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RESUMEN

La produccién porcina se ve afectada por una enfermedad multifactorial
llamada "Complejo Respiratorio Porcino" (CRP) que genera graves pérdidas
economicas. En esta enfermedad participan diversos patdgenos primarios vy
secundarios, uno de éstos es el agente secundario Mycoplasma (M.) hyorhinis. Este
se ha convertido en un patégeno de gran interés de estudio debido a que ha sido

comunmente detectado en lechones con CRP.

A pesar de que en el mercado existen diversas vacunas para combatir los
diferentes patdégenos del CRP, no existen vacunas contra M. hyorhinis, quedando

los animales expuestos a este patogeno.

Para esta memoria de titulo se evalu6 la inmunogenicidad de una vacuna
experimental microencapsulada con quitosano, conjugadas con antigenos de M.
hyorhinis, en modelo murino. Para esto, se utilizaron dos formulaciones, una con
microparticulas (MPs) de quitosano comercial (QC) conjugada con antigenos de M.
hyorhinis; y otra con MPs de quitosano sulfatado (QS) conjugada con antigenos del
mismo patégeno. Se utilizd la especie Mus musculus, cepa BALB/c (n=18), y se
inoculé por dos vias de administracion, la via intranasal (IN) y la via intraperitoneal
(IP). Para las mediciones de titulo de anticuerpos antigeno-especifico contra M.
hyorhinis se mont6 un ensayo ELISA indirecto casero. En el analisis estadistico de

d™. en donde los datos fueron

los resultados se utilizé el software Prism-GraphPa
sometidos a pruebas de distribuciéon normal para luego ser analizadas con el test de

ANOVA de medidas repetidas o el test de Friedman, segun correspondiera.

Paralelamente se evalud la induccion de lesiones en el sitio de inyeccion, la

temperatura corporal y el consumo de alimento.

Los principales resultados encontrados fueron que la formulacién de MPs de
QS con aplicacion IN fue capaz de inducir anticuerpos especificos contra antigenos
de Mycoplasma hyorhinis mas eficientemente que la formulacion de MPs de QC,
manifestando un aumento significativo del titulo de anticuerpos en el tiempo, el cual
fue potenciado con la administracion de un refuerzo a las cuatro y seis semanas.
También, se evidencié que la administracion IP de MPs de QS induce de forma
significativa la produccion de anticuerpos comparado con QC, sin embargo, los

niveles de anticuerpos alcanzados fueron menores respecto al formato de
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administracion IN. Simultdneamente cuando se evalué la seguridad de estas
formulaciones vacunales en forma IP, se evidenciaron efectos adversos asociados
al QC, provocando una dermatitis necrética pero esto no sucedié con la formulacién
de QS. Con respecto al consumo diario de alimento y temperatura corporal, estas
variables no marcaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos

ensayados.

Conclusion: Estos resultados demostraron que es factible utilizar MPs de QS
como un sistema simple y seguro para la entrega de antigenos de M. hyorhinis y de
esta manera, la administracion via mucosa nasal puede ser una estrategia efectiva

para inducir altos titulos de anticuerpos contra este patogeno.



ABSTRACT

Swine production is affected by a multifactorial disease called "Porcine
Respiratory Complex" (PRC) that generates important economic losses. Various
primary and secondary pathogens participate in this disease, one of which is the
secondary agent Mycoplasma hyorhinis. This has become an important pathogen

because it has been commonly detected in pigs with PRC.

Although there are several vaccines on the market to combat the different
PRC pathogens, there are no vaccines against the M. hyorhinis. Therefore, pigs are

exposed to be infected.

For this title memory, the immunogenicity of an experimental vaccine
microencapsulated with chitosan, conjugated with M. hyorhinis antigens, was
evaluated in a murine model. For this, two formulations were used: one with
microparticles (MPs) of commercial chitosan (QC) conjugated with M. hyorhinis
antigens; and another with MPs of sulfated chitosan (QS) conjugated with antigens
of the same pathogen. The species Mus musculus, strain BALB/c (n=18) was used,
and it was inoculated by two routes of administration, the intranasal route (IN) and
the intraperitoneal route (IP). For measurements of antigen-specific antibody titer
against M. hyorhinis, an indirect ELISA assay was set up. In the statistical analysis of
the results, the Prism-GraphPadTM software was used, where the data were
subjected to normal distribution tests and then analyzed with the ANOVA test of

repeated measures or the Friedman test, as appropriate.

In parallel, the induction of lesions at the injection site, body temperature and

food consumption were evaluated.

The main results found were that the QS MPs formulation with IN application
was able to induce specific antibodies against Mycoplasma hyorhinis antigens more
efficiently than the QC MPs formulation, showing a significant increase in antibody
titer over time, which it was boosted with the administration of a booster at four and
six weeks. Also, it was shown that the IP administration of QS MPs significantly
induces the production of antibodies compared to QC, however, the levels of
antibodies achieved were lower compared to the IN administration format.
Simultaneously, when the safety of these vaccine formulations in IP form was
evaluated, adverse effects associated with QC were observed, causing necrotic

dermatitis, but this did not happen with the QS formulation. Regarding daily food
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consumption and body temperature, these variables did not show significant

differences between the different treatments tested.

Conclusion: These results demonstrate that it is feasible to use QS MPs as a
simple and safe system for the delivery of M. hyorhinis antigens and, in this way,
administration via the nasal mucosa can be an effective strategy to induce high titers

of antibodies against this pathogen.



INTRODUCCION

A nivel mundial existe un gran consumo de carnes, siendo de preferencia el
consumo de carne de cerdo. En América Latina, el consumo de dicha carne ha
aumentado con rapidez en los ultimos afos, debido a una mayor produccién interna,
una mejora en la calidad y precios relativamente favorables. Un ejemplo de esto es
Chile, donde en el afio 2020 la Asociacion Gremial de Productores de Cerdos de
Chile (ASPROCER) menciona que el consumo per capita de carne de cerdo es de
13,8 kg, equivalente a un 19% del consumo total de carnes. En el afio 2018 y 2019
Chile ocup6 el 5° puesto como exportador mundial de carne de cerdo, alcanzando

para el afio 2020 un aumento en un 25% en toneladas y 39% en valor.

Este mercado se ve afectado por enfermedades que generan un gran
impacto negativo por las graves pérdidas econdémicas a los productores de la
industria porcina de todo el mundo. Los responsables de esto son patdégenos como
virus, bacterias y/o parasitos, dentro de estos agentes se encuentran los
responsables del Complejo Respiratorio Porcino (CRP). EI CRP es un proceso
dindmico de naturaleza multifactorial, que frecuenta las empresas porcinas
intensivas. Causa graves pérdidas por los dafios en los tejidos del sistema
respiratorio de los animales afectando su fisiologia, generando alta morbilidad y
mortalidad en varias etapas del ciclo de vida del animal, sobre todo en cerdos de
recria y engorda. Dentro de los factores importantes que interactian en la aparicion
de este complejo son los factores ambientales (temperatura, concentracion de
amoniaco, ventilacion), estado inmunoldgico del hospedero y la virulencia de
diversos agentes infecciosos, tales como Circovirus porcino tipo 2 (PCV2), Virus del
Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV), Mycoplasma spp., entre

otros.

Distintas especies de Mycoplasma, con especificidad de hospedero porcino,
han sido altamente prevalentes y persistentes en los planteles porcinos a nivel
mundial, e incluso, se han encontrado infecciones concomitantes entre estos
agentes en la mayoria de los animales que presentan signos clinicos asociados a
CRP. Dentro del género Mycoplasma, se encuentra la especie Mycoplasma
hyorhinis, que es responsable de cuadros de poliserositis, neumonia y artritis en los
lechones, el cual recientemente se ha considerado como un patégeno ubicuo del

tracto respiratorio alto en cerdos, importante en cerdos recién destetados, y



concomitante a otras infecciones como Mycoplasma hyopneumoniae, sin embargo,

no se ha establecido el papel exacto que cumple en la etiologia del CRP.

