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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad de la enzima glutation S-transferasa (GST) en higado de
animales provenientes de sistemas de alimentacion que incluyen o no antimicrobianos.
Metodologia: Se utiliz6 muestras de higado provenientes de aves, cerdos y cuyes, tres de
cada especie, beneficiados al peso recomendado para consumo humano. Las muestras de
higado fueron homogenizadas y centrifugadas, obteniendo la fraccién citosdlica para
determinar el contenido de proteinas totales y la actividad de la GST. Los ensayos cinéticos
consistieron en la lectura del conjugado 2,4-dinitrofenil-S-glutation en espectrofotometro
producto de la reaccién del 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, glutation reducido y extracto
citosdlico de higado en un tampoén de reaccion. Resultados: La actividad de la GST fue
mayor en cerdos que consumieron alimento con antimicrobianos (p = 0.04), mientras que no
hubo diferencias significativas para la actividad de la GST en el higado de aves (p = 0.17).
Sin embargo, la actividad de la GST fue mayor en cuyes que consumieron alimento sin
antimicrobianos (p = 0.02). Conclusiones: La actividad incrementada de la GST en cerdos
sugieren potencial de esta enzima como biomarcador para animales que consumen alimentos
con antimicrobianos. La alimentacion en cuyes, ademas del concentrado, incluye forraje

verde, un factor que podria influir en la actividad de la GST.

Palabras clave: Biomarcador, GS-DNB, Actividad enzimatica.



ABSTRACT

Objective: To determine the activity of the enzyme glutathione S- transferase (GST) in the
liver of animals from feeding systems that include or not antimicrobials. Methodology: The
liver samples from poultry, pigs and guinea pigs were used, three of each species, benefited
to the recommended weight for human consumption. The liver samples were homogenized
and centrifuged, obtaining the cytosolic fraction to determine the total protein content and
GST activity. The kinetic assays consisted of reading the conjugate 2,4-dinitrophenyl-S-
glutathione in a spectrophotometer, product of the reaction of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene,
reduced glutathione and cytosolic extrac of liver in a buffer of reaction. Results: The GST
activity was higher in pigs fed antimicrobials feed the probability ( p = 0.04 ), while there
was no signicant difference for GST activity in bird liver ( p =0.17) . However, GST activity
was higher in guinea pigs consuming feed without antimicrobials (p = 0.02). Conclusions:
The increased activity of GST in pigs suggests the potential of this enzyme as a biomarker
for animals consuming feed containing antimicrobials. The feed in guinea pigs, in addition
to the concentrate, includes green forage, a factor that could influence the activity of the
GST.

Keywords: Biomarker, GS-DNB, enzyme activity.



INTRODUCCION

La produccidn de alimentos de origen animal en un inicio considero que era necesario
incluir productos veterinarios para enfrentar los desafios venideros en sistemas de alta
produccion intensiva. Dosis bajas y subterapeuticos de antimicrobianos mejora el
crecimiento y la eficiencia de conversion alimenticia, previniendo y controlando
enfermedades (Niewold, 2007), previene la transmision de patdgenos zoonoticos (Doyle &
Erickson, 2006) y mejora el medio ambiente (Kobayashi, 2010). Sin embargo, después
que las investigaciones mostraron que el uso de antibidticos conlleva hacia el desarrollo de
resistencia microbial, se comenzé a cuestionar, limitar, y prohibir su uso en algunos paises
como Suecia, con el fin de evitar los efectos adversos del desarrollo de resistencia y la
eliminacién de residuos de drogas de la carne (Hamid et al., 2019).

La mayoria de los animales, incluidos los humanos, estan expuestos diariamente a
una gran cantidad de compuestos quimicos en el aire, el agua o los alimentos. Algunos de
estos compuestos quimicos son moléculas de sefializacion que transportan informacion
valiosa sobre el entorno del animal (p. ej., la presencia de alimentos, depredadores o
miembros del sexo opuesto), mientras que otros son toxicos y deben evitarse o eliminarse
(Hahn, 2002). Para esto ultimo, los animales han desarrollado enzimas inducibles y
transportadores para facilitar la biotransformacion y eliminacidén de xenobioticos que se

encuentran en el ambiente (Uno et al., 2012 & Burkina et al., 2015).

Los componentes enzimaticos inducibles para la eliminacion de sustancias toxicas
incluyen las enzimas glutation S- transferasas (GST) por lo que en los Ultimos afios se le
ha prestado mucha atencién. Los resultados del estudio de Pugazhendhi et al. (2017)
indican claramente que GST juega un papel vital en la proteccion contra xenobioticos
incluyendo varios tipos de antibioticos, pero también la enzima parece estar involucrada
en la desintoxicacion de agentes antimicrobianos. La sensibilidad e inducibilidad de las
GST bajo exposicion a muchos xenobioticos demuestran el papel vital de las Fases | y Il
en la biotransformacién (Ku et al., 2014), por lo que es utilizada biomarcadores para

evaluar la contaminacién del medio ambiente (Uno et al., 2012).

La actividad de la GST podria ser utilizado como un biomarcador para productos
de origen animal provenientes de sistemas de produccidn intensiva. Los sistemas de

produccion



intensiva se caracteriza por utilizar antimicrobianos en la dieta para maximizar la
produccion animal mientras que un sistema extensivo los animales son criados con una
alimentacion bésica de bajo costo con fines de apoyar la economia familiar. En ambos
sistemas, la actividad de la GST podria mostrarse diferente. El objetivo de la presente
investigacion fue determinar la actividad hepéatica de la GST en animales de importancia
zootécnica provenientes de producciones que incluyen o no antimicrobianos en el

alimento.



CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.  Descripcion de la realidad problemética

Los antibidticos son compuestos sintéticos organicos, quimicos o elementos
inorgénicos simples, administrados en pequefias cantidades con la finalidad de mejorar la
tasa de crecimiento y conversion alimenticia de los animales, por los que se les denomina
promotores de crecimiento. Los antibidticos, como la oxitetraciclina, son ampliamente
utilizados en medicina veterinaria y humana (Al-Mohaimeed et al., 2021), y su utilizacién
sin las minimas restricciones haria que su metabolismo en el organismo objetivo sea
ineficiente conllevando a la eliminacion de mayores cantidades de residuos del producto

activo y sus metabolitos al medio ambiente.

