasos »-3. El incremento en el consumo de alimento por parte de
las ratas con el aceite de sacha inchi coincide también con lo observado por algunos autores
en personas o animales sanos (Yehuda et al. 2005; Damsbo-Svendsen et al. 2013) o con

alguna enfermedad o sindrome (Zaid et al. 2012) suplementados con aceites ricos en ®-3.

Una de las sefiales de saciedad que podrian estar relacionadas a lo observado en experimento
es la CCK. En los experimentos realizados por Dafalla et al. (2019) informaron que la
administracion intraperitoneal de CCK-8 redujo el tamarfio de la primera comida ingerida en
ratas macho sanas; Kadar et al. (1985) y McMinn et al. (2000) encontraron una reduccion
de aproximadamente 50% y 65%, respectivamente, en el consumo durante los primeros 30
minutos después de la inyeccion intraperitoneal de CCK-8; estos valores son mucho mayores
a los obtenidos en el presente trabajo (los grupos de sacha inchi y coco consumieron 5.9 y
4.5% menos con respecto al control volumétrico, respectivamente) por lo que es importante
tener en cuenta otros péptidos que pueden estar modulando la respuesta, como el péptido
liberador de gastrina (GRP) y el péptido tipo glucagén - 1 (GLP-1) que son secretados en el

tracto digestivo ante la presencia de alimento y regulan la ingesta a corto plazo.

Otro factor que podria estar influenciando el efecto de los &cidos grasos sobre la saciedad es
el modo de administracion del tratamiento. St-Onge et al. (2003) reportaron mayor efecto
saciante para los AGCM comparado con los AGCL administrados oralmente en humanos,
mientras que Matzinger et al. (2000) encontraron que infusiones intraduodenales de AGCL

generaron mayor saciedad que la infusion de AGCM.

En el desarrollo del presente trabajo de investigacion se tuvo en cuenta también la
cuantificacion de flavonoides y quercetina, los cuales han sido asociados al incremento de
la saciedad por diferentes autores (Panda y Shinde 2017; Al Shukor et al. 2016). Sin

embargo, estos componentes no estarian asociados a los efectos observados debido a que los
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andlisis mostraron cantidades muy bajas de flavonoides (Cuadro 5) e, inclusive,
incuantificables de quercetina (menores a 2 ppm) para ambos aceites. La concentracion de
flavonoides no se encuentra cerca de las concentraciones que han sido asociadas a un efecto
saciante: aproximadamente 0.5mg/kg de flavonoides en los aceites de sacha inchi y coco

frente a 200mg/kg reportado por Panda y Shinde (2017).

Con respecto a los intervalos y su relacion con la diferencia en el consumo de alimento, en
la Figura 2 se puede observar que el alimento ingerido durante el primer intervalo de tiempo
(0-30 minutos), independientemente del tratamiento asignado, llegoé a ser mayor que lo
consumido durante el resto de los intervalos y tomo valores de hasta mas del doble de lo
consumido en los otros periodos de tiempo. Esta tendencia se observa también en los
resultados obtenidos por Gibbs et al. (1973) en ratas inyectadas intraperitonealmente con
CCK porcina. Este alto consumo en el primer periodo de tiempo podria estar asociado al
ayuno de 12 horas por el que pasaron diariamente las ratas antes de recibir el tratamiento
correspondiente. Le Magnen y Devos (1980) encontraron que existe una tendencia
significativa a compensar el déficit de alimento de las 12 horas de ayuno con una ingesta
elevada en las siguientes 12 horas del dia.

2.5

2
15
1
05 III
0 TI T T

0-30 min 30-60 min 60-90 min 90-120 min ~ 120-150 min
mT1: Agua ®T2: Aceite decoco ®mT3: Aceite de sacha inchi

Figura 2: Consumo de alimento promedio (g/100g PV) durante cada intervalo de

tiempo.
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4.1.2 Consumo diario total

Los datos del consumo diario total de alimento no presentaron una distribucion normal
(Anexo 5), por lo que el efecto de los tratamientos fue evaluado mediante la prueba no
paramétrica de Friedman, segun la cual los tratamientos presentaron un efecto significativo
(p<0.05). Al realizar la comparacion por pares se evidencio que todos los tratamientos son

significativamente diferentes entre si (Cuadro 11 y Anexo 6).

Cuadro 11: Consumo total diario de alimento (g/100g PV) de ratas bajo cada grupo de

tratamiento

Alimento consumido (g/100g PV)
T3: Aceite de sacha

Dia T1: Agua T2: Aceite de coco o
inchi

1 9.18 8.92 7.94

2 8.50 8.93 7.79

3 8.81 8.88 8.09

4 1.77 7.86 7.70

5 8.76 8.03 7.50

6 8.53 7.64 7.76

Media 8.64 £ 0.22* 8.32£0.17* 7.83+0.16*

Mediana  8.53(7.38—9.67)**  8.09 (7.37 — 9.25)**®  7.75(7.37 — 8.36)**¢
Comparacion entre tratamientos. Las medianas con diferentes letras son significativamente
diferentes (p<0.05, prueba DMS de Fisher).

* Error estandar

** Q50 (Q25 — Q75)

Cuadro resumen del analisis estadistico presentado en el Anexo 6.

En el Cuadro 11 se presentan las medianas del consumo total diariamente, asi como la media
y mediana general para cada tratamiento. Se pudo observar que los animales consumieron
menos alimento conforme pasaron los dias y, ademas, esta variacion entre dias fue mayor en
los controles que en el grupo de aceite de sacha inchi. En promedio, los animales
pertenecientes a los grupos control volumétrico e isocalérico consumieron, respectivamente,

0.81y 0.49 g/100g PV més que los incluidos en el grupo de aceite de sacha inchi.
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En la Figura 3 se observa el consumo diario total de alimento expresado como porcentaje
respecto al control volumétrico (agua); se puede notar que el consumo total de alimento en
las ratas suplementadas con aceite de sacha inchi siempre fue menor al del grupo
suplementado con agua, llegando a ser hasta 15.98% menor en el dia 1. En general, el
porcentaje de consumo diario de los animales suplementados con sacha inchi fue menor que
el de los otros tratamientos, excepto en el ultimo dia cuando fueron aquellos que recibieron

aceite de coco los que consumieron menor cantidad de alimento (91.06% frente a 92.95%).
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Figura 3: Consumo diario total de alimento expresado como porcentaje del consumo
diario con respecto al control (%CDRC). Grafica realizada a partir de los datos presentados

en el Anexo 7.

A pesar de que el aceite de sacha inchi no parece promover la saciedad a corto plazo tanto
como el aceite de coco e inclusive se da una ingesta mayor comparada con ambos controles
desde los 30 hasta los 150 minutos después de la suplementacion, se observo que este aceite
rico en AGPI disminuyd el consumo de alimento total diariamente. Los resultados son
congruentes con lo revisado por Samra (2010), quien menciona que el efecto de los AGCM
sobre la saciedad se presenta durante las primeras dos horas, mientras que la accion de los

AGCL pareceria tener lugar recién de dos a cuatro horas después de la suplementacion, esto
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seria el motivo por el cual no se pudo observar un efecto reductor de la ingesta en los

primeros 150 minutos.

El efecto del aceite de sacha inchi sobre el consumo diario de alimento coincide también con
lo observado por Lawton et al. (2000), quienes observaron que una mezcla linoleica alta en
AGPI generd una ingesta diaria significativamente menor que la mezcla oleica (AGMI) o la
mezcla esteérica (&cidos grasos saturados o AGS) utilizadas como fuente de grasas en el
almuerzo en personas sanas. Se sugiere que esta diferencia podria estar asociada con la
velocidad de oxidacion de los acidos grasos dado que los AGPI poseen una tasa mas rapida,
lo que permite que sean utilizados preferentemente como fuente de energia y en menor
proporcién como almacenamiento comparado con los AGS (DeLany et al. 2000), lo que

permitiria generar mas energia disponible y disminuir la ingesta diaria.

Esta posible reduccion de almacenamiento en el tejido adiposo podria estar asociada a una
reduccion en la ganancia de peso como lo reportan algunos autores (Nnamonu et al. 2020;
Komal et al. 2020). Las ratas suplementadas con aceite de sacha inchi ganaron menos peso
que las ratas pertenecientes a los grupos control; sin embargo, la diferencia no fue
significativa (Anexo 8). Es posible que una evaluacion por un periodo més prolongado de
tiempo (minimo 20 dias) pueda generar un cambio en el peso corporal comparable
estadisticamente como es caso de otros estudios de consumo a mediano y largo plazo (Le

Magnen y Devos 1980).