En la actualidad existen diferentes tipos de vacunas con diferentes
tecnologias. Se encuentran las vacunas vivas modificadas que estimulan la
inmunidad humoral como la celular de una manera mas potente y prolongada. Por
otro lado, estan las vacunas inactivadas, éstas son mas seguras puesto que no
tienen riesgo de virulencia especifica, sin embargo, poseen una eficiencia y duracion
menor, sobre todo la relativa a la inmunidad celular. Debido a lo anteriormente
mencionado, se les afiade un adyuvante para aumentar la duracion y la exposicion
antigénica. Un ejemplo de esto es el quitosano, un polisacarido de origen natural,
que se caracteriza por tener la capacidad de bioadhesion. De esta manera potencia
la absorcion de los antigenos mediante su utilizacion como microparticulas. La
vacunacion es esencial para el control del CRP, y en el mercado nacional e
internacional se cuenta con vacunas comerciales para combatir patégenos del CRP
(principalmente PCV2 y Mycoplasma hyopneumoniae). Sin embargo, no existen en
el mercado vacunas contra M. hyorhinis, dejando asi a estos animales expuestos a

la infeccion por este patégeno.

Por todo lo planteado anteriormente, es necesario la elaboraciéon de un
eficiente y nuevo modelo de vacuna cuya tecnologia permita prevenir el contagio y

persistencia de este agente en los planteles porcinos.



REVISION BIBLIOGRAFICA

COMPLEJO RESPIRATORIO PORCINO

El CRP corresponde en la actualidad a uno de los cuadros clinicos mas
complejos, importantes y de mayor repercusion negativa en la produccién de cerdos
a nivel internacional. El CRP es muy frecuente en las explotaciones intensivas de
esta especie animal, causando grandes pérdidas econdmicas a los productores
debido a la ineficiencia en la conversién del alimento, lo que se traduce en un

retraso de la ganancia de peso en el tiempo (Gutiérrez, 2014).

El CPR es una de las principales causas de problemas respiratorios, se
producen dafios en los tejidos y funcionamiento del sistema respiratorio, generando
alta morbilidad y mortalidad en varias etapas de la vida del cerdo, sobre todo en
animales en desarrollo y engorda con mayor incidencia entre las 12 a 20 semanas
de edad (Velasco, 2012). Se trata de un proceso complejo multifactorial, donde se
ven involucrados factores como las condiciones ambientales, el estado inmunitario
del animal, la alimentacion de estos y las diferentes interacciones entre patégenos
primarios y secundarios, donde la mayor parte de éstos pueden formar parte de la

microbiota normal del tracto respiratorio (Ayllon et al., 2019).

Los agentes primarios como: Mycoplasma hyopneumoniae, PRRSV, PCV2,
son los que se instalan inicialmente en el sistema respiratorio del cerdo provocando
las primeras lesiones y generando la infeccion. Estos predisponen una co-infeccion
con patdgenos secundarios que se encuentran en la flora bacteriana del epitelio
respiratorio como saprofitos y que aprovechan el desequilibrio para generar mayor
dafo y complicar los signos de la enfermedad. En los agentes secundarios podemos
encontrar Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyorhinis,
entre otros (Zhang, 1994; Brockmeier et al., 2002; Jiménez et al., 2019).

El aparato respiratorio dispone de una serie de mecanismos de defensa que
lo protegen de agresiones externas. El aparato mucociliar lo constituyen los cilios de
las células epiteliales, ademas de las secreciones de las células caliciformes y las
glandulas serosas y mucosasde la lamina propia-submucosa. El aparato
mucociliar también tiene la funcién de transportar mediadores de inmunidad
especificacomo IgA e IgM, e inespecificas con efectos bactericidas vy

bacteriostaticos, como la lisozima y la B-lisina. La zona nasofaringea filtra y elimina
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las particulas de hasta 10 uym. Por su parte, la zona traqueo-bronquial filtra
particulas de entre 10 y 2.5 um y la zona pulmonar (bronquios y sacos alveolares)
puede permitir el paso de particulas de hasta 0.65 um. Todas estas particulas son
eliminadas por el aparato mucociliar. La mayoria de las bacterias que pueden
provocar CRP tienen un tamafo entre 0.5 — 2.0 uym, por lo que el aparato
respiratorio debe disponer de otros mecanismos de defensa, como macréfagos

pulmonares y la secrecion de citocinas y quimiocinas (Ayllon et al., 2019).

El mecanismo de la enfermedad respiratoria porcina comienza con un evento
estresante como por ejemplo el transporte, alimentacién o ambiente inadecuados.
Estas condiciones afectan a las defensas naturales de epitelios, las funciones
celular, etc. Debido a la disminucion de las defensas, ocurre una infeccion viral, la
cual frecuentemente corresponde a infecciones mixtas. Esta invasion viral
compromete las defensas inmunitarias y no inmunitarias favoreciendo a la infeccion

bacteriana, causando finalmente una neumonia severa (Ayllon et al., 2019).

PATOGENO

El género Mycoplasma spp pertenece a la clase Mollicutes, se caracterizan
por ser bacterias de tamafio pequefo (0,3 a 0,8 um), esféricas y carentes de pared
celular. Debido a la ausencia de pared celular, esta clase de bacterias presenta
varias caracteristicas especificas, tales como alta sensibilidad al estrés osmético, a
la desecacion y a los detergentes y resistencia a los antibidticos cuya diana se
encuentra en la sintesis de peptidoglicanos (betalactamicos y glicopéptidos)
(Rosales, 2013; Garcia, 2013).

Los microorganismos pertenecientes a la clase Mollicutes se distinguen
desde el punto de vista genético de otras bacterias por poseer genomas pequefios
(580 - 220 Kb) y un contenido bajo de guanina y citosina (23 - 41%) en su ADN
genomico. Presentan un bajo niumero de genes (entre 600 - 700), capaces a su vez
de sintetizar aproximadamente unas 400 proteinas. Esta reducida capacidad
metabdlica hace que los Mollicutes lleven una forma de vida de tipo parasitario
(Rosales, 2013). Poseen una membrana plasmatica trilaminar, citoplasma con
ribosomas, granulos citoplasmaticos y un nucleo constituido por moléculas
bicatenarias de DNA y RNA (Andrada et al., 2001). A diferencia de las membranas

bacterianas, las membranas de los Mollicutes contienen colesterol, y en su mayoria



contienen fosfolipidos y glucoproteinas, que junto con las proteinas constituyen los

determinantes antigénicos mas importantes (Poveda et al., 2002).

Debido a lo anteriormente mencionado el crecimiento de estas bacterias
requiere de medios de cultivo complejos debido a su restringida capacidad
metabdlica y de sintesis. Los medios de cultivo para estas bacterias deben incluir
precursores de acidos nucleicos, vitaminas, aminoacidos y para aquellos géneros

que lo necesiten, colesterol (Rosales, 2013; Garcia, 2013).

La membrana celular de Mycoplasma es permeable selectiva que envuelve
al citoplasma y esta formada por una bicapa de fosfolipidos con proteinas de
membrana insertadas en ella. Dos tercios de la membrana plasmatica estan
formados por proteinas, siento el tercio restante lipidos de membrana. La mayoria
de las proteinas presentes en la membrana de estas bacterias se encentran
ancladas a la parte externa de la membrana plasmatica. Un tipo caracteristico de
estas proteinas de membrana son las lipoproteinas, que pueden modificar su
secuencia, incrementando la variabilidad antigénica de estos organismos y jugando
un papel importante en la modulacién de la respuesta inmune del organismo
hospedador (Rosales, 2013).

I. Patogenia

Los Mycoplasma patdgenos, suelen causar infecciones de tipo cronicas. La
seleccion constante de subpoblaciones celulares, en lugar de la adaptacion de una
poblacion completa, podria explicar la naturaleza créonica de las infecciones
causadas por estas bacterias. A pesar de la clara asociacion entre Mycoplasma y
enfermedad en animales, plantas e insectos no existe mucha informacion sobre los
mecanismos exactos que influyen en la patogenicidad de ciertos Mycoplasma
(Rosales, 2013).

Dentro de los posibles factores de patogenicidad descritos, se encuentra la
produccién de peroxido de hidrogeno y radicales superdoxido como productor
metabdlicos de desecho, capaces de causar dafio oxidativo en la membrana de las

células del hospedador (Rosales, 2013).