Se ha informado que el consumo de antibidticos de la industria agricola (pecuaria)
es aproximadamente el triple que el de los humanos (Van Boeckel et al., 2019), y los altos
niveles de antibidticos en el entorno agricola podrian crear presiones de seleccion que
contribuyen a la aparicion y persistencia de genes de resistencia a los antibidticos en
bacterias y parasitos (Wellington et al., 2013). Las bacterias adquieren resistencia a los
antibidticos al llevar genes de resistencia a los antibidticos, y estas bacterias pueden
transferirse del medio ambiente y los animales a los humanos de varias maneras, lo que

representa un riesgo para la salud de los humanos (Martinez, 2008).

En los ultimos afos, se ha prestado mucha atencion al glutation S- transferasas
(GST) debido a su capacidad de biotransformacion de los antibioticos. Los resultados del
estudio de Pugazhendhi et al. (2017) indican claramente que GST juega un papel vital en
la proteccidn contra varios tipos de antibidticos, pero también la enzima parece estar
involucrada en la desintoxicacion de agentes antimicrobianos. Por lo tanto, la reaccion
mediada por GST esta involucrada en la biotransformacion de xenobioticos (Pugazhendhi
etal., 2017).

La actividad de la GST podria ser utilizado como un indicador del uso de
antimicrobianos. Los sistemas de produccion intensiva utilizan antimicrobianos para
alcanzar el éptimo productivo, mientras que en un sistema de crianza familiar o traspatio
la prioridad no es expresar el maximo potencial del organismo animal. En ambos sistemas,

la actividad de la GST podria mostrarse diferente.



1.2. Formulacién del problema

1.2.1. Problema general

¢Laactividad de la enzima hepética GST es diferente entre los animales de diferentes

sistemas de produccion?

1.2.2. Problemas especificos

* Laactividad hepatica de la enzima GST difiere entre los pollos de engorde de los
diferentes sistemas de produccion?

* ;La actividad hepética de la enzima GST difiere entre los cerdos de diferentes
sistemas de produccion?

* ;La actividad hepatica de la enzima GST difiere entre los cuyes de diferentes

sistemas de produccion?

1.3.  Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general

Determinar la actividad hepética de la GST en animales de importancia zootécnica

de diferentes sistemas de produccion.

1.3.2. Objetivos especificos

* Determinar la actividad hepéatica de la GST en pollos de engorde de
diferentes sistemas de produccion.

» Determinar la actividad hepatica de la GST en cerdos de diferentes
sistemas de produccion.

» Determinar la actividad hepatica de la GST en cuyes de diferentes

sistemas de produccién.



1.4.  Justificacion de la investigacion

El excesivo uso de antimicrobianos en la produccion animal con la finalidad de
disminuir los factores estresantes de la produccion intensiva genera presion de seleccién que
contribuye a la aparicion de bacterias resistentes a los antibioticos (Wellington et al., 2013).
Segun Martinez (2008) estas resistencias pueden generar fallos terapéuticos en tratamientos
veterinarios, y al riesgo de transferencia de genes de resistencia a los antibidticos por

microorganismos y bacterias resistentes a los antibi6ticos.

Ding et al. (2022) menciona que la exposicion en la granja puede haber afectado la
composicién microbiana y aumentado la abundancia de genes resistentes a antibiéticos en
los trabajadores agricolas. Asimismo, es posible que se haya producido la transmisién de
algunos genes resistentes a antibioticos entre el medio ambiente, los animales y los seres
humanos a través de la bacteria huésped, lo que podria representar una amenaza potencial

para la salud humana.

La actividad de la GST podria ser utilizado como un indicador del uso de
antimicrobianos. La determinacion de variabilidad de la actividad hepatica de la GST segun
el tipo de sistema de explotacion pecuaria, sugeriria su relacién con una mayor presencia de

xenobidticos, como los antimicrobianos utilizados en la produccion animal.

1.5. Delimitacion del estudio

La investigacion fue realizada utilizando higado de pollos de engorde, cerdos y
cuyes provenientes de sistemas de produccion con y sin antimicrobianos en la dieta. Los
animales de sistema productivo con antimicrobiano en la dieta provenian de la empresa
“Redondos” (Pollos), Redondos Cerdos, mientras que los cuyes provenian de la empresa R
& D S.A.C. Los animales de sistema productivo sin antimicrobiano fueron recolectados
directamente de criadores de campo para consumo propio, mientras los cerdos fueron
obtenidos del “taller de cerdos criollos”, que no utiliza antimicrobianos en la dieta. El
estudio tuvo una duracion de 90 dias, entre la colecta de muestras y realizacion de los

ensayos in vitro.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de la investigacion

Zhao et al. (2019) mencionan que el abuso y el uso indebido de los antibiéticos en el
tratamiento y la prevencion de infecciones bacterianas a nivel mundial ha dado lugar a la
existencia ubicua de estos medicamentos en ambientes acuéticos, lo que causa una frecuente
resistencia a los antimicrobianos y la contaminacion en los ecosistemas. Por ello, administrar
via oral tres antibioticos comunes (tetraciclina, eritromicina y norfloxacina) a pepinos de
mar Apostichopus japonicus durante 45 dias, para imitar el uso a largo plazo de antibidticos.
Entre sus resultados encontré que la expresion de GST fue rapidamente sobre regulada a los

15 dias de la exposicion a los antibidticos, disminuyendo bruscamente a los 30 dias.

Arivalagan et al. (2017) evaluaron el papel de GST en la resistencia a los antibi6ticos
entre las bacterias aisladas de la cama de aves de corral e identifico el efecto de la GST en
la reduccion de la actividad antimicrobiana de los antibioticos. La actividad de la GST fue
tres a cuatro veces mas comparado con el control en presencia de diversos antibidticos para
Staphylococcus, Streptococcus y Micrococcus sp. aislados de la cama de aves de corral. El
analisis del patron de isoenzima de GST revelo que la variacion en la expresion puede
deberse a la resistencia a los antibidticos. Los resultados concluyeron que el GST podria
desempefiar un papel importante en la proteccion contra el efecto toxico de los agentes

antimicrobianos, lo que hace que las bacterias se vuelvan resistentes a los antibioticos.