El efecto de los AGPI sobre la saciedad y la ingesta de alimentos sigue siendo un tépico
controversial por la variabilidad de resultados entre estudios en animales y humanos, asi
como la diversidad de ligandos que podrian estar asociados a su efecto sobre el consumo de
alimento. Los AGPI no solo pueden activar la secrecion de péptidos de saciedad como la
CCK, el péptido YY o la leptina (Moran 2006); sino que también pueden estimular la
liberacion de otros factores recientemente asociados a la saciedad a corto y largo plazo, como
la apolipoproteina A-1V (apo A-1V) que también es regulada por la insulina (French et al.
2000; Tso et al. 2004). La ingesta de alimentos también esté relacionada a la disponibilidad
energética, principalmente en animales, por lo que también debe tenerse en consideracion
gue los AGPI acttian inhibiendo la expresion de genes lipogénicos (SREBP) y promoviendo
la sintesis de factores implicados en el catabolismo de los lipidos (PPAR), los cuales estan
estrechamente ligados a la disposicion de energia y a procesos inflamatorios (Alexandra

2012). Inclusive se ha sugerido que los AGPI podrian generar un reflejo vagal
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antiinflamatorio que contribuiria a modular la respuesta intestinal para preservar la
homeostasis y el balance energético mediante mecanismos que aun se encuentran en estudio
(Forsythe 2014).

42 EVALUACION DE CCK PLASMATICA

Durante el desarrollo del experimento preliminar para la evaluacion de CCK hubo pérdida
de muestras de plasma sanguineo durante su almacenamiento y procesamiento (Anexo 9);
debido a esto no se obtuvo cuantificacion de CCK plasmatica para algunos puntos de tiempo
(N.D. en el Cuadro 12). Sin embargo, se evalud la tendencia de la variacion en la
concentracion de CCK para cada tratamiento en la mayoria de los puntos de tiempo.

Cuadro 12: Concentracion de CCK plasmatica (pg/ml) en ratas a diferentes tiempos

post tratamiento

CCK plasmaética (pg/ml)

_ _ T2: Aceitede  T3: Acido a-  T4: Aceite de
Tiempo (min) T1: Agua

coco linolénico sacha inchi
90 21.19 68.17 N.D. N.D.
120 26.50 59.42 68.56 138.81
150 125.56 N.D. 73.30 93.01
180 80.44 49.98 55.31 147.38
210 N.D. N.D. 60.15 55.77
240 52.46 36.65 39.82 100.70

N.D. = No determinado

En la Figura 4 se observa un grafico de medias que muestra la fluctuacion de la concentracion
de CCK en los distintos tratamientos. A los 90 minutos después de la suplementacion, se
observo una caida en los valores de CCK plasmatica en los animales del control volumétrico
(agua), mientras que la concentracién para las ratas suplementadas con aceite de coco se
mantuvo cercana a los valores basales. En las ratas suplementadas con agua (control
negativo) se observa una disminucion de la concentracion de CCK hasta al menos 120
minutos después de recibir el tratamiento, para luego incrementarse por encima de la

concentracion basal (69.49 pg/ml) hasta casi duplicarlo en el minuto 150; después la
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concentracion detectada volvid a descender hasta encontrarse por debajo del basal a los 240

minutos.
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Figura 4: Concentracién de CCK plasmética (pg/ml) en ratas a diferentes tiempos post

tratamiento

Por otro lado, la media de la concentracion de CCK detectada para las ratas suplementadas
con aceite de coco (control isocaldrico) no superd en ningin punto de tiempo a la media
basal y presentd una tendencia a disminuir con el paso del tiempo, siendo el menor valor
detectado el de 36.65 pg/ml a los 240 minutos. Asi también, la grafica de las medias para las
ratas suplementadas con ALA (control positivo) tuvo una tendencia negativa, pero con
valores superiores al basal (73.30 pg/ml) en el minuto 150. Por ultimo, se obtuvo medias
superiores a la basal (excepto en el minuto 210) para las muestras de las ratas suplementadas
con aceite de sacha inchi, con valores altos en los minutos 120 y 180, siendo este ultimo el

mayor con una concentracion media de 147.38 pg/ml.

Un factor que debe tomarse en cuenta al momento de analizar la variacion en el perfil de
CCK es el ayuno al cual es sometido el animal. Al respecto Koop et al. (1987), Kanayama

y Liddle (1991) han reportado que el ayuno prolongado (96 horas) disminuye el nivel
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plasmético de CCK en ratas; sin embargo, no encontraron evidencia de que un ayuno de 12
horas disminuyera significativamente los niveles de CCK luego de ser realimentados con
agua o grasa. A partir de esto podemos suponer que el ayuno al cual fueron expuestos los
animales de nuestro experimento preliminar no estaria influyendo significativamente sobre

la concentracion de CCK plasmaética.

El perfil de CCK obtenido en esta prueba indiciaria podria ser utilizado para explicar el
comportamiento observado en los animales de la prueba de ingesta de alimento, pero existen
algunas salvedades: a) en esta evaluacion los animales no recibieron alimento post
suplementacion y b) no todos los intervalos de tiempos evaluados en el experimento anterior
tienen repeticiones ni puntos de medicién comparables con los de este experimento. La falta
de datos para la concentracion de CCK a los 30 y 60 minutos impide intentar generar una

asociacion entre ambos experimentos.

Algo que destaca a simple vista en la Figura 4 es la fluctuacion de los valores en diferentes
puntos de tiempo. En la mayoria de dichos puntos, los resultados obtenidos representan la
medicion realizada en un solo animal y la alta variacion en los picos se asemeja a lo
encontrado por French et al. (1993), quienes ademas encontraron que los niveles maximos
de saciedad en los sujetos evaluados fueron en puntos de medicién anteriores a los picos de
CCK. Una posible explicacién a este fendmeno es que la medicion de CCK plasmaética no
necesariamente representa la liberacién fisioldgica del péptido, esto debido a que la CCK
tiene funcidn paracrina gracias a la cual actla a corto plazo para regular el vaciado gastrico
y la secrecion de bilis en el intestino, acciones que pueden darse mucho antes que su llegada
al torrente sanguineo en cantidades detectables. Asi también es posible que los picos de CCK
en momentos alejados a la hora de la suplementacion representen a la CCK producida a nivel
cerebral, la cual podria estar involucrada con la homeostasis calorica general posterior a la
ingesta (Woods 2004).

Diversos autores han reportado un incremento de CCK en sangre después de la
administracion de AGPI, pero la significancia de este aumento podria depender de la especie
en la que se evalla el efecto. En humanos, se ha reportado que los AGPI generan mayor
expresion de CCK que los AGS de misma longitud de cadena (Maljaars et al. 2009, Polley
et al. 2019), mientras que en las ratas parece que los AGS estan asociados a picos mayores
del péptido que los AGPI, pero estos generan también una respuesta significativa al

comparar con el control de solucion salina (French et al. 2000).
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A pesar de que existen estudios sobre CCK y la saciedad, la mayoria de estos es realizado
mediante la medicion del efecto de CCK exdgena en lugar de evaluar la variacién de CCK
enddgena ante el consumo de diferentes alimentos (Gibbons et al. 2016); ademas, la
evaluacion del perfil de CKK plasmatica suele delimitarse a la primera hora o maximo los
primeros 120 minutos después de la ingesta o infusion del tratamiento (Liddle et al. 1984;
Liddle et al. 1985; Douglas et al. 1988; Chen et al. 2012). Mediciones de CCK en puntos de
tiempo mas alejados como los del presente trabajo preliminar podrian brindar nueva
informacidn sobre el comportamiento del péptido que es sintetizado después de la respuesta

primaria ante la ingesta.
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V. CONCLUSIONES

1. El aceite de sacha inchi disminuyo significativamente el consumo de alimento
durante los primeros 30 minutos posteriores a la suplementacion, al compararlo con

el control volumétrico (agua).

2. El aceite de sacha inchi disminuy6 significativamente el consumo diario total de

alimento comparado con ambos controles (aceite de coco y agua).

3. Preliminarmente, el aceite de sacha inchi parece producir un incremento en la

concentracion de CCK a los 120, 180 y 240 minutos después de la suplementacion.



VI. RECOMENDACIONES

Incrementar el nimero de dias de evaluacién del efecto sobre el consumo total para
poder conocer si existe efecto del aceite en el peso, la ingesta a mediano o largo plazo

(15 0 30 dias) y el perfil lipidico y hormonal de los animales.

Incluir mediciones de CCK en plasma desde los 30 minutos posteriores al tratamiento
y en un nimero mayor de animales para poder conseguir una curva de concentracion

completa y comparable con otros trabajos.

Incluir la medicién de CCK en otros 6rganos como el higado, el pancreas o la
vesicula biliar para contar con informacion de la CCK secretada en respuesta directa

a los tratamientos administrados.

Evaluar otros factores asociados a saciedad a partir de las mismas muestras de

plasma, como el péptido Y, la leptina y la apolipoproteina A-1V.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1: Informe de andlisis de ensayo del perfil de &cidos grasos para los aceites de
sacha inchi y coco.

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA
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%,

UNIDAD DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES

Informe de resultados

Solicitante: Izabd Guillén Valenzuela
Muestra: 1 muestra de aceite vegetal con cédigo: “Sacha inchi”.
Anadlisis: Perfil de 4&cidos grasos por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas

Fecha de entrega de Resultados: 4 marzo 2020

RESULTADOS

En las paginas 2 a 4 del presente informe.