Otro de los mecanismos posibles por los que estas bacterias pueden causar
enfermedad, es por la presencia de ureasas, que pueden dar lugar a la produccion

de amoniaco, la presencia de fosfolipasa A2 en ureaplasmas, que influencia el



metabolismo de la prostaglandina, generando problemas durante la gestacién. Otro
posible mecanismo es la capacidad de fusionarse parcialmente con las células
hospedadoras, incrementando el dafio causado por los radicales superoxido. Y por
ultimo, el papel que la capsula externa de polisacarido juega en reducir la capacidad
de fagocitosis en el organismo hospedador, favoreciendo por lo tanto la colonizacion

de los micoplasmas (Rosales, 2013).

Existe la presencia de proteinas capaces de modificar la estructura de estas
bacterias, de forma reversible y alterar de esta forma su composicion antigénica.
Esta variabilidad permite a este patdogeno obtener una mayor capacidad de
colonizacién y de adaptacion al medio a través de la variacion de su arquitectura de

superficie celular (Rosales, 2013).
Il. M. hyorhinis

a) Caracteristicas generales

Dentro del género Mycoplasma, podemos encontrar a la especie M. hyorhinis,
este es un microorganismo ubicuo en cerdos. Su habitat natural son las membranas
mucosas del tracto respiratorio superior y las tonsilas. Se encuentra en un alto
porcentaje en cavidades nasales normales en cerdos adultos y cerdos en
crecimiento. Se puede producir facilmente una propagacion descendente hacia los
pulmones, por lo que se considera a M. hyorhinis parte del complejo etiolégico de
las neumonias entre los lechones (Kobisch, 1996; Sibila et al., 2021; Ustulin et al.,
2021).

M. hyorhinis al igual que todas las bacterias del mismo género, presenta un
tamano de genoma relativamente pequefo, variado entre 829 y 839 Kb (Rosales,
2013).

En comparacién con M. hyopneumoniae, M. hyorhinis es relativamente facil
de aislar, siendo considerado como un Mycoplasma de crecimiento rapido. Para el
aislamiento son necesarios de tres a cinco dias, pero los cultivos establecidos
crecen en uno o dos dias. M. hyorhinis fermenta la glucosa, no utiliza arginina ni
hidroliza la urea. En medio solido se pueden observar colonias tipicas de
Mycoplasma con morfologia de "huevo frito" tras incubacion a 37°C entre 2 a 5 dias,
con un diametro final de 0.5 a Tmm (Kobisch, 1996; Rosales, 2013).
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M. hyorhinis presenta un sistema de mecanismo de variacién antigénica que
le proporciona la capacidad al microorganismo de modificar su repertorio antigénico
y caracteristicas estructurales de superficie con el fin de evadir la accién del sistema
inmune del organismo hospedador. Gracias a los mecanismos que regulan este
sistema, M. hyorhinis es capaz de variar rapidamente, adaptandose a diferentes
condiciones del medio u hospedador y dando lugar a la seleccion de poblaciones

resistentes a la repuesta humoral (Rosales, 2013).

Es considerada como una bacteria contaminante aislada frecuentemente del
tracto respiratorio de cerdo. Debido a que se adhiere al epitelio ciliar del tracto
respiratorio superior, es comun aislarlo en este lugar en cerdos sanos y de las
tonsilas de cerdos con pleuritis, peritonitis, pericarditis y artritis, y frecuentemente se
recupera de lesiones pleurales, pericardicas y sinoviales (Aragon et al., 2015;
Beltran et al., 2015; Rosales, 2013). M. hyorhinis es un invasor secundario, también
comun, en la pulmonia porcina causada por el PRRSV y PCV2 (Ustulin et al., 2021),
que produce, ocasionalmente, inflamacion de las membranas serosas del cuerpo del
cerdo y de las articulaciones (An6n, 2020). Es un microorganismo que
frecuentemente actia como patdgeno y que puede causar poliserositis y retardo en

el crecimiento y reduce la eficiencia alimenticia (Aragén, 2015).

Recientemente, M. hyorhinis se ha considerado como un patégeno
importante en cerdos recién destetados en las granjas de Estado Unidos y Europa
(Clavijo et al., 2012 a y b). Sin embargo, su papel etioldgico no se ha establecido del
todo, a pesar de que se han encontrado aislados de M. hyorhinis con diferentes
grados de patogenicidad causando neumonias asociadas a CRP (Ross vy
Whittlestone, 1983).

Interesantemente, en una publicacion de Sibila et al., 2014, se presentd un
estudio cuyo objetivo fue evaluar la prevalencia de M. hyopneumoniae y M.
hyorhinis en lavados broncoalveolares (BALF) de muestras procedentes de
animales vivos, con y sin signos de CRP procedentes de diferentes explotaciones
europeas. Para ello se tomaron de varias granjas, muestras de BALF de 5 animales
de 10 semanas de edad que presentaran problemas respiratorios (animales
enfermos) y de 10 cerdos sanos de la misma edad. Esos animales sanos se
muestrearon de nuevo a las 20 semanas de edad. Este procedimiento se llevd a

cabo en 7 granjas europeas diferentes. Las muestras se procesaron por medio de
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un método de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) y una prueba de PCR-nested
para M. hyorhinis y M. hyopneumoniae. Los resultados mostraron en términos
generales que la deteccion de M. hyopneumoniae fue menor a las 10 semanas de
edad (27/105, 26%) que a las 20 semanas de edad (30/58, 52%). Solo 8 de cada 58
(14%) animales fueron positivos a M. hyopneumoniae por gqPCR en ambos puntos
de muestreo. La deteccién de M. hyopneumoniae fue mayor en aquellos animales
que presentan problemas respiratorios (11/35, 31,4%) que en animales sanos
(16/70, 22,8%) (p> 0,05). La carga bacteriana de los animales positivos gPCR que
muestran problemas respiratorios media (5,93 [8,60 max.; 3,89 min]) no fue
significativamente diferente de la de los sanos (6,09 [7,98 max.; 4,24 min]). Por el
contrario, la deteccion de M. hyorhinis fue ligeramente superior a las 10 semanas de
edad (65/105, 62%) que a las 20 semanas de edad (30/58, 52%). Por ultimo, 23 de
58 (40%) animales fueron positivos a M. hyorhinis en ambos puntos de muestreo. La
detecciéon de M. hyorhinis fue mayor en los animales sanos (46/70, 65%) que
aquellos animales que presentaron problemas respiratorios (19/35, 54%) (p> 005).
La carga bacteriana de QPCR animales sanos positivos media (5,91 [8,53 max.;
4,37 min]) no fue significativamente diferente de los animales que presenten
problemas respiratorios (6,19 [8,37 max.; 4,41 min]) (Sibila et al., 2014).

Debido a lo anteriormente mencionado, podemos concluir que M. hyorhinis
es un patégeno comunmente detectado, considerandose también ubicuo vy
concomitante a la infeccion de otros patdégenos como el patdégeno primario M.

hyopneumoniae.

b) Epidemiologia

Esta bacteria es de distribucion mundial, encontrandose en cualquier lugar
donde haya produccion intensiva porcina. Es un microorganismo patdégeno que
afecta principalmente a lechones, donde generalmente la transmision se produce
por contacto directo de la secrecion nasal entre madres o cerdos adultos y lechones
justo después del nacimiento. Una vez en que esta bacteria se encuentra en el
tracto respiratorio, es capaz de propagarse de forma hematégena dando lugar a las
caracteristicas lesiones serofibrinosas afectando pleura, peritoneo y pericardio,

ademas de procesos artriticos (Beltran et al., 2015; Kobisch, 1996; Rosales, 2013).

Ademas de su habitat natural colonizando el tracto respiratorio superior del

cerdo, M. hyorhinis es aislado en otros sitios, relacionandolo asi con otras
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patologias como por ejemplo, en pulmones de cerdos con lesiones compatibles con
neumonia enzodtica, el porcentaje de aislamiento se situa alrededor de un 70%,
mientras que en animales sanos el porcentaje disminuye hasta un 53% (Rosales,
2013).