Los antibidticos del alimento animal que contaminan las aguas residuales usualmente
inhiben el crecimiento de microorganismos de tratamientos de aguas residuales. Park (2012)
encontrd que los efectos inhibitorios de antibioticos sobre las bacterias eran reducidos por
microorganismos que contienen enzimas desintoxicantes GST. Las concentraciones iniciales
de tetraciclina, sulfatiazol y ampicilina fueron de 100 mg/L, 100 mg/L y 50 mg/L
respectivamente, que son tipicas del rango detectado en la alimentacién de cerdos en Corea.
Los resultados muestran que la eficacia de eliminacion de la tetraciclina es casi del 70% con
Staphylococcus epidermidis en el biorreactor, sugiriendo que este método de eliminacién de

antibidticos es digno de estudio adicional.



2.2. Bases Teoricas
2.2.1. Glutation S-Transferasa (GST)

Las GST son una familia de enzimas principalmente solubles, multifuncionales y
dimericos (Van der Oost et al., 2003). Ademas de sus funciones esenciales en el transporte
intracelular (heme, bilirrubina y acidos biliares) y la biosintesis de leucotrienos y
prostaglandinas, un papel critico de las GST es la detoxificacion celular (Glisic et al., 2015).

La presencia de dos sitios activos por dimero, con actividades independientes una de
la otra, ayudan en el cumplimiento de la funcién detoxificante de la GST. Cada sitio activo
consiste en un minimo de dos regiones de unién, uno muy especifico para la GSH, y otro
sitio de conexién con menor especificidad para los electréfilos (Danielson & Mannervik,
1985). La reaccion antioxidante dominante conjuga el tripéptido GSH (y-glutamil-cisteinil-
glicina) con un co-sustrato hidrofébico que posee un centro electrofilico (Oakley, 2011).
Para ello, la activacion del atomo de azufre de la GSH al anidn tiolato (GS-, un nucleofilo
fuerte que ataca sustratos electrofilicos como carbono, nitrégeno o azufre) es necesaria,
aunque los detalles del mecanismo de activacion varian entre enzimas de diferentes
subfamilias (Wu & Dong, 2012). Este tipo de reaccion normalmente resulta en la reduccién
de la reactividad del compuesto y en el aumento de su solubilidad en agua como un
prerrequisito principal para la subsiguiente eliminacion a traves de los transportadores de
eflujo (Malik et al., 2016).

La evidencia que la actividad de la GST es criticamente importante en sistemas
bioldgicos esta en que evolucionaron a través de vias convergentes en al menos cuatro
familias de enzimas estructuralmente distintas (las GST citosolicas, las GST mitocondriales
de la clase Kappa, las enzimas MAPEG, las proteinas de resistencia a la fosfomicina)
(Atkinson y Babbitt, 2009, Robinson et al., 2004, Ladner et al., 2004). Las GST citosolica
son la familia méas extensamente estudiada y ocurre en todas las formas de vida celular. Las
GST citosolica de mamiferos se caracterizaron en la investigacion biomédica, debido al
papel desempefiado por muchos miembros de la familia en metabolismo de drogas y

xenobidticos (contaminantes) (Board & Menon, 2013).



2.2.2. Metabolismo de xenobioticos por GST

Los seres vivos estan continuamente expuestos a compuestos quimicos naturales y/o
ronaturales extrafios para ellos (Huber & Almeida, 2008). Estos compuestos se denominan

xenobioticos y pueden actuar de manera perjudicial al organismo.

La detoxificacion enzimética de xenobioticos puede clasificarse en tres fases
distintas, pero estrictamente relacionadas: fase I, 1l y Il (Figura 1). En las fases I y I,
generalmente se observa la transformacion del xenobidtico en una especie que presenta
mayor solubilidad en agua, ademas de una menor toxicidad. En la fase I1l, estos metabolitos
se transportan al exterior de la célulay luego excretada. De hecho, la fase 11 del metabolismo
de xenobioticos comprende un importante paso para la eliminacion de estas especies del

medio celular, pudiendo en algunos casos involucrar la participacion de transportadores.
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Figural. Participacion del glutation en la desintoxicacion de xenobidticos y especies
reactivas de oxigeno, su relacion con el desarrollo patoldgico y el papel potencial de

diferentes fotoquimicos (Lushchak et al 2012).

La mayoria de los procesos de la fase | son mediados por enzimas citocromo P450
gue son responsables, principalmente por reacciones de oxidacion de los xenobioticos
(Guengerich et al., 1990). Las enzimas de la fase Il catalizan la conjugacion de los

xenobidticos (o de sus metabolitos de la fase 1) con sustratos enddgenos (generalmente



glutation, &cido glucuronico y glicina) haciéndolos més solubles en agua. Cuantitativamente
la formacién de conjugados con el glutation es la principal reaccién observada para muchos
xenobioticos durante la fase 11 (Sheehan et al., 2001).

De hecho, los niveles celulares (en condiciones normales) de glutatién reducida
(GSH) son altamente elevados (~ 10mM), indicando que el mecanismo de detoxificacion a
través del glutation puede representar una adaptacion bioldgica fundamental para la
supervivencia y la garantia de la perpetuacion de muchas especies (Dringen et al., 2000).
Las enzimas de biotransformacion de xenobidticos de la fase | y Il se distribuyen
principalmente en el higado, aunque también incluyen érganos como el intestino, los rifiones
(Matsuo et al., 2008). Por ello, el higado es un érgano altamente recomendado en el estudio
de indicadores medioambientales (Gl et al., 2004, Carcamo et al., 2017).

El conjugado de glutation/xenobioticos formados por accion de la GST son
reconocidos por transportadores especificos y conducidos hacia el medio intercelular (Fig.
2). En el medio intercelular, los conjugados del glutation / xenobidticos se dividen por accién
de enzimas y-glutamil transpeptidasa y di peptidasas presentes en la porcion externa de la
membrana celular (Suzuki et al.,2001). La primera etapa de eliminacion de los conjugados
del glutation implica la remocioén de un residuo de acido glutamico por la y-glutamil
transpeptidasa (yGT). En una etapa posterior ocurre la clivacion de un residuo de glicina por
di peptidasas, restando solo el residuo de la cisteina ligada al xenobidtico. El glutamato y la
glicina libres pueden ser reabsorbidos por la célula y utilizados en la sintesis de glutation
(GSH). El grupo amino del residuo de cisteina presente en la conjugada cisteina / xenobiotico
es acetilado por la accion de N-acetiltransferasa intracelular para formar el correspondiente
acido mercapturico, que se conduce a la circulacion de la bilis (Hinchman et al.,1991).
Dependiendo de las caracteristicas de la porcién derivada del xenobidtico (X), el
correspondiente acido mercapturico podra ser directamente excretado en la orina, o0 pasar

por metabolizacidn para ser eliminado (Boyland et al.,1969).
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Figura 2. Detoxificacion de xenobidticos via acidos mercapturicos (Huber & Almeida,
2008).