Atentamente,

Dra. Rosario Rojas Duran

Unidad de Investigacion en Productos Naturales

LID-Laboratorio 209

e-mail: rosario.rojas@upch.pe
https://investigacion.cayetano.edu.pe/catalogo/productosnaturales/uipn
Teléfono: 51-1-3190000 Anexo 233227

Péaginalded

Av. Honorio Delgado 430, Lima 31 / Apartado Postal 4314
Central Telefonica: (511) 319-0000 2402 Secretaria Académica de
Facultad de Ciencias y Filosofia Alberto Cazorla Talleri

Informe del analisis en aceite de sacha inchi



PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE ACEITE DE
SACHA INCHI

Concentracion
ACIDO GRASO tr relativa
(min) (%)
Miristico (16:0) 13.66 0.02 £ 0.00
Palmitico (16:0) 17.29 4,74 +0.04
Palmitoleico (16:1) 18.60 0.04£0.01
Heptadecanoico (C17:0) 19.35 0.10+£0.01
Estearico (18:0) 21.47 3.6310.01
Oleico (18:1) 22.59 9.40 £ 0.02
Cis-11-octadecenoico (18:1) 22.73 0.60 £ 0.00
Linoleico (18:2) 2431 35.25 £ 0.15
Araquidico (20:0) 25.39 0.09 +£0.01
Y-Linolénico (18:3) 25.51 0.22+0.01
a-Linolénico (18:3) 26.33 45.51 £0.14
Cis-11-Eicosenoico (C20:1) 26.47 0.40+0.04
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Tim e-->

ACIDO GRASO

Concentracion
relativa
(%)

Saturados

8.58

Monoinsaturados

10.44

Poliinsaturados

80.98

Cromatograma de gases de Aceite de Sacha inchi
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Condiciones cromatograficas:

Equipo: Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector espectrometro de
masas Agilent Technologies 5975C.

Columna: Zebron 810021zb/7MG-G037-10, 250 °C: 100 m x 250 pm x 0.2 ym

Rampa de temperatura: Empieza en 120 °C por 1 min, sube a 10 °C/min hasta 175 °C por 10
min, luego a 5 °C/min hasta 210 °C por 5 min y finalmente 5 °C/min hasta 230 °C.

Tiempo de corrida: 37.5 min

Inyeccién: 1 pL

Split: 10: 1

Gas portador: He, 1ml/min

Muestra: 100 mg fue disuelto con 10 mL de pentano y se agregé 100 pL de KOH al 11.2 % en

Metanol. Se agité por 1 minuto y se centrifugd. El sobrenadante fue inyectado directamente al
GC-MS.
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b. Informe del anélisis en aceite de coco

Y
UAGQ INFORME DE ENSAYO

Ne de Referencia: AL-21/017087 Registrada en: AGQ Peru Cliente (*): Guillen Valenzuela Izabo
Analisis: 00023360-1 Centro Andlisis: Alkemi Domicilio NO INDICA
(*):
Tipo Muestra: Aceite de Coco Fecha Recepcion: 29/01/2021 Contrato: QMT-PE210100690
Fecha Inicio: 25/02/2021 Fecha Fin: 26/02/2021 Cliente 32(*): -—
Descripcion(*): Aceite de coco
Fecha/Hora 29/01/2021 Muestreado por: Janzen Trujillo
Muestreo:
Lugar de Muestreo: Lima
Punto de Muestreo: XXX1_Lima

A continuacion se exponen el Informe de Ensayo y Anexo Técnico asodados a la muestra, en los cuales se pueden consultar toda la informacién
relacionada con los ensayos realizados.

Los Resultados emitidos en este informe, no han sido corregidos con factores de recuperacion. Siguiendo el protocolo recogido en nuestro manual de
calidad, AGQ guardard bajo condiciones controladas la muestra durante un periodo determinado después de la finalizacion del andlisis. Una  vez
transcurrido  este  periodo, la muestra serd eliminada. Si desea informacion adicional o cualquier aclaracion, no dude en ponerse en contacto con
nosotros.

Covadonga Alonso Alonso
FECHA EMISION: 01/03/2021

OBSERVACIONES (*):

AGQ Alkemi

C/ Tierra de Barros, 2 28823 Coslada. Madrid. Espafia T: (+34) 916739149 atencioncliente @alkemi.es www.alkemi.es
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- INFORME DE ENSAYO

Ne de Referencia: AL-21/017087 Tipo Muestra:  Aceite de Coco

Descripcion(*): Aceite de coco Fecha Fin: 26/02/2021
Parametro Resultado Unidades Incert
Informacién Nutricional
Ac. Grasos insaturados (Grasa i ada) <0,05 g/100g C
Ac. Grasos Poliinsaturados (Grasa Poliinsaturada) <0,05 g/100g S
Ac. Grasos Saturados (Grasa Saturada) <0,05 g/100g %
Acidos Grasos Trans <0,05 g/100g =
Acidos Grasos
Ac. Alfa Linolénico (C18:3n3) <0,05 % -
Ac. Ardquico (€20:0) 0,10 % =
Ac. Araquidénico (C20:4n5c) <0,05 % =
Ac. Behénico (C22:0) <0,05 % =
Ac. Butirico (C4:0) <0,05 % -
Ac. Caprico (C10:0) 5,87 % =
Ac. Caprilico (C8:0) 7,07 % -
Ac. Caproico (C6:0) 0,55 % =
Ac. Dihommo-Gammalinolénico (C20:3n8c) <0,05 % =
Ac. Docosadienoico (C22:2n13c) <0,05 % e
Ac. Docosahexaenoico (C22:6ndc) DHA <0,05 % =
Ac. Eicosadienoico (€20:2n11c) <0,05 % =
Ac. Eicosapentaenoico (C20:5n5) EPA <0,05 % =
Ac. Eicosatrienoico (C20:3n11c) <0,05 % -
Ac. Elaidico (C18:1n%) <0,05 % C
Ac. Erucico (C22:1) <0,05 % -
Ac. Estearico (C18:0) 32 % -
Ac. Gadoleico (€20:1n9c) <0,05 % =
Ac. Gamma Linolénico (C18:3n6) <0,05 % e
Ac. Heneicosanoico (€21:0) <0,05 % -
Ac. Laurico (C12:0) 50 % -
Ac. Lignocerico (C24:0) <0,05 % =
Ac. Linoleico (C18:2n6c) 0,91 % =
Ac. Linoleidico (C18:2n6t) <0,05 % =
Ac. Margérico (C17:0) <0,05 % E
Ac. Margaroleico (C17:1) <0,05 % =
Ac. Miristico (C14:0) 18 % -
Ac. Miristoleico (C14:1) <0,05 % =
Ac. Nervénico (C24:1) <0,05 % C:
Ac. Oleico (C18:1n9c) 5,98 % E
Ac. Palmitelaidico (C16:1t) <0,05 % £
Ac. Palmitico (C16:0) 84 % =
Ac. Palmitoleico (C16:1c) <0,05 % =
Ac. Pentadecanoico (C15:0) <0,05 % =
Ac. Pentadecenoico (C15:1) <0,05 % -
Ac. Tricosaenoico (€23:0) <0,05 % =
Ac. Tridecanoico (C13:0) <0,05 % -
Ac. Undecanoico (C11:0) <0,05 % =

AGQ Alkemi

C/Tierra de Barros, 2 28823 Coslada. Madrid. Espafia T: (+34) 916739149 atencioncliente@alkemi.es www.alkemi.es
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. INFORME DE ENSAYO
Ne de Referencia: AL-21/017087 Tipo Muestra: Aceite de Coco
Descripcion(*): Aceite de coco Fecha Fin: 26/02/2021
ANEXO
Parametro PNT Técnica Ref. Norma, Lim Cuantif/ Detec (1)
Informacién Nutricional
Ac. Grasos Monoinsaturados (Grasa AQ-298 Cromat CGFID 0,05 g/100g
Monoinsaturada)
Ac. Grasos Poliinsaturados (Grasa AQ-298 Cromat CGFID 0,05 g/100g
Poliinsaturada)
Ac. Grasos Saturados (Grasa AQ-298 Cromat CGFID 0,05 g/100g
Saturada)
Acidos Grasos Trans AQ-298 Cromat CGFID 0,05 g/100g
Acidos Grasos
Ac. Alfa Linolénico (C18:3n3) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Ardquico (€20:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Araquidénico (C20:4n5c) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Behénico (C22:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Butirico (C4:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Caprico (€10:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05% .
Ac. Caprilico (C8:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % §
Ac. Caproico (C6:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05%
Ac. Dihommo-Gammalinolénico AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
(C20:3n8&c)
Ac. Docosadienoico (C22:2n13c) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Docosahexaenoico (C22:6n4c) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
DHA k-
Ac. Eicosadienoico (C20:2n11c) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % -'5
Ac. Eicosapentaenoico (C20:5n5) EPA AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Eicosatrienoico (C20:3n11c) AQ-298 Cromat CG FID 0,05 %
Ac. Elaidico (C18:1n%t) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Erucico (C22:1) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % %
Ac. Estearico (C18:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05% E
Ac. Gadoleico (C20:1n9c) AQ-298 Cromat CGFID 0,05% _§
Ac. Gamma Linolénico (C18:3n6) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % ;
Ac. Heneicosanoico (C21:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05% ?
Ac. Laurico (C12:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % f%
Ac. Lignocerico (C24:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % g
Ac. Linoleico (C18:2n6c) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % g
Ac. Linoleidico (C18:2n6t) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % E
Ac. Margérico (C17:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % ‘g
Ac. Margaroleico (C17:1) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % g
Ac. Miristico (C14:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05% g
Ac. Miristoleico (C14:1) AQ-298 Cromat CGFID 0,05% %
Ac. Nervénico (C24:1) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % ;;,
Ac. Oleico (C18:1n9c) AQ-298 Cromat CGFID 0,05% §
Ac. Palmitelaidico (C16:1t) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % E
Ac. Palmitico (C16:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 % =
Ac. Palmitoleico (C16:1c) AQ-298 Cromat CGFID 0,05%
Ac. Pentadecanoico (C15:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05%
Ac. Pentadecenoico (C15:1) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Tricosaenoico (C23:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Tridecanoico (C13:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05 %
Ac. Undecanoico (C11:0) AQ-298 Cromat CGFID 0,05%