Rosales, 2013 menciona que, aunque la capacidad de M. hyorhinis para
causar enfermedad clinica como agente causal unico, incluyendo neumonia, otitis,
artritis y poliserositis, ha sido ampliamente demostrada en diferentes estudios, la
asociacion de este microorganismo con otros patdgenos respiratorios porcinos
representa un factor altamente importante a considerar, debido a la posible
implicacién en la potenciacion de los diferentes cuadros clinicos. Por otro lado, Anén
2020 menciona que, la enfermedad de M. hyorhinis aparece mas frecuentemente en
grupos de cerdos que ya tienen otras enfermedades, como pulmonia o enteritis, y
en donde hay tensién considerable ocasionada por pobres condiciones ambientales

o por un manejo deficiente.

En los ultimos afos, diversos analisis de muestras de matadero y de
animales infectados clinicamente enfocados principalmente al estudio del CRP, han
aportado una mayor claridad sobre el rol de M. hyorhinis en procesos neumonicos
naturales en el cerdo. Sin, embargo, ya existia estudios de los anos 90' en donde,
enfocado principalmente al analisis de casos de neumonia enzodtica, se encontro
una estrecha relacion entre M. hyopneumoniae, Pasteurella multocida 'y M. hyorhinis,
al ver como pulmones con resultados positivos para estos tres patdogenos
presentaban las lesiones macroscopicas de mayor grado, ademas de encontrar un
alto porcentaje de pulmones neumonicos donde M. hyorhinis era el Unico agente

causal detectado (Rosales, 2013).

c) Presentacion clinica
En condiciones naturales, los cuadros de neumonia causados por M.
hyorhinis se asimilan a los observados en casos de Neumonia Enzodtica Porcina,
pudiendo apreciarse una bronconeumonia catarral crénica de distribucion
craneoventral, afectando principalmente a los ldbulos apicales, cardiacos e

intermedio y la porcién craneal de los I6bulos diafragmaticos (Rosales, 2013).

En los casos de poliserositis, la enfermedad se presenta normalmente en
animales de tres a diez semanas de edad, y de forma ocasional en animales adultos,

apareciendo entre tres y diez dias tras la exposicion a M. hyorhinis. Los principales
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signos clinicos incluyen fiebre moderada (40°C - 40.6°C), cojera, inapetencia,
dificultad para moverse, artritis y dificultad respiratoria. Entre tres y seis meses tras
el inicio de la infeccidn se observa una reduccidon en los procesos inflamatorios

articulares (Rosales, 2013).

d) Diagnéstico
Debido a la similitud de las lesiones causadas por M. hyorhinis con las
presentes en infecciones causadas por otros agentes infecciosos, el poder
diagnéstico de casos clinicos causados por esta bacteria basado en la evaluacién
patologica es limitado, por lo que necesita apoyarse necesariamente en el uso de
técnicas de laboratorio para alcanzar un resultado fiable (Kobisch, 1996; Rosales,
2013).
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INMUNIDAD

El sistema inmune es esencial para la vida del animal, ya que, es el
encargado de proteger a los individuos frente a la invasién microbiana. Existen
diversos mecanismos para asegurar la proteccién contra los microorganismos.
Dentro de estos se incluyen las barreras fisicas, donde rechazar la entrada de estos
microorganismos sugiere ser la proteccion mas efectiva, ya que sin ésta una buena
defensa es practicamente imposible; ejemplos de barreras fisicas son la piel y otras
superficies corporales como el tracto respiratorio y gastrointestinales (Campos -
Granados, 2014; Palomo et al., 2009; Tizard, 2009).

Las barreras fisicas no son completamente efectivas por si mismas, por lo
gue un microorganismo invasor que sea persistente en el tiempo podria sobrepasar
esta barrera. Es en ese momento en el que comienza a participar la inmunidad
innata, ésta se encarga de actuar de manera rapida (minutos - horas) con el fin de
bloquear la invasion microbiana antes de dar lugar a la enfermedad. Esta constituida
por un conjunto de diversos tipos celulares y factores solubles encargados de la
resistencia del huésped ante agentes infecciosos con los cuales nunca éste ha
tenido contacto (Tizard, 2009). Una vez que ocurre la invasidon microbiana en un
tejido ocurre un conjunto de reacciones denominada inflamacion, esto genera un
aumento del flujo sanguineo y del acumulo de células que pueden atacar y destruir
al patégeno (Campos- Granados, 2014). Estas células, llamadas neutrofilos y
macrofagos, pueden destruir a la mayoria de organismos invasores y asi evitar su
diseminacion a lugares no infectados del organismo. En conjunto actua el sistema
del complemento, formado por enzimas que son activadas por la presencia del
patdégeno y que van a dar lugar a la destruccion microbiana (Palomo et al., 2009;
Tizard, 2009).

El sistema inmune innato no tiene ningun tipo de memoria y cada infeccion
es tratada de la misma manera. Por tanto, la intensidad y duracion de procesos
como la inflamacién se mantienen inalteradas, independientemente de lo frecuente
que se encuentre a un patégeno determinado. Pero, por otra parte, siempre esta

listo para actuar inmediatamente en cuanto se detecte un patdgeno (Tizard, 2009).

La inmunidad innata no puede ofrecer la solucién definitiva para la defensa
del organismo. Es necesario contar con un sistema de defensa que pueda

reconocer y destruir a los patégenos y aprender de ese proceso, de manera que, en

15



el caso de que volviera a invadir el organismo, se pudiera destruir de forma mas
eficiente. La inmunidad adquirida, es una inmunidad prolongada efectiva, que
mientras mas frecuentemente se encuentre un individuo con un determinado
patdgeno, mas efectiva seran sus defensas frente a ese microorganismo. Este
mecanismo tarda varios dias en ser eficaz, a pesar de esto, su respuesta resulta
increiblemente efectiva. Es un sistema complejo y sofisticado que proporciona el

ultimo nivel de defensa del organismo (Campos - Granados, 2014; Tizard, 2009).

Una diferencia entre la inmunidad innata y adquirida es el uso de los
receptores para reconocer microorganismos invasores extrafios. La inmunidad
innata utiliza receptores pre-existentes que pueden unirse a moléculas y patrones
moleculares que se encuentran habitualmente en muchos microorganismos distintos.
Por otro lado, las células de la inmunidad adquirida producen de forma aleatoria un
enorme numero de receptores estructurales unicos. Estos receptores pueden
combinarse con una ingente serie de moléculas extrafias. Debido a que la
capacidad de union de estos receptores se genera al azar, no estan predestinados
para reconocer una determinada molécula extrafia, pero colectivamente pueden
reconocer casi a cualquier microorganismo invasor. La inmunidad adquirida
reconoce patdégenos externos, los destruye y desarrolla memoria de este encuentro,
de tal manera, si el animal vuelve a encontrarse con el mismo organismo una
segunda vez, la inmunidad adquirida respondera mas rapidamente y de forma mas
eficaz (Tizard, 2009).

La inmunidad adquirida posee dos ramas principales que protegen al
organismo, una rama defiende frente a los patégenos extracelular o exdgenos como
la mayoria de las bacterias y hongos, protozoos y parasitos helmintos, esto se
realiza mediante proteinas denominadas anticuerpos que favorecen la destruccion
de estos patogenos, este tipo de respuesta se llama respuesta inmune humoral. Por
otro lado, una rama que protege frente a los microorganismos que se originan o
viven dentro de las propias células del organismo (intracelulares o enddgenos),
como lo son virus y bacterias o protozoos intracelulares, son atacados por células
especializadas que destruyen células infectadas o anémalas, este tipo de respuesta
se conoce como respuesta inmune mediada por células (Campos - Granados, 2014;
Tizard, 2009).
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. Linfocitos

Los linfocitos cumplen un papel fundamental en la defensa del organismo. Se
dividen en tres grupos funcionales diferentes: las células Natural Killer (NK), que no
expresan marcadores de células T ni células B, y desempefan un papel importante
en la inmunidad innata; los linfocitos T, que regulan la inmunidad adquirida de tipo
celular; y los linfocitos B, que son responsables de la produccién de anticuerpos, es
decir, responsables de la inmunidad adquirida de tipo humoral. Dentro de estos tres
tipos principales hay un gran numero de subpoblaciones celulares, cada una con

diferentes caracteristicas y funciones (Campos - Granados, 2014).