En la figura 3 se muestra algunos ejemplos de conjugacion por accién de la GST,
donde se observa como: el antineoplasico bulsufan se conjuga con el glutation (GSH) y
forma el cation sulfonio, el principal mecanismo de detoxificacion celular (Fig. 2A).
Compuestos aromaticos derivados del naftaleno (Fig. 2B), altamente tdxicos, carcinogenicos
yse encuentran en el ambiente producto de la combustion de la gasolina, son metabolizados a
Oxidos de arenos que al ser interceptados por las GST forman los alcoholes isoméricos
(Buckpitt et al.,1987). La morfina, alcaloide utilizado como anestésico y analgésico, tiene
dos posibles caminos de oxidacion durante el inicio de su metabolizacion, ambos llevando a
la formacion de especies altamente susceptibles a la adicion conjugada del glutation (GSH)
(Fig. 2C). Uno de los caminos implica la participacion de la morfina 6-deshidrogenasa
(M6D) en la etapa de oxidacion, llevando a la formacion de la morfinona (Todaka et al.,
2005). La conjugacion con GSH por accion de la GST forma conjugados gue son excretados
del medio celular (Ishida et al., 1989).
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Figura 3. Ejemplos de la actuacion de GST en detoxificacion celular de xenobioticos
(Huberet al., 2008).

Después del descubrimiento del &cido mercapturico, GSH y enzimas necesarias para
formar este conjugado, se desenvolvieron modelos para estudiar laactividad enzimatica de
GST (Hodgson, 2004). EI mas conocido de estos modelos de estudio es el ensayo enzimatico
utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), un substrato relativamente bueno para
interactuar con varias isoformas de GST (Habig & Jakoby, 1981) y estimar actividades
basales de GST (Ensibi et al., 2013). Bajo este enfoque, la interaccion de antibidticos,
quimioterapicos y/o sus metabolitos con las GST, pueden ser evaluadas a través de ensayos
in vitro utilizando CDNB como sustrato. En base a este enfoque, las GSTconjugarian GSH
con CDNB produciendo conjugados GS-DNB (Fig. 4).

11



cl SG
NO, NO,
GST
+ GSH —m> + HCI
NO, NO,
CDNB GS-DNB

Figura 4. Formacion del conjugado GS-DNB. Detoxificacion del CDNB a traves de la
GST formando 2,4-dinitrofenil-S-glutation (GS-DNB). Adaptado de Hayes & Pulford,
1995.

2.2.3. Antibioticos o antimicrobianos

Los antibioticos son extraidos de estructuras organicas vivientes o seres vivos, Como
bacterias, hongos o alga; mientras que en termino antimicrobiano se refiere a derivados de
sustancias quimicas sintetizadas en condiciones de laboratorio (Bacanli & Basaran, 2019).
Los antibioticos son sustancias que pueden matar o inhibir el crecimiento de varios
microorganismos (Bacanli & Basaran, 2019). El efecto promotor de crecimiento de los
antibidticos se descubrié en la década de 1940, cuando se observé que los animales
alimentados con micelios secos de Streptomyces aureofaciens que contenian residuos de

clortetraciclina mejoraron su crecimiento (Castanon, 2007).

A principios de 1900, el quimico aleméan Paul Ehrlich desarrollo medicamentos para
tratar enfermedades infecciosas, y acufi¢ el término quimioterapia para el uso de quimicos
en el tratamiento contra enfermedades (DeVita & Chu, 2008), y fue la primera persona en
documentar la efectividad de los modelos animales para analizar una serie de productos

quimicos para su actividad potencial contra las enfermedades (DeVita y Chu, 2008).

Los antibidticos y quimioterapéuticos (antimicrobianos) representan un grupo de
compuestos con estructuras quimicas heterogéneas y propiedades fisico-quimicas diferentes
que tienen como Unico punto en comun la capacidad antibacteriana, resultando en una
alteracion selectiva de la poblacion microbiana del intestino y en el estimulo del crecimiento

de las bacterias benéficas. Ademas de esto, puede haber dos tipos de accion directa de los
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antimicrobianos sobre las bacterias y hongos sensibles: la muerte del agente (efecto

bactericida) y un detenimiento en el crecimiento y reproduccién (efecto bacteriostatico).

Esos efectos pueden ser por interferencia en la sintesis de la pared celular,
alteraciones en la permeabilidad de membrana citoplasmatica, interferencias en la
replicacion cromosdmica y en la sintesis proteica celular. De manera general, los efectos de

estos aditivos pueden ser agrupados en 3 categorias (Lima,1999):

» Efecto metabolico: mejora en el desempefio a través del efecto directo sobre el
metabolismo del animal.

* Efecto Nutricional: altera la poblacién microbiana y reduce el espesor de la pared
intestinal promoviendo una mayor disponibilidad de nutrientes, traducido en una
economia de energia y nutrientes para el mantenimiento de los tejidos corporales.

e Control de enfermedades: inhibicion de bacterias intestinales responsables de
enfermedades subclinicas, permitiendo expresar el maximo potencial genético del

animal.

2.2.4. Resistencia bacteriana

En los ultimos afos, la resistencia a los antibioticos y quimioterapicos se ha
convertido en una de las areas prioritarias de las autoridades de legislacion (Bacanli y
Basaran, 2019). La utilizacion de antibioticos para la profilaxis, la meta-profilaxis, el
tratamiento de infecciones y como promotor del crecimiento para mejorar la eficiencia de la

alimentacion en animales sanos transformo la industria ganadera (Sarmah et al., 2006).

El uso excesivo y el mal uso de los antibioticos estimulé la aparicion mas rapida de
bacterias resistentes a los antibidticos y genes resistentes a los antibiéticos, reduciendo su
potencial terapéutico contra los patdgenos humanos y animales (Ding et al., 2022). Los

antibidticos y genes de resistencia a antibioticos estdn ampliamente distribuidos en agua
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superficiales, efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, suelos y desechos
animales (Qiao et al., 2018).