AGQ Alkemi

C/Tierra de Barros, 2 28823 Coslada. Madrid. Espafia T: (+34) 916739149 atencioncliente@alkemi.es www.alkemi.es
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Anexo 2: Informe de analisis de ensayo de determinacion de flavonoides y del contenido

de quercetina en los aceites de sacha inchi y coco

UNIVERSIDAD PERUANA

~ CAYETANO HEREDIA

gosiulds

UNIDAD DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES

Informe de resultados

Solicitante: UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Muestra: 2 muestras de Aceites vegetales: aceite de sacha Inchiy
coco

Analisis: Servicio de cuantificacion de flavonoides totales y quercetina

en muestras de aceites vegetales-Convenio de gestion No.
183-2015-FONDECYT

Fecha de entrega de Resultados: 25 noviembre 2020

RESULTADOS

En las paginas 2 a 6 del presente informe.
Atentamente,

Dra. Rosario Rojas Duran

Unidad de Investigacion en Productos

Naturales LID-Laboratorio 209

e-mail: rosario.rojas@upch.pe
https://investigacion.cayetano.edu.pe/catalogo/productosnaturales/uipn
Teléfono: 51-1-3190000 Anexo 233227

Pagina1de5

Av. Honorio Delgado 430, Lima 31 / Apartado Postal 4314
Central Telefonica: (511) 319-0000 2402 Secretaria Académica de
Facultad de Ciencias y Filosofia Alberto Cazorla Talleri
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1.

INFORME DE RESULTADOS

Informacion de la muestra

Tipo de muestra: Muestras de aceites vegetales de sacha Inchi y coco

Solicitante: Universidad Nacional Agraria La Molina

Ensayos solicitados: Contenido de quercetina mediante cromatografia HPLC y determinacion de

flavonoides totales por método espectrofotométrico.

Fecha de recepcion de muestras: 29 octubre 2020

Procedimiento

2.1 Determinacién de contenido quercetina mediante cromatografia HPLC

Treinta gramos de aceite fueron disueltos en 50 ml de éter de petrdleo. La solucién fue extraida con
60x3 mL de MeOH-H20 (6:4). Las soluciones hidroalcohdlicas fueron reunidas y el solvente fue
eliminado en un rotavapor. Se redisolvid el extracto en metanol y se lavd con éter de petrdleo. El
extracto metandlico fue concentrado y se llevd a 5 mL en un fiola. Este extracto fue empleado para los

dos tipos de ensayos programados.
Condiciones: Columna: Kromasil Eternity XT-1.8-C18 (2.1 x 100 mm)

Temperatura: 30°C

Eluyente: A: H20-0.1%HCOOH B: ACN -> 0-10min:30%B, 10-20 min: 60%B, 20-25:60%B, 25-

26min: 30%B

2.2 Determinacién de flavonoides totales mediante por espectrofotometria

Se prepard una curva de calibracidon de catequina entre 80 y 50 ppb. El extracto obtenido en el paso

anterior se tratd de forma similar y se midié en un espectrofotémetro UV a 510 nm.

Pégina2de5
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3. Resultados

3.1 Determinacion del contenido de quercetina mediante cromatografia HPLC

La concentracién de quercetina en las muestras analizadas esta por debajo del limite de deteccién del
método (2 ppm), lo que no permite confirmar la presencia de quercetina. La concentracion segun el
valor del limite de deteccidn significaria que el contenido de quercetina, en caso la muestra contenga
el compuesto, estaria por debajo de los 0.33 mg quercetina/g muestra. Los cromatogramas de algunas
muestras (ver Anexo 1) exhiben sefiales que sugieren la presencia de otros compuestos diferentes de
la quercetina, posiblemente otros compuestos fendlicos.

3.2 Determinacion del contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides se expresa en mg de catequina por gramo de muestra, tal como se muestra en la
siguiente tabla:

Muestra mg catequina/g de muestra
Aceite de sacha inchi 0.049 +0.01
Aceite de coco 0.045 +0.02

Los valores de contenido total de flavonoides sustentan los resultados obtenidos en el analisis de quercetina
mediante HPLC. El bajo contenido no permitié cuantificar por encima del limite de deteccion.

Atentamente,

Dra. Rosario Rojas Duran

Unidad de Investigacion en Productos
Naturales LID-Laboratorio 209

e-mail: rosario.rojas@upch.pe

Pégina 3de 5
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Anexo 1. Cromatogramas HPLC de aceites vegetales

Estandar de quercetina (10 ppm)
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6. Muestra de aceite de coco

Retention Time
Name

18.120

20
2
2
E
10
0
0

10 2 "
Minutes
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Anexo 3: Boletin técnico del kit de Inmunoensayo enzimatico (EIA) para la deteccién

de CCK en plasma (RAB0039 - Sigma-Aldrich)

SIGMA-ALDRICH

Cholecystokinin (CCK) EIA Kit
for serum, plasma, culture supernatant, and cell lysates

Catalog Number RAB0039
Storage Temperature —20 °C

Product Description

The Cholecystokinin (CCK) Enzyme Immunoassay
(EIA) Kit is an in vitro quantitative assay for detecting
CCK peptide based on the principle of competitive
enzyme immunoassay. In this assay, a biotinylated
CCK peptide is spiked into the samples and standards.
The samples and standards are then added to the
plate, where the biotinylated CCK peptide competes
with endogenous (unlabelled) CCK for binding to the
anti-CCK antibody. After a wash step, any bound
biotinylated CCK then interacts with horseradish
peroxidase (HRP)-streptavidin, which catalyzes a color
development reaction. The intensity of the colorimetric
signal is directly proportional to the amount of captured
biotinylated CCK peptide and inversely proportional to
the amount of endogenous CCK in the standard or
samples. A standard curve of known concentration of
CCK peptide can be established and the concentration
of CCK peptide in the samples can be calculated
accordingly.

Components

1. 96 well plate coated with secondary antibody (Item
A) - RABO039A: 96 wells (12 strips x 8 wells)
coated with secondary antibody.

2. 20x Wash Buffer (Item B) - RABWASH3: 25 mL

3. EIA Cholecystokinin Peptide standard, Lyophilized
(Item C) - RAB0039C: 2 vials

4. Anti-CCK Detection Antibody, Lyophilized (Iltem N) -
RABOO39F: 2 vials

5. EIA CCK 5x Assay Diluent B (Item E) — RABDIL10:
15 mL of 5x concentrated buffer. Diluent for both
standards and samples, including serum or plasma,
cell culture media, or other sample types.

6. Biotinylated CCK Peptide, Lyophilized (Item F) -
RABO0039G: 2 vials

7. HRP-streptavidin (Item G) - RABHRP3: 600 pL of
40x concentrated HRP-conjugated Streptavidin.

8. CCK Positive Control Sample, Lyophilized (Item M)
- RABOO39K: 1 vial

sigma-aldrich.com

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA
Tel: (80Q) 521-8956 (314) 771-5765 Fax: (800) 325-5052 (314) 771-5757
email: techservice@sial.com sigma-aldrich.com

TECHNICAL BULLETIN

9. TMB One-Step Substrate Reagent (Item H): 12 mL
of 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) in buffered
solution.

10. Stop Solution (ltem I): 8 mL of 0.2 M sulfuric acid.

Reagents and Equipment Required but Not
Provided.

1. Microplate reader capable of measuring
absorbance at 450 nm

Precision pipettes to deliver 2 pL to 1 mL volumes
Adjustable 1-25 mL pipettes for reagent preparation
100 mL and 1 liter graduated cylinders

Absorbent paper

Ultrapure water

SigmaPlot software (or other software which can
perform four-parameter logistic regression models)
8. Tubes to prepare standard or sample dilutions

9. Orbital shaker

10. Aluminium foil

11. Plastic wrap

Non,swoN

Precautions and Disclaimer

For R&D use only. Not for drug, household, or other
uses. Please consult the Safety Data Sheet for
information regarding hazards and safe handling
practices.