Existen invasores extraios que penetran el cuerpo libremente y proliferan en
los fluidos extracelulares. Los linfocitos B son los encargados de destruir estos

invasores mediante la produccion de anticuerpos (Tizard, 2009).

Los linfocitos B se encuentran en la corteza de los nédulos linfaticos, en la
zona marginal del bazo, en la médula ésea, por todo el intestino en las placas de
Peyer, y unos pocos circulan en la sangre. Poseen una gran cantidad de receptores
de unién al antigeno idénticos sobre su superficie. Por lo tanto, cada linfocito B solo
puede unirse y reaccionar frente a un unico antigeno. Los receptores de antigeno
son generados al azar durante el desarrollo del linfocito B. Si un linfocito B
encuentra un antigeno que pueda unirse a sus receptores, con la co-estimulacion
apropiada, reaccionara secretando moléculas de receptor a los fluidos corporales,
donde se llaman anticuerpos. Cada linfocito B produce anticuerpos con la misma
especificidad de la de sus receptores. Esta especificidad es el resultado de una
serie de reorganizaciones genéticas al azar, que deben realizarse con éxito para
que el linfocito B sobreviva. Ademas, durante una respuesta inmune tiene lugar un
segundo proceso de seleccion en el que los receptores de los linfocitos B son
modificados por mutaciones somaticas al azar o por conversion génica. Solo los
linfocitos B con receptores capaces de ligar un antigeno con una alta afinidad,

sobreviviran para convertirse en células de memoria (Tizard, 2009).

Cada linfocito B esta recubierto por entre 200.000 y 500.000 receptores de
antigenos idénticos, llamados BCR (receptores antigénicos del linfocito B, muchos
mas que los receptores de los linfocitos T. Cada BCR esta formado por varias
cadenas peptidicas que pueden dividirse en dos componentes: el de unién al

antigeno y el de transduccion de la sefial de activaciéon. Sin embargo, el BCR puede
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unirse a los antigenos cuando es liberado de la superficie del linfocito B. Los
anticuerpos son, simplemente, las formas solubles del BCR secretadas por los
linfocitos B en los fluidos corporales; todos ellos pertenecen a la familia de proteinas

denominadas inmunoglobulinas (Tizard, 2009).

Para su activacion completa, los linfocitos B requieren varias sefales. Por lo
tanto, aunque la union del antigeno al BCR resulta un paso esencial en la respuesta
del linfocito B, normalmente es insuficiente para generar la formacién de anticuerpos.
La activacién completa de un linfocito B requiere co-estimulacion por los linfocitos T
colaboradores que, a su vez, deben haber sido estimulados por la presentacion del
antigeno por parte de las células presentadoras de antigeno: una célula dendritica,
un macrofago o; incluso, un linfocito B. Asi pues, el linfocito B puede capturar y
procesar el antigeno, presentarlo al linfocito T colaborador y entonces, recibir la co-
estimulacion del mismo linfocito T. Por lo tanto, los linfocitos B desempefian dos
funciones simultaneas: responden al antigeno mediante la produccién de
anticuerpos y, a la vez, actuan como células presentadoras de antigeno. Los
linfocitos T colaboradores proporcionan al linfocito B las sefales de co-estimulacion
procedentes de las citoquinas, asi como las de la interaccion con sus receptores de
superficie (Tizard, 2009).

Il. Inmunidad del cerdo
El cerdo posee diferencias anatomicas y celulares con respecto a otras
especies, como por ejemplo una estructura de nédulos linfaticos "invertidos", por lo

que tienen una linfa casi acelular (Goyache, 2018).

El cerdo presenta una respuesta inflamatoria equilibrada que esta muy bien
regulada. Estos animales son buenos respondedores a los antigenos ambientales y
producen altos niveles de respuesta tanto humoral como celular a los antigenos.
Desde la década de los ochenta, los diversos estudios sobre la inmunologia del
cerdo, han ampliado considerablemente la determinacion de las particularidades del
sistema inmunoldgico porcino. Es asi, como se conoce que los cerdos poseen una
baja proporcién de células T CD4:CD8, generalmente menos de 1:1 en el animal
adulto, quienes, ademas tienen una abundante (60%) poblacién de células T doble-
positivas (CD4+/CD8+) en circulacion. En animales jovenes (4-12 meses) mas del
50% de los linfocitos T de la sangre son y/® positivos, aunque esta cantidad

desciende en adultos. Algunos linfocitos T y/& porcinos pueden funcionar como
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células presentadoras de antigeno utilizando las moléculas del CMH de tipo Il de su
superficie (Goyache, 2018; Tizard, 2009).

VACUNAS

La practica de la vacunacién va evolucionando debido a los progresos en las
tecnologias y a la aparicion de nuevas enfermedades y cepas infecciosas.
Actualmente, los veterinarios disponen de varias guias y recomendaciones sobre
vacunacion para poder ofrecer una medicina veterinaria de alta calidad a sus
pacientes. La inmunoprofilaxis activa o vacunacion implica el intento de mejorar o
maximizar una respuesta inmune especifica en un animal para protegerlo contra las
enfermedades infecciosas. La rapidez de desarrollo de la inmunidad después de la
vacunacion dependera del animal, la vacuna y la enfermedad. Generalmente, tarda
unos dias en empezar a desarrollarse, sobre todo, cuando se trata de una primera
exposicion al antigeno. El punto clave de la vacunacion es generar células de
memoria (B y T) que sean responsables de una respuesta inmune rapida y eficiente

durante un contacto secundario con antigenos especificos (Ledn, 2011).

De manera rutinaria, la medicion de los titulos de anticuerpos séricos,
generalmente IgG e IgM, representa el método disponible para valorar la eficacia y
duracién de la proteccion vacunal. Cabe destacar que los anticuerpos soélo

representan una porcion de la respuesta inmune global (Ledn, 2011).

Tecnologicamente, existen diferentes tipos de vacunas, por un lado, estan
las vacunas vivas modificadas, las cuales se atenian de manera que retengan la
inmunogenicidad y la capacidad de replicarse en el huésped sin provocar
enfermedad, estimulan la inmunidad humoral como la celular de una manera mas
potente y prolongada que las vacunas muertas. Por otro lado, estan las vacunas
inactivadas, las cuales estan compuestas por agentes desnaturalizados sin
destruccion de su inmunogenicidad, éstas son mas seguras puesto que no tienen
riesgo de virulencia especifica, sin embargo, no emulan una infeccién natural y, por
lo tanto, poseen una eficiencia y duracion menor, sobre todo la relativa a la

inmunidad celular.

En cuanto a las vacunas antibacterianas, cuando éstas contienen bacterias
inactivadas se denominan bacterinas. Al igual como se mencioné anteriormente,

este tipo de vacunas genera una inmunidad de duracion relativamente corta,
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permaneciendo normalmente no mas de un afo, y a veces durante un periodo de
tiempo considerablemente inferior. Una forma de mejorar las bacterinas es afiadir

antigenos inmundégenos purificados a las bacterias inactivadas (Tizard, 2009).

Debido a lo anteriormente mencionado y con el fin de maximizar la eficiencia
de las vacunas, se han afadido moléculas denominadas adyuvantes. Los
adyuvantes pueden incrementar ampliamente la respuesta organica de las vacunas,
como también aumentan la duracién y alcanzar un grado de inmunoestimulacién
comparable al de las vacunas vivas modificadas. Estas propiedades permiten que
se pueda inocular una menor cantidad de antigeno o reducir el nimero de dosis. Si
bien los mecanismos de accion de los adyuvantes son poco conocidos, estos actuan
mediante uno de los siguientes mecanismos: adyuvantes de liberacion prolongada
sencillamente protegen a los antigenos de la degradacion rapida, prologando las
respuestas inmunes; adyuvantes que liberan eficazmente el antigeno a las células
presentadoras de antigeno, mejorando su presentacion; adyuvantes
inmunoestimulantes que aumentan la produccién de citoquinas, estimulando
selectivamente las respuestas Th1 o Th2 proporcionando la co-estimulacion
apropiada (Leon, 2011; Tizard, 2009).