Los efectos positivos alcanzados por el uso de antimicrobianos en la alimentacion
animal fueron defendidos durante muchos afios, pero microbidlogos y expertos en
enfermedades infecciosas, cuestionaban estd practica, descubriendo bacterias y flora
intestinal de personas y animales de granja mas resistentes a antimicrobianos que al de

aquellos que no lo utilizaban (Gorbach, 2001).

Levy et al. (1976) al realizar un estudio in vivo / in situ para evaluar el efecto de la
introduccion de oxitetraciclina a bajas dosis como agente antimicrobiano en el alimento
reportan colonizacién de la flora intestinal de pollos y personas de la granja con cepas de
Escherichia coli resistentes a la tetraciclina y otros medicamentos. Hershberger et al. (2005)
al evaluar la epidemiologia de la resistencia antimicrobiana en enterococos de granjas de
animales y su posible relacion de resistencia al uso de antimicrobianos, reportaron tasas de
resistencia a quinupristina/dalfopristina, gentamicina y ciprofloxacina para E. faecium de 2,
0y 55 % en ganado de carne, 8, 7y 47% en bovinos lecheros, 21, 1y 47 en cerdos, 85, 12 y
23 en pollo, y 52, 13 y 24% en pavos, respectivamente. Asimismo, encontraron tasas de
resistencia a gentamicina para E. faecalis de del 0% en ganado de carne, 24% en ganado

lechero, 37% en cerdos, 32% en pollos y 29% en pavos.

Actualmente, los antimicrobianos se agregan al alimento en concentraciones entre
2.5y 125 mg / kg de alimento para mejorar el crecimiento durante un periodo indefinido
(semanas a meses), dependiendo del tipo y tamafio del animal y el tipo de antibidtico
(Marshall and Levy, 2011). Por lo tanto, el uso no terapéutico de los antibioticos podria
desempefiar un papel primordial en la evolucién y diseminacion de la resistencia maltiple a
los antibidticos que el uso terapéutico, ya que generalmente involucra la exposicion continua

largo plazo en un gran numero de animales (McEwen & Fedorka-Cray, 2002).

Segun Habboush & Guzman (2021), el mecanismo de resistencia a los antibio6ticos

se clasifica comunmente en los siguientes cuatro grupos:

Resistencia intrinseca: las bacterias pueden sobrevivir a un antibio6tico debido a la
resistencia intrinseca a través de la evolucion al cambiar su estructura 0 componentes.Por

ejemplo, un antibidtico que afecta el mecanismo de construccién de la pared de las bacterias,
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como la penicilina, no puede afectar a las bacterias que no tienen paredcelular.

Resistencia adquirida: Capacidad de los microorganismos para resistir la actividad
de un agente antimicrobiano en particular al que previamente eran susceptibles las
bacterias pueden adquirir resistencia a través de una nueva mutacion genética que ayuda a
la bacteria a sobrevivir o al obtener ADN de una bacteria que ya es resistente. Un ejemplo
es la resistencia de Mycobacterium tuberculosis a la rifampicina.

Cambio genético: el ADN bacteriano puede cambiar y alterar la produccion de
proteinas, lo que lleva a diferentes componentes y receptores bacterianos que hacen que las
bacterias no sean reconocidas por el antibiético. Un ejemplo es la resistencia de Escherichia

coli y Haemophilus influenza a la trimetoprima.

Transferencia de ADN: Las bacterias pueden compartir componentes geneticos con
otras bacteriasy transferir el ADN resistente a través de una transferencia horizontalde genes.
Por lo general, las bacterias adquieren material genético externo a través de tres etapas
principales: 1) transformaciéon (a través de la incorporacion de ADN desnudo), 2)

transduccion (a traves del proceso de fagocitosis) y 3) conjugacion (porcontacto directo).

2.3.  Definicidon de términos basicos

Actividad catalitica: Velocidad de la reaccion quimica producida por la presencia de

una sustancia que es consumida en la reaccion quimica

Alicuotas: La alicuota parte proporcional que se toma de un volumen o de una masa
inicial,para ser usada en una prueba de laboratorio, sus propiedades fisicas y quimicas, asi

como su composicion, representan la sustancia original.

Biomarcador: Sustancia con propiedades biofisicas que pueden medirse en muestras
bioldgicas asi como también si estd expuesto a un producto medico o a un agente ambiental

dando indicadores de su estado bioldgico.
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Biotransformacion: Proceso por el cual las sustancias que ingresan al cuerpo cambian

de moléculas hidrofébicas a hidrofilicas para facilitar la eliminacion del cuerpo.

Detoxificacion celular: Es un proceso que se lleva a cabo principalmente en las
células del higado y que consiste en la inactivacion de productos téxicos como drogas,
medicamentos o los propios productos del metabolismo celular, por ser liposolubles
(hepatocitos).

Dimero: Se refiere a la molécula que tiene la misma composicion quimica y peso

doble que otra, sin ninguna relacién entre si.

Electrofilos: Un reactivo quimico que es atraido por un area especifica con grandes

cantidades o electrodos abundantes.

Ensayos in vitro: Se refiere a una técnica para realizar un determinado experimento
en un tubo de ensayo, o generalmente en un ambiente controlado fuera de un organismo

Vivo.

Factores de transcripcion: Es cualquier proteina necesaria “para iniciar el proceso de

transcripcion.

Inhibidor: Sustancia capaz de disminuir la actividad catalitica de una enzima.
Compuesto que tiene por efecto frenar o impedir algunas reacciones quimicas, como la

oxidacion, la corrosion, la polimerizacion, etc.

Leucotrienos: Los leucotrienos (LT) son acidos grasos derivados del metabolismo
oxidativo del &cido araquidonico por la via de la 5-lipooxigenasa. Deben su nombre al hecho
de que originalmente fueron aisladas a finales de los 70 a partir de los leucocitos,

conteniendo 3 enlace dobles en su estructura hidrocarbonada.

Mutéagenos: Son las sustancias y preparados que, por inhalacion, ingestion o
penetracion cutanea, pueden producir alteraciones genéticas hereditarias o aumentar su

frecuencia.

Neurotoxinas: Son los compuestos que interfieren en el normal funcionamiento del
sistema nervioso. Muchas de estas sustancias se encuentran en la naturaleza, siendo

sintetizadas por los diferentes organismos como defensa ante posibles ataques.
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Nucleo6filo: Los nucleofilos son bases de Lewis que atacan a un carbono desplazando

al grupo saliente.