Preparation Instructions
For sample and positive control dilutions, refer to
Preparation, steps 6, 7, and 8.

1. Keep kit reagents on ice during reagent preparation
steps. Equilibrate plate to room temperature before
opening the sealed pouch.

2. 5x Assay Diluent B (ltem E) should be diluted 5-fold
with ultrapure water.

3. Briefly centrifuge the anti-CCK Antibody vial
(Item N) and reconstitute with 55 pL of 1x Assay
Diluent B to prepare the antibody concentrate.
Pipette up and down to mix gently.
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4. The antibody concentrate should then be diluted 6.

100-fold with 1x Assay Diluent B (ltem E). This is
the anti-CCK antibody working solution, which will
be used in Assay Procedure, step 2.

Note: The following steps may be done during the
antibody incubation procedure (Procedure, step 2).

5. Briefly centrifuge the vial of biotinylated CCK
peptide (Item F) and reconstitute with 2 uL of
ultrapure water before use. Transfer the entire
contents of the Item F vial into a tube containing
5 mL of 1x Assay Diluent B. This is the Working
Stock of Item F. Pipette up and down to mix gently.
The final concentration of biotinylated CCK will be
40 pg/mL. This solution will be used as the diluent
in Preparation, steps 6, 7, and 9.

a.
b.
c.
d.
Figure 1.
Dilution Series for Standards
50 uL 50 ulL 50 uL 50 uL

1,000
pg/mL

100
pg/mL

10

pg/mL pg/mL

Preparation of Standards: Label 6 microtubes with
the following concentrations: 1,000 pg/mL,

100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL, 0.1 pg/mL, and

0 pg/mL. Pipette 450 pL of biotinylated CCK ltem F
working solution (prepared in Step 5) into each
tube, except for the 1,000 pg/mL (leave this one
empty).

Prepare a 2-fold dilution of Item F. To do this, add
2 mL of Working Stock Item F (see Preparation,
step 5) to 2 mL of 1x Assay Diluent B. The final
concentration of biotinylated CCK will be 20 pg/mL.

Note: It is very important to make sure the
concentration of biotinylated CCK is 20 pg/mL in all
standards.

Briefly centrifuge the vial of standard CCK peptide
(Item C) and reconstitute with 10 pL of ultrapure
water. In the tube labeled 1,000 pg/mL, pipette 8 uL
of ltem C and 792 plL of 20 pg/mL biotinylated CCK
solution prepared above. This is the CCK stock
solution (1,000 pg/mL CCK and 20 pg/mL
biotinylated CCK). Mix thoroughly. This solution
serves as the first standard.

To make the 100 pg/mL standard, pipette 50 uL of
1,000 pg/ml CCK stock solution into the tube
labeled 100 pg/mL. Mix thoroughly.

Repeat this step with each successive
concentration, preparing a dilution series as shown
in Figure 1. Each time, use 450 pL of biotinylated
CCK and 50 L of the prior concentration until

0.1 pg/mL is reached. Mix each tube thoroughly
before the next transfer.

The final tube (0 pg/mL CCK and 20 pg/mL
biotinylated CCK) serves as the zero standard (or
total binding).

pé/mL pg/mL
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7.

10.

Positive Control Preparation: Briefly centrifuge the
positive control vial (Item M) and reconstitute with
100 pL of ultrapure water before use. Add 100 pL
of Working Stock Item F (see Preparation, step 5)
to 100 pL of the prepared Positive Control

(ltem M). Mix thoroughly. This is a 2-fold dilution of
the Positive Control. The positive control is a cell
culture medium sample with an expected signal
between 10-30% of total binding (70-90%
competition) if diluted as described above. It may
be diluted further if desired, but be sure the final
concentration of biotinylated CCK is 20 pg/mL.

Sample Preparation: Use 1x Assay Diluent E plus
biotinylated CCK to dilute samples, including
serum/plasma, cell culture medium, and other
sample types.

Note: Itis very important to make sure the final
concentration of the biotinylated CCK is 20 pg/mL
in every sample. To perform a 2-fold dilution of the
sample, add 125 pL of Working Stock Item F (see
Preparation, step 5) to 125 uL of prepared sample.
The final concentration of biotinylated CCK will be
20 pg/ml. For a higher dilution of the sample, dilute
the sample with the appropriate Assay Diluent
before performing above step.

For example: to make a 4-fold dilution of sample,
dilute sample 2-fold (62.5 pL of sample plus 62.5
uL of 1x Assay Diluent B). Mix together 125 L of 2-
fold diluted Item F (Preparation, step 6), 125 puL of
the prepared sample; mix gently. The total volume
is 250 pL, enough for duplicate wells on the
microplate.

Do not use Item F diluent from Preparation, step 6
for sample preparation.

If ltem B (20x Wash Concentrate) contains visible
crystals, warm to room temperature and mix gently
until dissolved. Dilute 20 mL of Wash Buffer
Concentrate into ultrapure water to yield 400 mL of
1x Wash Buffer.

Briefly centrifuge the HRP-Streptavidin vial (Item
G) before use. The HRP-Streptavidin concentrate
should be diluted 40-fold with 1x Assay Diluent B.

Storage/Stability

The Standard, Biotinylated CCK peptide, and Positive
Control should be stored at =20 °C. Avoid repeated
freeze-thaw cycles.

The remaining kit components may be stored at 2-8 °C.

Opened microplate strips and antibody (ltem N) may be
store for up to 1 month at 2—8 °C. Return unused wells
to the pouch containing desiccant pack and reseal
along entire edge.

The kit remains active for up to 6 months.

Procedure

1.

Keep kit reagents on ice during reagent preparation
steps. It is recommended that all standards and
samples be run at least in duplicate.

Add 100 pL of anti-CCK antibody (Item N) (see
Preparation, step 4) to each well. Incubate for

1.5 hours at room temperature with gentle shaking
(1-2 cycles/sec) or incubate overnight at 4 °C.

Discard the solution and wash wells 4 times with
1x Wash Buffer (200-300 puL each). Washing may
be done with a multichannel pipette or an
automated plate washer. Complete removal of
liquid at each step is essential to good assay
performance. After the last wash, remove any
remaining Wash Buffer by aspirating or decanting.
Invert the plate and blot it against clean paper
towels.

Add 100 pL of each standard (see Preparation,
step 6), positive control (see Preparation, step 7)
and sample (see Preparation, step 8) into
appropriate wells. Be sure to include a blank well
(Assay Diluent only). Cover wells and incubate for
2.5 hours at room temperature with gentle shaking
(1-2 cycles/sec) overnight or at 4 °C.

Discard the solution and wash 4 times as directed
in step 3.

Add 100 pL of prepared HRP-Streptavidin solution
(see Preparation, step 10) to each well. Incubate
for 45 minutes with gentle shaking at room
temperature. It is recommended that incubation
time should not be shorter or longer than

45 minutes.

Discard the solution and wash 4 times as directed
in step 3.
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8. Add 100 pL of TMB One-Step Substrate Reagent
(Item H) to each well. Incubate for 30 minutes at
room temperature in the dark with gentle shaking
(1-2 cycles/sec).

9. Add 50 pL of Stop Solution (Item [) to each well.
Read absorbance at 450 nm immediately.

Results

Calculations

Calculate the mean absorbance for each set of
duplicate standards, controls and samples, and subtract
the blank optical density. Plot the standard curve using
SigmaPlot software (or other software which can
perform four-parameter logistic regression models),
with standard concentration on the x-axis and
percentage of absorbance (see calculation below) on
the y-axis. Draw the best-fit curve through the standard
points.

Percentage absorbance =
(B — blank OD)/(Bo — blank OD)

B = OD of sample or standard
Bo = OD of zero standard (total binding)

Typical Data
Standard curve is for demonstration only. Standard
curve(s) must be run with each assay.

CCKEIA

100

80 4

49

B/B0%

20 4

001 01 1 10 100 1000

Peptide concentration (pg/ml)

10000

Product Profile
Sensitivity: The minimum detectable concentration of
CCK is 0.2 pg/mL.

Reproducibility:
Intra-Assay: CV <10%
Inter-Assay: CV <15%

Detection Range: 0.1-1,000 pg/mL

Specificity

Cross-Reactivity: This kit shows no cross-reactivity with
any of the cytokines tested: Ghrelin, Nesfatin, NPY, and
APC.
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Appendix
Troubleshooting Guide
Problem Cause Solution
Inaccurate pipetting Check pipettes

Poor standard curve

Improper standard dilution

Ensure a brief spin of ltem C and dissolve
the powder thoroughly with gentle mixing.

Too brief incubation times

Ensure sufficient incubation time;
Procedure, step 2 may change to overnight

Low:signal Inadequate reagent volumes or Check pipettes and ensure correct
improper dilution preparation
Large CV Inaccurate pipetting Check pipettes

High background

Plate is insufficiently washed

Review the manual for proper wash. If using
a plate washer, check that all ports are
unobstructed.