Los adyuvantes deben su resultado a que crean un efecto de depdsito sobre
los antigenos, producen un reclutamiento de células inmunorreactivas, potencian la
actividad de las células inmunes y aumentan la exposicion antigénica. Existen los
adyuvantes sintéticos y naturales, entre estos ultimos se destaca el quitosano (Ledn,
2011).

. Quitosano

El quitosano es un polimero de origen natural, que se obtiene a partir de la
quitina, es uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza, y se obtiene
mediante la desacetilacion parcial de la quitina (polisacarido). La quitina forma parte
de la estructura de soporte de numerosos organismos vivos, tales como artropodos
(crustaceos e insectos), moluscos y hongos. En los ultimos afios se ha encontrado
una gran cantidad de aplicaciones para este biopolimero, especialmente en diversas
areas de la biomedicina, como la regeneracion de tejido 6seo y dental, curacion de
heridas, transportador de farmacos y adyuvante de vacunas, entre otros (Amar,
2012; Exposito, 2010; Galvez, 2017)
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La eleccion de este polimero se debe a sus multiples propiedades fisico-
quimicas, dentro de las cuales destacan la biocompatibilidad, mucoadhesion,
promotor de absorcién, actividad antimicrobiana, capacidad inmunopotenciadora,
carencia de toxicidad, entre otros. Las propiedades que determinan sus propiedades
funcionales son su grado de desacetilacion (porcentaje de grupos amino que
quedan libres en la molécula de quitosano) y el peso molecular promedio (Amar,
2012; Cortés, 2009; Expdsito, 2010).

El quitosano es de interés como adyuvante ya que es un vehiculo para la
encapsulacion del farmaco (tiene la capacidad de modificar el tamafio de la
particula), protegiendo al antigeno de la degradacion enzimatica y liberandolo de
forma controlada, ademas de promover su absorcién a través del epitelio, distintas

posibilidades de administracion, y biodegradabilidad (Cortés, 2009; Expésito, 2010).

Se ha reportado que el uso de este polimero en suspension o en sistemas de
microparticulas (MPs), posee actividad inmunoestimulatoria, aumenta la
acumulacion y activacion de macréfagos y polimorfonucleares, induce la liberacion
de citoquinas, aumenta la respuesta de anticuerpos y mejora la hipersensibilidad
tipo retardada. Ademas, permite el transporte de estos farmacos al lugar de accion
terapéutica, el incremento de su vida media y su liberacién controlada en el tiempo.
Por otro lado, al ser particulas pequefas, presentan una relacion superficie-volumen
alta (Cortés, 2009; Expdsito, 2010).

En cuanto a la mucoadhesion, ésta aumenta el tiempo de permanencia y el
contacto entre la membrana y la formulacion, lo cual permite una liberacién del
principio activo de forma sostenida en el tiempo, reduciendo asi la necesidad de
varias dosis (Expésito, 2010). Las propiedades mucoadhesivas del quitosano se
deben principalmente a la interaccion electrostatica que se generan entre sus
grupos amino protonados y la capa de mucus. El mucus esta compuesto por una
glicoproteina llamada mucina, la cual tiene cargas negativas debido a la presencia
de residuos de acido sialico. La unién entre el quitosano y la capa de mucus
depende de la cantidad de acido sidlico presente en la mucina y del grado de
desacetilacién del quitosano o grupos amino libres. Por lo tanto, no solo actua como
potenciador de la absorcién de macromoléculas, sino también como un sistema
bioadhesivo de entrega. Por otro lado, el pH también influye en las propiedades

mucoadhesivas del quitosano, ya que, a pH acido este polimero se encuentra
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cargado positivamente debido al valor de su pKa 6,5 (Castillo, 20017; Expdsito,
2010; Galvez, 2017).

El efecto positivo de este polimero sobre la liberacion de farmacos a través
de los epitelios se debe a una combinacion entre sus propiedades mucoadhesivas y
su capacidad para abrir las uniones estrechas (Tight Junction) entre células
epiteliales, facilitando asi el transporte de farmacos, sobre todo farmacos
macromoleculares, a través del epitelio. Lo anteriormente mencionado le otorga al
quitosano la propiedad de ser promotor de la absorciéon de farmacos (Expdsito,
2010).

Finalmente, la capacidad inmunopotenciadora se debe principalmente por la
viscosidad, peso molecular y por la presencia de la unidad monomérica N-acetil-D-

glucosamina en su estructura (Amar, 2012).

Se ha descrito que la vacunacién mucosa tiende a producir una respuesta
inmune tanto sistémica como local. De hecho, formulaciones de MPs de quitosano
cargadas con antigeno no solo mejoran su captacion por parte del sistema de
células presentadoras de antigenos, macroéfagos y células M, sino que también
inducen una elevada respuesta de anticuerpos a nivel local o sistémico. Ademas,
estas MPs de quitosano cargadas con antigenos no solo promueven la induccion de
citoquinas citotoxicas (linfocitos T CD8+ o linfocitos T citotoxicos) respecto a
inmunizaciones que consideran el uso de antigeno libre; sino que también mejoran

su eficiencia de encapsulacién y regulan su liberaciéon desde las MPs (Gélvez, 2017).

Il. Quitosano Sulfatado (QS)

Con el fin de superar posibles factores que pueden afectar a las propiedades
del quitosano, se ha propuesto la funcionalizacion de éste polisacarido. Este método
consiste principalmente en la conjugacién quimica de un grupo funcional
determinado, promoviendo sinérgicamente las propiedades mucoadhesivas del
quitosano, y al mismo tiempo mejorando su permeabilidad, estabilidad y permitiendo
un mayor control sobre la liberacion de las macromoléculas microencapsuladas
(Galvez, 2017).

Una forma de funcionalizacion del quitosano es mediante la sulfonacion de
este polimero con un grupo funcional sulfato, a través de la cual se espera que el

quitosano modificado exhiba mejores propiedades mucoadhesivas por el incremento
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de la afinidad por la mucina, como también propiedades anticoagulantes,
antimicrobianas y antioxidantes (Castillo, 2017; Galvez, 2017). Ademas, posee una
capacidad mimética al receptor celular heparan sulfato, por lo cual se ha propuesto
como bloqueador y vehiculo para distintos patdgenos, que utilicen el receptor

heparan sulfato como mecanismo de invasion celular (Bucarey et al., 2017).

Por otro lado, al funcionalizar quitosano con grupos azufrados como el grupo
funcional sulfato, se generan puentes disulfuro (enlaces covalentes) entre la mucina
y el quitosano, aumentando la mucoadhesividad. Se potencia la uniéon dependiente
de acido sialico y grupos amino libres del quitosano explicados anteriormente
(Castillo, 2017).

Sin duda la vacunacion es esencial para el control del CRP, existiendo en el
mercado diversas opciones de planes vacunales, especialmente para combatir las
patologias provocadas por el PCV2 y por Mycoplasma hyopneumoniae (Abella et al.,
2019; Jiménez et al., 2019). Actualmente en Chile, se encuentran registradas 22
vacunas contra patdgenos asociados a CRP. Sin embargo, no hay opciones

vacunales contra M. hyorhinis (SAG, 2021).

Este ultimo punto toma importancia, ya que, como se menciond, se ha
demostrado que M. hyorhinis es un agente activo en la participacion del CRP,
generando lesiones especificas en lechones y como consecuencia grandes pérdidas

econdmicas para el plantel.
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OBJETIVO GENERAL
Evaluar experimentalmente, en modelo murino, la inmunogenicidad de una
vacuna microencapsulada en base a quitosano funcionalizado contra Mycoplasma

hyorhinis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Inmunizar ratones BALB/c con antigenos de M. hyorhinis microencapsulados
con quitosano comercial y funcionalizado con grupos sulfatos por dos vias de

administracion.