Patogenos: Todo agente biolégico externo que se aloja en unente bioldgico
determinado, dafiando de alguna manera su anatomia, a partir de enfermedades o dafios

visibles o no.

Prostaglandinas: Las prostaglandinas o PG son compuestos lipidicos derivados de

acidos grasos y similares a las hormonas.

Sintesis proteica: Es el proceso por el cual se componen nuevas proteinas a partir de
los veinte aminoécidos esenciales. En este proceso, se transcribe el ADN en ARN.

Tampdn quimico: Las soluciones tampon, denominadas también soluciones buffer,
son aquellas que ante la adicion de un &cido o base son capaces de reaccionar oponiendo la

parte de componente basica o acida para mantener fijo el pH.

Transcripcion: Consiste en hacer una copia complementaria de un trozo de ADN.

Aducto: La palabra aducto se origina por la contraccion de las palabras adicion y
producto, y se refiere a una entidad quimica que se produce por la union de dos moléculas

mediante un enlace covalente.

Antibiotico: Termino que originalmente solo describia aquellas formulaciones
derivadas de microorganismos vivos, pero ahora también se aplica a los antimicrobianos
sintéticos, como las sulfonamidas o fluoroquinolonas agente antimicrobiano: Agente que

mata microorganismos o detiene su crecimiento.
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2.4.
24.1.

24.2.

Hipotesis de la investigacion

Hipdtesis general

Ho: La actividad de la enzima GST no es diferente entre los animales de diferentes

sistemas de produccion.

Ha: La actividad de la enzima GST si es diferente entre los animales de diferentes

sistemas de produccion.

Hipotesis especificas

Hol: La actividad de la enzima GST no difiere entre los pollos de engorde de

diferentes sistemas de produccion.

Hal: La actividad de la enzima GST si difiere entre los pollos de engorde de

diferentes sistemas de produccion.

Ho2: La actividad de la enzima GST no difiere entre los cerdos de diferentes sistemas

de produccion.

Ha2: La actividad de la enzima GST si difiere entre los cerdos de diferentes sistemas

de produccion.

Ho3: La actividad de la enzima GST no difiere entre los cuyes de diferentes sistemas

de produccion.

Ha3: La actividad de la enzima GST si difiere entre los cuyes de diferentes sistemas

de produccion.
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CAPITULO I1ll: METODOLOGIA

3.1. Disefio metodoldgico
3.1.1. Ubicacién

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Procesos e Ingenieria de
Alimentos de la Facultad de Ingenieria Agraria, Industrias Alimentarias y Ambiental,

ubicado en el distrito de Huacho, Provincia de Huaura, Region Lima — Provincias.

3.1.2. Materiales e insumos

Los materiales utilizados fueron:

e Ultrafrezzer de capacidad de congelamiento de -80°C

e Espectrofotometro Lambda 1050 + UV/VIS/NIR (PerkinELmer)

e Centrifuga (HERMLE)

e \ortex

e Kit de Pipetas

o Beaker Glass

e Balanza Analitica de Precision (Pioner-OHAUS)

e Fiola

e Cubetas de quarzo (ISOLAB - CUVETTES)

e Tubo de microcentrifuga

e Medidor de pH portatil (HANNA).

e Horno Esterilizador Secado (KerLab)

e Los reactivos utilizados fueron:

e Aguadestilada

e Tampdn de homogeneizacion del higado que contenia Tris-HCI 50
mM,EDTA 1 mM, pH 7,6.

e Tampdn de reaccion: fosfato de potasio 0.1 M pH 7.0

e 1-cloro-2.4-di-nitrobenceno (CDNB) 100 mM en etanol

e Glutationa reducida (GSH) 100 mM en tampdn fosfato de potasio 0.1 M
pH7.0

e Kit comercial de proteinas totales (QCA- Quimica Clinica Aplicada S.A)
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3.1.3. Disefio de investigacion

El disefio de investigacion fue no experimental cuantitativo debido a que no se
manipul6 variables y solo se cuantificé la actividad enzimética tal como ocurre en la especie
de estudio en su medio productivo. Ademas, fue un disefio de investigacion transeccional
descriptivo debido a que se recolect6 datos en un solo momento con la finalidad de analizar
su incidencia e interrelacion (Herndndez et al., 2014).

3.1.4. Variables analizadas

La variable independiente estuvo representada por el sistema de alimentaciéon que
utiliza o no antimicrobianos. La variable dependiente analizada fue la actividad de la enzima
GST en el higado.

3.1.5. Muestra

Se utilizo muestras de higado provenientes de pollos de engorde, cerdos y cuyes de
pesocomercial provenientes de sistemas de alimentacion que incluyen o no antimicrobianos
en la dieta. Las muestras de higado provenian de animales de 36 dias de edad para las aves
(n =3), 20 semanas de edad aproximada para la de los cerdos (n = 3) y 10 semanas de edad

aproximada para los cuyes (n = 3).

3.2.  Técnicas de recoleccion de datos

Las aves y cuyes fueron sacrificados por dislocamiento cervical a excepcion del
cerdo, que sus muestras de higado provenientes de sistemas de alimentacion que incluyen
antimicrobianos fueron adquiridas del camal de cerdos de Redondos. El higado de cerdos
provenientes de sistemas de alimentacion que no utilizan antimicrobianos fue adquirido del
“Taller de Cerdos Criollos” pertenecinte a la escuela Ing. Zootecnica de la UNJFSC durante
las faenas de sacrificio programados por la mencionada Escuela. Los productos carnicos

fueron comercializados. La técnica de recoleccidn de datos tuvo los siguientes pasos:
Procedimientos de la técnica de recoleccion de datos.

Primer paso: Luego del sacrificio de los animales, se recolect6 las muestras de higado

que fueron almacenados en Ultrafrezzer a -80°C para los analisis posteriores.
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Segundo paso: El higado de aves, cerdos y cuyes fueron homogenizados (1:4 p/v)
en solucién tampon conteniendo TRIS HCI 50 mM, EDTA 1 mM, con pH ajustado en 7.6,
que fue preparado previamente.

Tercer paso: En seguida, las muestras homogenizadas fueron centrifugadas a
20000xg por 20 min a 4°C. El sobrenadante resultante o fraccion citosolica fue separado en
alicuotas y almacenado a -80°C para el posterior calculo de proteinas y actividad GST.