Contaminated wash buffer

Make fresh wash buffer

Low sensitivity

Improper storage of the ELISA kit

Store the standard at <—20 °C after
reconstitution, others at 4 °C. Keep
substrate solution protected from light

Stop solution

Stop solution should be added to each well
before measurement.

Al,SM,SA,ANK,KCP,TD,KJ,MAM 07/19-1

©2019 Sigma-Aldrich Co. LLC. All rights reserved. SIGMA-ALDRICH is a trademark of Sigma-Aldrich Co. LLC, registered in the US and other
countries. Sigma brand products are sold through Sigma-Aldrich, Inc. Purchaser must determine the suitability of the product(s) for their
particular use. Additional terms and conditions may apply. Please see product information on the Sigma-Aldrich website at

www.sigmaaldrich.com and/or on the reverse side of the invoice or packing slip.
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Anexo 4: Datos del experimento

a. Consumo de alimento (g alimento/100g peso vivo) durante el primer intervalo de tiempo:
0-30 minutos

T1: Agua, T2: Aceite de coco, T3: Aceite de sacha inchi

Repeti- | Trata- | Consumo de alimento (9/100g PV): Intervalo 0-30 minutos
cién miento 1 2 3 4 5 6
1 T1 1.79 1.47 1.77 1.39 1.70 1.65
2 T1 1.88 141 1.69 1.27 1.64 1.53
3 T1 1.83 1.97 1.69 1.76 1.83 1.76
4 T1 3.07 2.60 2.77 2.56 2.23 2.54
5 T1 2.64 1.80 2.37 2.12 2.52 2.29
6 T1 1.60 1.37 1.35 154 1.45 1.77
7 T1 1.92 1.96 2.25 1.84 1.75 2.07
8 T1 2.37 2.35 2.42 2.53 1.73 2.54
9 T1 2.74 2.60 2.94 2.52 2.39 2.13
10 T1 3.11 251 3.07 2.25 2.74 2.23
11 T2 2.04 2.21 2.13 1.48 1.73 1.47
12 T2 1.61 1.15 1.43 1.30 1.08 1.36
13 T2 2.24 1.96 2.37 2.04 2.17 1.77
14 T2 1.92 2.08 1.94 1.73 1.52 1.62
15 T2 2.03 2.37 2.57 2.07 2.24 2.22
16 T2 2.18 1.86 2.10 1.78 1.88 1.86
17 T2 1.48 1.58 1.30 1.75 1.24 1.44
18 T2 2.64 1.38 2.98 2.30 2.26 2.19
19 T2 2.34 2.08 2.31 2.31 2.28 2.18
20 T2 1.77 1.94 1.67 1.39 1.65 1.83
21 T3 1.86 1.94 2.16 2.10 1.92 1.95
22 T3 1.72 1.47 1.84 1.80 1.48 1.55
23 T3 1.67 2.22 1.84 2.03 1.62 1.75
24 T3 1.99 1.65 1.98 1.90 1.64 1.55
25 T3 2.07 1.78 1.78 2.10 1.54 2.41
26 T3 1.65 1.43 1.69 1.64 1.63 1.64
27 T3 1.74 1.53 1.87 1.52 1.57 1.91
28 T3 2.20 2.04 2.51 2.34 2.28 2.01
29 T3 3.22 2.58 3.41 3.24 2.46 2.46
30 T3 1.78 1.90 2.43 2.11 1.98 2.13
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b. Consumo de alimento (g alimento/100g peso vivo) durante el primer intervalo de tiempo:
30-60 minutos

T1: Agua, T2: Aceite de coco, T3: Aceite de sacha inchi

Repeti- | Trata- | Consumo de alimento (g/100g PV): Intervalo 30-60 minutos
cién miento 1 2 3 4 5 6
1 T1 0.17 0.59 0.61 0.76 0.88 0.51
2 T1 0.15 0.36 0.46 0.51 0.97 0.18
3 T1 0.08 0.67 0.66 0.46 0.53 0.65
4 T1 1.68 1.26 1.28 1.35 1.66 1.52
5 T1 1.16 0.52 1.31 0.62 1.04 0.50
6 T1 0.99 0.71 0.63 0.84 0.92 0.81
7 T1 0.76 0.79 0.77 0.71 1.40 1.13
8 T1 0.83 0.48 0.56 0.66 1.32 0.42
9 T1 0.54 0.55 0.20 0.52 0.00 0.68
10 T1 1.13 1.27 0.78 0.95 0.55 0.83
11 T2 0.73 1.00 0.88 0.58 0.32 1.20
12 T2 0.75 0.30 0.00 0.53 0.00 0.39
13 T2 0.10 0.79 0.99 1.21 0.31 0.65
14 T2 0.99 0.91 0.34 1.14 0.90 0.68
15 T2 1.56 0.81 1.11 0.77 0.97 0.48
16 T2 1.55 1.45 1.13 0.58 0.59 0.05
17 T2 0.87 0.40 0.72 0.04 0.84 0.62
18 T2 0.86 0.41 0.80 0.84 0.58 0.14
19 T2 1.27 0.48 0.65 0.55 0.56 0.22
20 T2 0.63 0.00 0.00 0.00 0.15 0.92
21 T3 0.15 0.04 1.25 0.55 0.16 0.84
22 T3 0.66 0.93 0.93 0.98 0.50 1.21
23 T3 1.22 1.08 1.08 0.77 0.82 0.75
24 T3 0.54 0.77 0.65 0.82 0.93 1.03
25 T3 0.03 0.06 0.49 0.08 0.06 0.85
26 T3 0.84 0.69 0.72 1.03 0.34 1.13
27 T3 1.01 1.08 1.11 1.32 0.41 0.92
28 T3 0.63 1.05 1.35 1.56 1.20 1.05
29 T3 1.62 0.48 0.16 0.64 0.27 0.49
30 T3 0.25 0.18 0.42 0.14 0.23 0.67
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c¢. Consumo de alimento (g alimento/100g peso vivo) durante el primer intervalo de tiempo:
60-90 minutos

T1: Agua, T2: Aceite de coco, T3: Aceite de sacha inchi

Repeti- | Trata- | Consumo de alimento (g/100g PV): Intervalo 60-90 minutos
cién miento 1 2 3 4 5 6
1 T1 0.43 0.00 0.00 0.39 0.22 0.35
2 T1 0.02 0.04 0.00 0.33 0.00 0.34
3 T1 0.34 0.00 0.57 0.00 0.03 0.69
4 T1 0.33 0.66 0.74 0.49 0.54 0.62
5 T1 0.47 0.00 0.68 0.02 0.00 0.04
6 T1 0.13 0.54 0.43 0.29 0.42 0.39
7 T1 0.53 0.09 0.81 0.91 0.65 0.00
8 T1 0.90 0.60 1.00 0.67 0.00 0.35
9 T1 0.00 0.33 1.01 0.33 0.23 0.34
10 T1 0.49 0.15 0.76 0.79 0.08 1.32
11 T2 0.17 0.41 0.00 0.04 0.43 0.00
12 T2 0.53 0.31 0.39 0.27 0.00 0.00
13 T2 0.09 0.04 0.00 0.90 0.41 0.35
14 T2 0.81 0.83 0.24 0.45 0.57 1.39
15 T2 0.61 0.00 0.44 0.90 0.04 0.66
16 T2 0.64 0.38 0.00 0.83 0.73 0.74
17 T2 0.06 1.24 0.00 0.92 0.00 0.00
18 T2 0.87 0.88 0.13 1.22 0.06 0.87
19 T2 0.08 0.19 0.70 0.00 0.50 1.18
20 T2 0.50 0.00 0.89 0.68 0.00 0.09
21 T3 0.67 0.79 0.03 0.00 0.58 0.03
22 T3 0.40 0.24 0.61 0.68 0.70 0.28
23 T3 1.24 0.70 1.42 0.83 0.70 1.32
24 T3 0.79 0.43 0.61 0.91 0.56 0.86
25 T3 0.00 0.03 0.04 0.59 0.30 0.03
26 T3 0.74 0.83 0.87 0.60 0.86 0.68
27 T3 0.29 0.56 0.05 0.54 0.99 0.57
28 T3 0.42 0.61 0.54 0.53 1.00 0.46
29 T3 0.29 0.10 0.85 0.11 1.21 0.21
30 T3 0.14 0.92 0.83 0.69 0.78 0.02
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d. Consumo de alimento (g alimento/100g peso vivo) durante el primer intervalo de tiempo:
90-120 minutos