2. Evaluar en los animales inmunizados la induccién de anticuerpos especificos
contra antigenos asociados a M. hyorhinis, a distintos tiempos post-

inmunizacion por técnicas de ELISA indirecto.
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MATERIALES Y METODOS

. Protocolo y manejo de Mus musculus

Todos los procedimientos que conciernen al trato de los animales
involucrados en esta investigacion, tanto tomas de nuestras, tratamientos vy
eutanasia, fueron realizados por Médicos Veterinarios y realizado de acuerdo a lo
estipulado en la guia de principios directrices internacionales para el uso de
animales en investigaciones Biomédicas, elaborada por el Consejo para las
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Biomédicas (Guia para el Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio Institute of Laboratory Animal Resources
Commission on Life Sciences National Research Council. Edicién Mexicana
auspiciada por la Academia Nacional De Medicina. 1999. Copyright National
Academy Press, Washington, D.C. 1996), (Olfert ED, Cross BM, McWilliam AA.
Guide to the care and use of experimental animals. Otawa: Canadian Council on
Animal Care; 1993).

Para llevar a cabo la evaluacion de la inmunogenicidad de una vacuna de M.
hyorhinis se utilizaron 18 hembras adultas de la especie Mus musculus, de la cepa
BALB/c de ocho semanas de edad, las cuales fueron compradas en el Servicio de
Salud Publica (ISP), comuna de Nufioa, Chile. Los roedores fueron mantenidos en
la Unidad de Manejo animal de ECOVET-FAVET de 20,8 m? provisto de un
extractor de aire con capacidad de 420 m*/h, y aire acondicionado de 12.000 BTU,
mantenido a 22+2 °C, 50+10 % de humedad y manejo de fotoperiodo de 12h luz y
12h oscuridad. Los M. musculus se dividieron en 6 jaulas acrilicas (16,5 x 30 x 12
cm) compartidas por 3 individuos hembras con un peso de 20 a 30 gramos
aproximadamente. La jaula conté con sustrato de viruta de madera de 10 cm de
profundidad. Tanto el agua como el alimento se administraron de forma ad libitum,
siendo este Ultimo preparado comercial Prolab® RMH 3000 Nutricion Constante TM.
Se contempld también el uso de trozos de madera, cartones y tubos de PVC entre
otros para el enriquecimiento ambiental y bienestar de los individuos. La limpieza de
los habitaculos se realiz6 con una frecuencia de una vez por semana, sin remover

toda la viruta para mantener olores conocidos.

Los individuos fueron tratados con las formulaciones desarrolladas en el
Laboratorio BIOVETEC, utilizando MPS de QC y QS, conjugadas con antigenos
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asociados a M. hyorhinis (Figura 1 y 2). Las siguientes fotografias fueron tomadas
con microscopio de barrido JEOL modelo JSM-IT300LV acoplado a un detector de

energia dispersiva de Rayos X. Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Figura 1. Microfotografias SEM de Qc + M. hyorhinis. Se observan distintas
magpnificaciones (A, B, C, D), y particulas con diferentes texturas de superficie, se observan
particulas con rugosidades y otras con concavidades esferoidales, los tamafios fluctuan
entre los 0,5 y 5 ym. Fotografia tomada en la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile.
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Figura 2. Microfotografias SEM de Qs + M. hyorhinis. Se observan distintas
magnificaciones (A, B, C, D), ademas, se muestra coexistencia de particulas esféricas con
concavidades de superficie lisa con concavidades , las cuales poseen tamafios aproximados
de 0,75 — 9 ym. Fotografia tomada en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.
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Las dosis y vias de administracion utilizadas en el proyecto:

e Via Intranasal (IN): 20 pl de la suspension (1 mg / ml), administradas
utilizando punta de pipeta de 20 pl, alternando de fosa nasal. (Figura 3.)

J—

Figura 3. Inoculacién de vacunas por via intranasal (IN). Fotografia tomada en la
unidad de roedores del laboratorio ECOVET.
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e Via Intraperitoneal (IP): 300 pl de la suspensién (1 mg / ml), utilizando

jeringas de 1 ml con agujas de 27G. (Figura 4.)

Figura 4. Inoculacion de vacunas por via intraperitoneal (IP). Fotografia tomada en la
unidad de roedores del laboratorio ECOVET.

El disefio experimental y los distintos tratamientos

detallaran a continuacion (Tabla 1):

Tabla 1. Disefio experimental.

de inmunizacion se

GRUPO N° DE | TRATAMIENTO ViA ~ DE
ANIMALES ADMINISTRACION

1 3 QC10X Intraperitoneal

2 3 QS10X Intraperitoneal

3 3 QC10X Intranasal

4 3 QS10X Intranasal

5 3 Control positivo 10 ug | Intraperitoneal
bacterina de M.
hyorhinis

6 3 Placebo Intraperitoneal

La vacunacion y la toma de muestra estuvieron bajo la guia y supervision de

un Médico Veterinario con conocimiento en manejo de animales bajo condiciones de

laboratorio. Es importante recalcar que todos los protocolos para el trabajo

experimental con animales en esta memoria, han sido visados por el Comité
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Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile (CICUA
ID19110135).

La toma de muestra se realizé en el primer tercio de la cola (Figura 5), la cual
fue lavada con una soluciéon antimicrobiana de clorhexidina 2% para desinfectar el
area y ver el vaso sanguineo. Luego con aguja de 27G estéril se realizé la puncion
en el area ya mencionada recolectando 0,1 ml de sangre mediante tubo capilar. Una
vez tomada la muestra, se realizo la limpieza de la zona inoculada con alcohol 70%
y posteriormente, se procediéo a la hemostasis aplicando presién con los dedos
sobre la cola durante 30 segundos. La muestra fue tomada cada dos semanas
desde la primera vacunacion, hasta la octava semana (Tabla 2).

Figura 5. Obtencion de la muestra en el lugar de la puncion realizada en el primer
tercio de la cola del roedor. Fotografia tomada en la unidad de roedores del laboratorio
ECOVET.

Tabla 2. Disefio de inmunizacion y extraccién de muestras.

EDAD (SEM) | 8 9 10 | 11 12 13 14 15 16
semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9
(afo 2021)
Inmunizacion | IN IN +IP IN

+|P Booster Booster

21 dias 36 dias

Toma de | X X X X X
muestra
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. Medicion del titulo de anticuerpos antigeno-especificos contra M.
hyorhinis
Para poder cuantificar el titulo de anticuerpos totales contra M. hyorhinis de
manera mas sensible, se monté y estandarizé un ensayo de ELISA indirecto (es
importante destacar que no existen kits comerciales para detectar anticuerpos
contra estos antigenos en modelo murino). En esta oportunidad se evalu6 la
induccion de anticuerpos en animales inmunizados con MPs de QS y QC
conjugadas con antigenos de M. hyorhinis en dos concentraciones, con la finalidad
de evidenciar la induccién de anticuerpos especificos, ademas de los controles

positivos y negativos.

ELISA Indirecto
Se utilizaron placas de ELISA sensibilizadas con antigenos totales de M.

hyorhinis.

1. Para este procedimiento, se diluyé la proteina recombinante en tampén de
cobertura (50mM NaCO3z, 50mM Na;HCO3), para obtener una concentracion final
de 40 pg/mL de Ag de M. hyorhinis. Luego se administré 50 uL en cada pocillo de la
placa de microtitulacion de 96 pocillos (MaxiSorp, Nunc, Denmark), y se cubrieron

con parafilm para incubar toda la noche a 4°C.

2. Posteriormente, se realizaron dos lavados con 200 pL de buffer de lavado
(PBS, Tween 20 0,05%) por pocillo y se bloquearon los sitios de unién inespecificos
adicionando 200 yL de tampoén de bloqueo por pocillo (leche descremada 5% en
PBS, Tween 20 0,05%), cubriendo, posteriormente, con parafiim e incubando dos
horas a 37°C. A continuacion, se realizaron cuatro lavados con 200 pL de buffer de
lavado por pocillo, para luego utilizar los sueros de los ratones, disponiendo cada
una de las muestras en triplicado en una dilucién de 1:500 en una solucién de
diluciéon (leche descremada 0,5% en PBS, Tween 20 0,05%, incubandolas a 4°C
durante toda la noche). Como control negativo se utilizaron pocillos sin el anticuerpo
primario (suero de ratones) y como control positivo suero de ratones inmunizados

con la bacterina de M. hyorhinis.