Cuarto paso: Para determinar la proteina total se utilizd el método Bradford con las
muestras de higado, se procedié de la siguiente manera. En una cubeta para
espectrofotdmetro se realizé el ensayo que contenia agua destilada (0.02 ml) y reactivo biuret
(1 ml), que sirvio para ajustar el instrumento para leer cero de absorbancia. Luego se realizd
el ensayo estandar, donde se coloco 0.02 ml de reactivo estandar y 1 ml de reactivo biuret.
El contenido de la cubeta fue mezclado al invertir la cubeta 5 veces e incubado 37°C durante
10 minutos. Seguidamente,se procedi a la lectura de absorbancias en 545 nm, marcando el
cero con el ensayo blanco.La absorbancia del estandar fue utilizada para estimar el factor de

calibracion, con la siguiente formula:
Factor de calibracion = 4 g/dl / absorbancia del estandar
La proteina total fue determinada con la formula siguiente:

Proteinas totales = Absorbancia de la muestra x factor de calibracion x cantidad de

muestra

Quinto: Los ensayos de cinéticos (absorbancia) fueron realizados basados en lo
descrito por Habig & Jakoby, (1981). El ensayo enzimatico consistié en la adicion de 975
pL de tampon de reaccion 0.1M (30°C), 10 pL de CDNB 0.12M, 10 pL de GSH 0.1My 5
pL de muestra citosélica en una cubeta de cuarzo de 1mL. Cada ensayo fue realizado en
triplicado. Inmediatamente, el contenido de la cubeta fue homogenizado por inversion 5
veces Y la lectura de absorbancia realizada en espectrofotometro a una longitud de onda de
340nm durante 3 minutos. El conjugado GS-DNB presenta una fuerte absorcion a 340nm
con un coeficiente de extincion molar (¢) = 9600 M-1 cm-1; y su absorcion en el
espectrofotometro fue directamente proporcional a la actividad de la muestra (Habig &
Jakoby, 1981).
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Sexto paso: La actividad enzimatica fue calculada con la siguiente ecuacion
(Monserrat et al.,2006). La actividad enzimética: (A ABS (media) * dilucion de la muestra)

/ (9.6 *volumen de la muestra (mL)*concentracién proteica de la muestra (mg/mL)).

3.3.  Técnicas para el procesamiento de la informacion

Los datos recolectados fueron procesados utilizando la hoja de calculo de Microsoft
Excel. Los datos se ajustaban a la distribucién normal por lo que se aplico la prueba t de
Student. Se utiliz6 el programa estadistico R para evualar la distribucién normal y revisar la
prueba t de student elaborandose asi los gréaficos y el analisis estadistico.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

La figura 5 muestra la actividad de la enzima GST en el higado de pollos de engorde
provenientes de sistema de produccion que utilizan o no antimicrobianos en el alimento. En
el presente estudio, la actividad de la enzima GST no mostré diferencias estadisticas
significativas (p = 0.1746) en el higado de pollos de engorde provenientes de diferentes

sistemas de produccion.

GST/mg proteina

Sin antimicrobiano Con antimicrobiano

Figura 5. Actividad de la GST en higado proveniente de pollos de engorde de sistemas de
produccion que incluye o no antimicrobianos en el alimento. Letras iguales sobre las barras
indica que no hubo diferencias estadisticas significativas (prueba t de Student; p > 0,05). Los

valores estan expresados como medias + desviacion estandar (n = 3).
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La figura 6 muestra la actividad de la enzima GST en el higado de cerdos
provenientes de sistemas de produccion que utilizan o no antimicrobianos en el alimento.
La actividad de la GST se mostrd estadisticamente superior (p = 0.044) en el higado de
cerdos que provenian de sistemas de produccion que utilizan antimicrobianos en el

alimento.
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Figura 6. Actividad de la GST en higado de cerdos proveniente de sistemas de produccién
que incluye o no antimicrobianos en el alimento. Letras diferentes sobre las barras indica
que hubo diferencias estadisticas significativas (prueba t de Student; p < 0,05). Los valores

estan expresados como medias + desviacion estandar (n = 3).
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La figura 7 muestra la actividad de la enzima GST en el higado de cuyes
provenientes de sistemas de de produccion que utilizan o no antimicrobianos en el
alimento. La actividad de la enzima GST de cuyes provenientes de sistemas de crianza
que no utilizan antimicrobianos en el alimento fue estadisticamente superior (p = 0.016)
comparado con la de cuyes proveniente de un sistema que incluye antimicrobiano en el

alimento.
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Figura 7. Actividad de la GST en higado de cuyes proveniente de sistemas de produccion
que incluye o no antimicrobianos en el alimento. Letras diferentes sobre las barras indica
que hubo diferencias estadisticas significativas (prueba t de Student; p < 0,05). Los

valores estan expresados como medias * desviacion estandar (n = 3).
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CAPITULO V: DISCUSION

En el presente estudio, los resultados observados en las aves y cerdos provenientes
de sistemas de produccion que utilizan antimicrobianos en la dieta sugieren que la sintesis
de la GST y su actividad estaria siendo inducida. Los sistemas de produccion intensiva basan
su productividad en el uso de promotores de crecimiento como los antimicrobianos. Los
antimicrobianos de la dieta estarian activando receptores nucleares que aumentan la sintesis
de la GST, aumentando la conjugacion del antimicrobiano con GSH con la finalidad de
eliminarla del organismo via urinaria. La mosca blanca Bemisia tabaci desarrollé un alto
nivel de resistencia al tiametoxam (un insecticida neonicotinoide de segunda generacién)
utilizado ampliamente para controlar esta plaga. Los resultados mostraron que la expresion
de un conjunto de enzimas de desintoxicacion, como glutation S-transferasas (GST),
citocromo P450, UDP- glucuronosiltransferasa y varios transportadores ABC se elevaron
sustancialmente en los estratos resistentes a tiametoxam (Yang et al., 2019). Falkner et al.
(1993) al estudiar los efectos de la exposicion aguda al arsenito (compuesto quimico
utilizado como pesticida, conservante del cuero, antiséptico, tinturas, jabones y fungicida)
sobre las enzimas monooxigenasa P-450 (CYP) de cuyes observaron aumento en la actividad
de la GST solo en el rifidén, pero no en el higado o pulmoén. Estos autores mencionan que es
improbable que los aumentos en las actividades enzimaticas impliquen una interaccion
directa con el receptor nuclear Ah, pero podrian estar relacionados con cambios en la
expresion de HSP 90 u otro HSP que podrian afectar la expresion o actividad de CYP