T1: Agua, T2: Aceite de coco, T3: Aceite de sacha inchi

ReReti- Trata— Consumo de alimento é?i/r}ggogs PV): Intervalo 90-120
cion miento 1 > 3 4 5 5
1 T1 0.49 0.55 0.00 0.00 0.00 0.00
2 T1 0.84 0.50 0.00 0.00 0.05 0.38
3 T1 0.31 0.94 0.00 0.82 0.10 0.00
4 T1 0.04 0.03 0.49 0.04 0.00 0.00
5 T1 0.14 0.99 0.00 1.18 0.21 0.36
6 Tl 0.39 0.22 0.49 0.00 0.08 0.75
7 T1 0.33 0.18 0.76 0.00 0.50 0.73
8 T1 0.14 0.03 0.59 0.04 0.43 1.08
9 Tl 1.77 0.38 0.00 0.59 0.83 0.31
10 T1 1.17 1.37 0.65 0.79 1.11 0.02
11 T2 0.63 0.08 0.00 0.00 0.09 0.02
12 T2 0.63 0.40 0.00 0.00 0.56 0.80
13 T2 0.54 0.08 0.00 0.17 1.03 0.88
14 T2 0.49 0.81 0.71 0.66 0.80 0.97
15 T2 0.00 1.09 0.00 0.03 0.07 0.05
16 T2 0.00 0.59 0.77 0.05 0.00 0.76
17 T2 0.35 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
18 T2 0.15 0.76 0.79 0.07 0.84 0.15
19 T2 0.37 0.83 0.86 0.92 0.66 0.00
20 T2 0.00 0.86 0.00 0.00 1.86 0.00
21 T3 0.23 0.02 0.06 0.66 0.59 1.21
22 T3 0.58 0.78 0.85 0.65 0.44 0.18
23 T3 1.20 0.22 0.82 0.55 0.85 0.80
24 T3 1.22 1.09 0.09 0.63 0.04 0.03
25 T3 1.42 1.26 0.02 0.21 0.79 1.27
26 T3 0.14 0.26 0.61 0.99 0.08 1.06
27 T3 0.51 0.56 1.26 0.05 0.26 0.98
28 T3 0.50 0.49 0.48 0.88 0.21 0.75
29 T3 0.58 1.20 0.05 1.49 0.00 0.00
30 T3 0.98 0.05 0.29 0.04 0.05 1.04
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e. Consumo de alimento (g alimento/100g peso vivo) durante el primer intervalo de tiempo:
120-150 minutos

T1: Agua, T2: Aceite de coco, T3: Aceite de sacha inchi

ReReti- Trata— Consumo de alimento (r%%]%(igsPV). Intervalo 120-150
cion miento 1 > 3 4 5 5
1 T1 0.35 0.03 0.78 0.00 0.00 0.08
2 T1 0.05 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00
3 T1 0.00 0.00 0.00 0.02 0.94 0.00
4 T1 0.04 0.13 0.33 0.68 0.00 1.69
5 T1 0.00 0.74 0.00 0.00 0.81 0.83
6 Tl 0.00 0.00 0.65 0.00 0.00 0.07
7 T1 0.00 0.77 0.00 0.60 0.00 0.72
8 T1 1.03 0.99 0.03 0.43 0.24 0.00
9 Tl 0.00 0.61 0.28 0.69 0.74 0.63
10 T1 0.00 0.15 0.00 0.03 0.62 0.21
11 T2 0.02 0.00 0.35 0.00 0.51 0.00
12 T2 0.00 0.75 0.40 0.43 0.45 0.38
13 T2 0.00 1.24 1.60 0.00 1.16 0.00
14 T2 0.54 0.94 1.14 0.06 1.02 0.00
15 T2 0.00 0.02 0.00 0.07 0.00 0.00
16 T2 0.77 1.06 0.00 3.41 0.05 0.18
17 T2 0.60 0.00 1.09 0.86 0.77 0.70
18 T2 0.24 0.18 0.11 0.08 0.60 0.05
19 T2 0.00 0.00 0.00 0.51 0.98 0.99
20 T2 0.00 0.00 0.00 1.11 0.07 0.00
21 T3 0.46 0.70 0.03 0.27 0.40 0.44
22 T3 0.48 0.68 0.00 0.49 0.44 0.03
23 T3 0.64 0.91 0.00 0.58 0.12 0.00
24 T3 0.81 0.04 0.07 0.03 0.03 0.00
25 T3 0.00 0.03 1.48 0.35 0.06 0.05
26 T3 0.92 0.35 0.51 0.74 1.02 0.86
27 T3 0.93 0.77 0.60 0.99 0.53 0.61
28 T3 0.92 0.73 0.66 0.04 0.36 0.81
29 T3 0.46 0.56 0.00 0.02 0.03 0.52
30 T3 1.14 0.29 0.03 0.44 1.19 0.11
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f. Consumo total diario de alimento (g alimento/100g peso vivo)

T1: Agua, T2: Aceite de coco, T3: Aceite de sacha inchi

Repeti- | Trata- Consumo diario de alimento (g/100g PV)
cién miento 1 2 3 4 5 6
1 T1 8.03 6.81 5.67 6.18 6.50 7.20
2 T1 8.09 6.86 8.11 6.40 7.64 6.58
3 T1 6.51 7.02 6.30 6.24 6.66 6.35
4 T1 10.62 9.81 11.19 9.20 9.04 9.63
5 T1 9.53 7.72 8.11 7.71 8.76 7.56
6 T1 8.84 8.52 8.61 7.38 7.38 8.50
7 T1 7.80 8.48 9.01 7.84 8.76 9.05
8 T1 10.85 9.32 10.04 8.39 8.78 8.55
9 T1 12.28 11.99 12.37 12.09 10.18 10.34
10 T1 11.66 10.27 10.96 9.46 10.05 8.72
11 T2 9.06 9.21 9.20 7.99 7.99 7.90
12 T2 7.39 6.38 6.53 7.53 6.34 6.00
13 T2 8.50 9.20 8.86 7.34 8.70 6.58
14 T2 9.54 10.03 8.90 1.74 8.08 8.15
15 T2 8.77 8.17 7.90 8.11 7.72 7.38
16 T2 10.33 8.67 9.74 8.07 8.86 8.02
17 T2 7.90 7.42 7.55 7.19 7.09 6.40
18 T2 11.19 10.24 9.68 9.82 10.17 8.21
19 T2 10.13 10.28 11.01 9.76 10.98 9.36
20 T2 6.03 6.97 6.39 6.62 6.93 7.09
21 T3 7.44 7.45 7.96 7.21 7.49 6.80
22 T3 6.45 6.95 7.09 7.53 7.47 6.30
23 T3 8.40 7.74 8.35 7.64 7.03 7.90
24 T3 7.36 7.40 8.07 8.17 6.52 7.66
25 T3 6.92 6.59 7.00 7.31 6.21 7.37
26 T3 1.74 7.82 7.61 7.55 7.51 8.02
27 T3 9.15 8.71 8.79 9.25 8.12 8.87
28 T3 8.29 8.67 8.62 7.75 8.74 8.67
29 T3 9.26 9.49 7.71 8.28 8.06 7.22
30 T3 8.14 8.40 8.71 8.30 8.65 7.86
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Anexo 5: Evaluacion de los supuestos basicos (normalidad de los datos y homogeneidad

de varianzas)

a. Intervalo 0-30 minutos

Prueba Estadistico p-valor Resultado
Shapiro-Wilk (Normalidad) W=0.97839  0.006761  Serechaza Ho
Bartlett (Homogeneidad de varianzas) K=2.6292 0.2686 Se acepta Ho
b. Intervalo 30-60 minutos

Prueba Estadistico p-valor Resultado
Shapiro-Wilk (Normalidad) W=0.9838 0.03515 Se rechaza Ho
Bartlett (Homogeneidad de varianzas) K=0.24256 0.8858 Se acepta Ho
c. Intervalo 60-90 minutos

Prueba Estadistico p-valor Resultado
Shapiro-Wilk (Normalidad) W=0.97081  0.0007948 Se rechaza Ho
Bartlett (Homogeneidad de varianzas) K=2.2238 0.3289 Se acepta Ho
d. Intervalo 90-120 minutos

Prueba Estadistico p-valor Resultado
Shapiro-Wilk (Normalidad) W=0.926 6.23e-08  Serechaza Ho
Bartlett (Homogeneidad de varianzas) K=0.17369 0.9168 Se acepta Ho
e. Intervalo 120-150 minutos

Prueba Estadistico p-valor Resultado
Shapiro-Wilk (Normalidad) W=0.82636  2.267e-13  Se rechaza Ho
Bartlett (Homogeneidad de varianzas) K=16.224 3e-04 Se rechaza Ho
f. Consumo diario

Prueba Estadistico p-valor Resultado
Shapiro-Wilk (Normalidad) W=0.99298  0.5412 Se acepta Ho
Bartlett (Homogeneidad de varianzas) K=33.8 4.575e-08  Se rechaza Ho
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Anexo 6: Estadistica no paramétrica: Prueba de Friedman y DMS de Fisher

a. Intervalo 0-30 minutos
Prueba de Friedman

F  DF-error p-valor t-valor DMS

7 10 0.0013402 2.228139 5.457803

Tratamiento  Media Sum.rang DE r Min  Max Q25 Q50 Q75
CONTROL 2.093000 17 0.4886623 60 1.27 3.11 1.7225 2.02 2520
ISOCALORICO 1.896667 8 0.3992734 60 1.08 298 1.6025 1.93 2.195
SACHA INCHI 1.970167 11 0.4212552 60 143 341 1.6500 1.90 2.115
Comparacion por pares con la prueba DMS de Fisher