0 GST a nivel transcripcional, nivel tradicional y/o postraduccional.

La presencia continua de xenobidticos dentro del organismo animal, induce a una
mayor expresion génica (Ku et al., 2014) y sintesis de enzimas biotransformadoras como la
GST para eliminarlas del organismo (Arivalagan et al., 2017). El higado es el principal
6rgano desintoxicante (Zaefarian et al., 2019), y a nivel del nucleo celular, existen receptores
que sefializan o dirigen la transcripcidn genética de proteinas necesarias (Whitlock, 1999).
La interaccion de xenobioticos, como los antimicrobianos, y enzimas GST puede evaluarse
mediante pruebas in vitro utilizando CDNB. Basado en este enfoque, GST combinaria GSH
con CDNB produciendo conjugados GS-DNB. La variacion en estas detecciones seria
indicativa de las variaciones la actividad de la enzima GST. Los componentes enzimaticos
inducibles para la eliminacion de xenobidticos del organismo animal incluyen CYP, GST y
glucuronosil transferasas. EI componente sensorial de este sistema consiste en receptores

que regulan la expresion de genes de biotransformacion en respuesta a la presencia frecuente
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de xenobioticos.

En los cuyes, sin embargo, los resultados fueron contradictorios. Se esperaba
encontrar mayor actividad de la GST en el higado de cuyes provenientes de sistemas de
produccion intensivos que utilizan antimicrobianos en la dieta del concentrado, sin embargo,
la actividad fue mayor en cuyes de sistema de produccion que no utilizan antimicrobianos.
Podrian ser muchos los factores que explicarian estas diferencias, pudiéndose sugerir al
forraje verde como uno de los mayores factores de variabilidad (por ejemplo, residuos de
pesticidas y sus metabolitos en el forraje). Mihaljevi¢ et al. (2020) al estudiar la interaccion
de GST de pez cebra con compuestos organoestannicos en concentraciones relevantes en el
medio ambiente, encontraron que este contaminante actuaba como un inhibidor competitivo.
Es decir, conforme se incrementa los niveles de compuestos organoestannicos en el medio
ambiente, la actividad de desintoxicacion de la GST disminuye.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones
Bajo las condiciones en las que se realizo el presente estudio se concluye:

- Laactividad de la GST en el higado de pollos de engorde no fue influenciada
por la procedencia del sistema productivo.

- Laactividad de la GST fue mayor en el higado de cerdos provenientes del
sistema productivo que utilizan antimicrobianos en el alimento.

- Laactividad de la GST fue menor en el higado de cuyes proveniente del sistema

productivo que no utilizan antimicrobianos en el concentrado.

6.2. Recomendaciones
De acuerdo a las conclusiones del presente estudio se recomienda:

- Los resultados observados en cerdos provenientes de sistema productivos que
utilizan o no antimicrobianos en el alimento, muestran potencial de la GST como
un buen indicador biologico para cerdos provenientes de sistemas productivos
intensivos.

- Realizar estudios con 6rganos provenientes de animales criados bajo condiciones

de laboratorio, con exposicion o no de antimicrobianos en la dieta.
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Anexo 1: Contenido de proteina total en muestras de higado de aves, cerdos y cuyes

. Sistema de . .
Especie alimentaci Absorbancia, 545 nm Proteina, mg/ml
on
0.049 20.13
. 0.046 18.90
Sin 24.65
Antimicrobiano 0.060 '
Aves 0.052 21.22
0.090 36.97
Con 0.081 33.27
Antimicrobiano 0.077 31.63
0.083 33.96
0.066 27.11
. 0.058 23.83
Sin 23.00
Antimicrobiano 0.056 '
Cerdos 0.060 24.65
0.075 30.81
Con 0.069 28.34
Antimicrobiano 0.076 31.22
0.073 30.12
0.090 36.97
Sin 0.081 33.27
Antimicrobiano 0.077 31.63
Cuyes 0.083 33.96
0.049 20.13
Con 0.046 18.90
Antimicrobiano 0.060 24.65
0.052 21.22

Factor de calibracién =5.13

Cantidad de muestra = 80 pl
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Anexo 2: Actividad de la GST en muestras de higado de aves, cerdos y cuyes.

Actividad GST,

. Sistema de Absorbancia, 340 . .
Especie glr:mentaci nm Proteina, mg/ml zglgféjtz?rgST/mg

0.1792 21.22 379

Sin 0.1710 21.22 362

Antimicrobiano 0.1479 21.22 313

Aves 351

0.1925 33.96 370

Con 0.2243 33.96 432

Antimicrobiano 0.2755 33.96 530

444

0.1973 24.65 131

Sin 0.1614 24.65 107

Antimicrobiano 0.2194 24.65 145

Cerdos 128

0.4704 30.12 255

Con 0.4606 30.12 250

Antimicrobiano 0.3244 30.12 176

227

0.3678 33.96 663

Sin 0.3355 33.96 605
Antimicrobiano

0.2599 33.96 469

Cuyes 579

0.1848 21.22 213

Con 0.1422 21.22 164
Antimicrobiano

0.1643 21.22 190

189

Actividad enzimatica = (absorbancia (media) * dilucién de la muestra) / (9.6 *volumen
dela muestra (ml)*concentracion proteica de la muestra (mg/ml))

Dilucion de la muestra = 11

Volumen de la muestra =5 ml
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Anexo 3: Estadisticos de normalidad de los datos

Aves
Shapiro-Wilk normality test
W = 0.90599, p-value = 0.4106

Cerdos
Shapiro-Wilk normality test
W =0.88621, p-value = 0.2988

Cuyes
Shapiro-Wilk normality test
W =0.84892, p-value = 0.1543
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Anexo 4: Resultados de la prueba t-Student

Aves
Welch Two Sample t-test
t=-1.8312, df = 2.699, p-value = 0.1746
mean of X mean
of y351.3333

444.0000

Cerdos
Welch Two Sample t-test
t = -3.5671, df = 2.7289, p-value = 0.04378
mean of X mean
of y127.6667

227.0000

Cuyes
Welch Two Sample t-test
t = 6.5869, df = 2.2415, p-value = 0.01654
mean of X mean
of y

579 189
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