Comparacion por pares Diferencia p-valor  SignificanciaLCL UCL
CONTROL - ISOCALORICO 9 0.0043  ** 3.54 14.46
CONTROL - SACHA INCHI 6 0.0343 * 0.54 11.46
ISOCALORICO - SACHA INCHI -3 0.2487 -8.46 2.46
Comparacién por grupos

Tratamientos Sum.rangos  Grupos

CONTROL 17 a

SACHA INCHI 11 b

ISOCALORICO 8 b

b. Intervalo 30-60 minutos

Prueba de Friedman

F  DF-error p-valor t-valor DMS

0.62 10 0.5370238 2.228139 7.971632

5

Tratamiento Media rankSum DE r Min Max Q25 Q50 Q75
CONTROL 0.7638333 14 0.3843070 60 0.00 168 0.5200 0.695 0.975
ISOCALORICO 0.6548333 10 0.4017567 60 0.00 156 0.3775 0.650 0.903
SACHA INCHI 0.7203333 12 0.4092447 60 0.03 1.62 0.4175 0.760 1.035
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Comparacion por pares con la prueba DMS de Fisher

Comparacion por pares Diferencia p-valor  SignificanciaLCL UCL
CONTROL - ISOCALORICO 4 0.2897 -3.97 11.97
CONTROL - SACHA INCHI 2 0.5884 -5.97 9.97
ISOCALORICO - SACHA INCHI -2 0.5884 -9.97 5.97

Comparacién por grupos

Tratamientos Sum.rangos  Grupos
CONTROL 14 a
SACHA INCHI 12 a
ISOCALORICO 10 a

¢. Intervalo 60-90 minutos

Prueba de Friedman

F DF-error p-valor t-valor DMS

2.826087 10 0.0632608 2.228139 6.75828

Tratamiento  Media rankSum DE r Min  Max Q25 Q50 Q75
CONTROL 0.3813333 8 0.3210970 60 O 1.32 0.0400 0.345 0.605
ISOCALORICO 0.4276667 13 0.3904034 60 O 1.39 0.0400 0.400 0.733
SACHA INCHI 0.5610000 15 0.3560408 60 O 1.42  0.2875 0.595 0.800
Comparacion por pares con la prueba DMS de Fisher

Comparacion por pares Diferencia p-valor SignificanciaLCL UCL
CONTROL - ISOCALORICO -5 0.1303 -11.76 1.76
CONTROL - SACHA INCHI -7 0.0437 * -13.76 -0.24
ISOCALORICO - SACHA INCHI -2 0.5245 -8.76  4.76

Comparacioén por grupos

Tratamientos Sum.rangos  Grupos
SACHA INCHI 15 a
ISOCALORICO 13 ab

CONTROL 8 b
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d. Intervalo 90-120 minutos
Prueba de Friedman

F DF-error p-valor t-valor DMS

4.565217 10 0.0123116 2.228139 5.852842

Tratamiento  Media rankSum DE r Min Max Q25 Q50 Q75
CONTROL 0.4030000 9.0 0.4226081 60 O 1.77 0.0275 0.32 0.670
ISOCALORICO 0.3871667 10.5 0.4188608 60 O 1.86 0.0000 0.16 0.763
SACHA INCHI 0.5766667 16.5 0.4406762 60 O 1.49 0.1700 0.57 0.905
Comparacion por pares con la prueba DMS de Fisher

Comparacion por pares Diferencia p-valor  SignificanciaLCL UCL
CONTROL - ISOCALORICO -15 0.5806 -7.35 435
CONTROL - SACHA INCHI -1.5 0.0171  * -13.35 -1.65
ISOCALORICO - SACHA INCHI  -6.0 0.0455 * -11.85 -0.15
Comparacién por grupos

Tratamientos Sum.rangos  Grupos

SACHA INCHI 16.5 a

ISOCALORICO 10.5 b

CONTROL 9.0 b

e. Intervalo 120-150 minutos

Prueba de Friedman

F DF-error p-valor t-valor DMS

2.5 10 0.0864245 2.228139 6.903636

Tratamiento  Media rankSum DE r Min  Max Q25 Q50 Q75
CONTROL 0.2838333 8 0.3826141 60 O 1.69 0.00 0.040 0.623
ISOCALORICO 0.4248333 14 0.5885100 60 O 341 0.00 0.145 0.755
SACHA INCHI 0.4460000 14 0.3752342 60 O 148 0.04 0.450 0.708
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Comparacion por pares con la prueba DMS de Fisher

Comparacion por pares Diferencia p-valor  SignificanciaLCL UCL
CONTROL - ISOCALORICO -6 0.0816 -129 0.9
CONTROL - SACHA INCHI -6 0.0816 -129 0.9
ISOCALORICO - SACHA INCHI 0 1.0000 -6.9 6.9
Comparacién por grupos

Tratamientos Sum.rangos  Grupos

ISOCALORICO 14 a

SACHA INCHI 14 a

CONTROL 8 a

f. Consumo diario

Prueba de Friedman

F  DF-error p-valor t-valor DMS

31 10 0 2.228139 3.151064

Tratamiento  Media rankSum DE r Min  Max Q25 Q50 Q75
CONTROL 8.641667 18 1.7061436 60 5.67 12.37 7.380 8.535 9.675
ISOCALORICO 8.321500 11 1.3542561 60 6.00 11.19 7.370 8.095 9.247
SACHA INCHI 7.829000 7 0.7695248 60 6.21 9.49 7.368 7.745 8.363
Comparacion por pares con la prueba DMS de Fisher

Comparacion por pares Diferencia p-valor SignificanciaLCL UCL
CONTROL - ISOCALORICO 7 0.0006 faiaka 3.85 10.15
CONTROL - SACHA INCHI 11 0.0000 faiaka 785 14.15
ISOCALORICO - SACHA INCHI 4 0.0179 * 085 7.15

Comparacioén por grupos

Tratamientos Sum.rangos  Grupos
CONTROL 18 a
SACHA INCHI 11 b

ISOCALORICO 7 C
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Anexo 7: Consumo diario total de alimento expresado como porcentaje del consumo
diario con respecto al control volumétrico — Agua (%CDRC)

Tratamiento Dia %CDRC
94.30
99.75
94.90
99.14
98.94
91.06
84.02
91.29
88.41
97.68
90.50
92.95

Aceite de coco

Aceite de sacha inchi

o O AW N PO O DWwW N
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Anexo 8: Peso ganado (g) durante la evaluacion de consumo de alimento (6 dias) y
andlisis estadistico

a. Datos para cada tratamiento (T1: Agua, T2: Aceite de coco, T3: Aceite de sacha inchi)

Tratamiento Ga;eigc(lg%de Tratamiento Ga;ezzgc(lg)de Tratamiento Ga;eigc(lg)de
T1 26 T2 36 T3 26
Tl 28 T2 25 T3 17
Tl 32 T2 40 T3 33
T1 60 T2 40 T3 27
Tl 29 T2 36 T3 27
T1 20 T2 50 T3 24
Tl 0 T2 22 T3 29
T1 51 T2 45 T3 34
T1 50 T2 40 T3 25
Tl 67 T2 25 T3 28

b. ANOVA de un solo factor (tratamiento)

term Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

trat_sust 2 553 276.4 1.586 0.223

Residuals 27 4705 174.3 NA NA
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Anexo 9: Concentracion de CCK plasmatica (pg/ml) en ratas a diferentes tiempos post

tratamiento

T1: Agua, T2: Aceite de coco, T3: Acido a-linolénico, T4: Aceite de sacha inchi

Tratamiento | Tiempo (min) | Repeticion | Media + DE*
Basal 0 1 61.96 + 8.58
Basal 0 2 77.02+1.72

T1 90 1 21.19£5.48
T1 120 1 26.50 £ 1.42
T1 150 1 125.56 + 15.69
T1 180 1 80.44 +1.48
T1 240 1 39.20 £ 0.88
Tl 240 2 53.24 +12.36
T1 240 3 64.95 = 7.40
T3 120 1 68.56 + 4.97
T3 150 1 73.30 £ 2.76
T3 180 1 55.31+1.88
T3 210 1 60.71 + 4.38
T3 210 2 59.59 + 10.04
T3 240 1 39.82 +3.54
T2 90 1 68.17 £ 1.51
T2 120 1 59.42 +1.82
T2 180 1 49.98 + 2.68
T2 240 1 37.99 £1.03
T2 240 2 34.65 + 4.76
T4 120 1 138.81 + 31.81
T4 150 1 106.36 £ 5.21
T4 150 2 79.65 £ 5.30
T4 180 1 131.01 £6.77
T4 180 2 163.75 + 31.31
T4 210 1 55.77 £1.91
T4 240 1 100.70 £ 4.70

* Todas las muestras fueron analizadas

triplicado.

por duplicado o
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