3. Al siguiente dia, se realizaron cinco lavados con 200 pyL de buffer de
lavado por pocillo. A continuacion, se procedié a incubar las placas con el
anticuerpo secundario anti-IgG de raton acoplado a peroxidasa de rabano (KPL, UK)

en una dilucién 1:2500 en tampon de bloqueo. La placa se incubd por dos horas a
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37°C. Luego, se realizaron cuatro lavados con buffer de lavado. Para el revelado de
la union del complejo antigeno-anticuerpo, se utilizo el “kit” 1-StepTM Turbo TMB-
ELISA (Thermo Scientific, USA) el cual contiene un sustrato (3,3,5,5
tetrametilbenzidina, TMB) para la peroxidasa de rabano (HRP). Se adicionaron 50
uL de solucion de sustrato por pocillo y se incubd por 5 minutos a 37°C hasta la
aparicion de la coloracion. Finalmente, se detuvo la reaccién con 50 yL por pocillo
con solucion de parada (1M H2SOs). Los valores de la OD se mediran a 450nm

usando el equipo “Microplate Reader” modelo 680 (Bio-Rad®, Hércules, CA, EUA).
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

.  Observacion de efectos adversos
A los 10 minutos inoculados los roedores con QC via IP, presentaron
decaimiento general con sintomas evidentes de dolor en los tres roedores, con

muecas de dolor severo y posicion cifética.

A partir del dia 22 del ensayo (al dia siguiente del primer refuerzo), los
grupos de animales que fueron inoculados via intraperitoneal con MPs de QC

presentaron lesiones corporales en el sitio de inoculacion.

En la Figura 6 se muestran las fotografias de los individuos que recibieron
tratamiento con MPs de QC via IP. Un individuo presentdé una lesion grave y otro
una lesion leve, coincidentes con dermatitis necrética de aspecto alopécico y

costroso. Solo un individuo inoculado con MPs de QS intraperitoneal presentd solo

una lesion leve.

Cc

Figura 6. Lesiones post-inoculaciéon con MPs de QC IP. A: Lesién grave con QC

a los 22 dias, B: Lesion grave con QC a los 27 dias, C: Lesion leve con QC a los 22
dias.

A los 23 dias de la primera inoculacion se evidencio una leve irritacion nasal

en dos animales inoculados via IN con QC (Figura 7).

33



Figura 7. Lesiones post-inoculacién con MPs de QC IN.

Complementariamente, se realizaron mediciones en la temperatura corporal
y consumo de alimento sin evidenciar cambios representativos debido a las

inoculaciones.

La variacion del consumo diario de alimentos no demostré6 ninguna
correlacion respecto el tiempo medido en dias (Pearson r 0,01428 para QS IP; -
0,3047 para QC IP; -0,5804 para QS IN; -0,02746 para QC IN). Este consumo vario

entre 6,9 y 16,2 gramos diarios.

ll. Mediciéon de inmunogenicidad

Los resultados de inmunogenicidad obtenidos por medio de analisis de Elisa
indirecto, fueron ingresados, ordenados, graficados y analizados estadisticamente
con el software Prism - GraphPad™. La distribucién normal de las variables en cada
grupo y tratamiento fue evaluada por medio del test de Shapiro Wilk. Para el analisis
de las varianzas con distribucion normal, es decir p-value > al nivel de significancia
de 0.05, se utilizé la prueba de ANOVA de medidas repetidas (RM-ANOVA), en
conjunto con la correlacién de Tukey para comparar y ajustar las variables de titulo
de anticuerpos, entre los distintos grupos. Para aquellos resultados que no
presentaron una distribucién normal, es decir p-value < al nivel de significancia de
0.05, se utilizé la prueba de Friedman, en conjunto con el test Dunn para corregir las

comparaciones multiples.

lll. Analisis estadisticos
Para los siguientes analisis, cabe destacar que fueron descartados aquellos
Elisa indirecto que fueron contaminados durante la manipulacién del proceso de

elaboracion de éstos.
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En primer lugar se realizara un analisis de los resultados de los test Elisa
indirecto en donde se utilizd el anticuerpo secundario anti-lgG de ratéon acoplado a
peroxidasa de rabano (KPL, UK). Es importante sefialar, para que estos resultados

sean estadisticamente significativos p-value < 0.05.

Resultados
a) Resultados obtenidos de los grupos QCIN/QSIN: Los siguientes
datos presentaron una distribucion normal (p-value: 0.5) y corresponden a
los obtenidos del grupo QCIN, estos fueron analizados por la prueba RM-
ANOVA de dos vias. La Figura 8 corresponde a los resultados de la
absorbancia (medida a una longitud de onda de 450 nm) en el tiempo del
grupo anteriormente mencionado, comparado con el grupo control sin
inmunizar. Estos datos presentan valores estadisticamente significativos
(Anexo: Tabla 3.), por otro lado, el grupo inmunizado con QC por via
intranasal presenta diferencias significativas (Anexo: Tabla 4.)con respecto al

grupo control sin inmunizar en cada uno de los tiempos.
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Figura 8. Inmunizacién con quitosano comercial por via intranasal. Los resultados
se expresan como absorbancia a 450nm vs tiempo en semanas. Los asteriscos muestran
los puntos donde se observan diferencias significativas entre QCIN y el grupo control sin
inmunizar (p-value <0.05). Los (*) muestran los tiempos en donde se realizaron la
inoculacion inicial, 1° refuerzo, 2° refuerzo (respectivamente).
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Para el analisis de los resultados del grupo QSIN (Figura 9), se empled la
prueba de Friedman, ya que los datos no presentaban una distribucion normal (p-
value <0.05). Los resultados de esta prueba demuestran valores estadisticamente
significativos (Anexo: Tabla 5.). Por otro lado, en el test de multiples comparaciones
se observa que existen diferencias significativas (Anexo: Tabla 6) entre el grupo
quitosano sulfatado por via intranasal (QSIN) y el grupo control sin inmunizar en

cada uno de los tiempos.
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Figura 9. Inmunizacién con quitosano sulfatado por via intranasal. Los resultados
se expresan como absorbancia a 450nm vs tiempo en semanas. Los asteriscos muestran
los puntos donde se observan diferencias significativas entre QSIN y el grupo control sin
inmunizar (p-value <0.05). Los (*) muestran los tiempos en donde se realizaron la
inoculacion inicial, 1° refuerzo, 2° refuerzo (respectivamente).

Por ultimo, con el fin de comparar la respuesta entre QC y QS por la misma
via de administracion y el grupo control sin inmunizar, se realizo el analisis en un
solo grafico (Figura 10). Para este analisis se utilizé la prueba RM-ANOVA de dos
vias. Los datos presentaron una distribucion normal (p-value: 0.1), y fueron
estadisticamente significativos entre cada tipo de variacion (Anexo: Tabla 7.). En la
Figura 10, podemos observar que existen diferencias significativas (Anexo: Tabla 8)
entre ambos tipos de formulaciones. El grupo QSIN presenta una mayor respuesta
en la formacion de Ac contra M. hyorhinis en dos puntos en el tiempo, siendo estos

puntos la semana N°5 y la semana N°11.
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Figura 10. Comparacion de inmunizacién con quitosano comercial vs quitosano
sulfatado por via intranasal. Los resultados se expresan como absorbancia a 450nm vs
tiempo en semanas. Los asteriscos muestran los puntos donde se observan diferencias
significativas entre QSIN y QCIN (p-value < 0.05). Los (*) muestran los tiempos en donde
se realizaron la inoculacion inicial, 1° refuerzo, 2° refuerzo (respectivamente).

b) Resultados obtenidos de los grupos QCIP/QSIP: Ninguno de los
datos a continuacién presentaron una distribucién normal (p-value < 0.05),
por lo que se utilizé la prueba de Friedman. La Figura 11 corresponde a los
resultados de la absorbancia en el tiempo del grupo QCIP en comparacion
con el grupo control sin inmunizar, estos datos presentan valores
estadisticamente significativos (Anexo: Tabla 9.). El test de multiples
comparaciones muestra que existe una diferencias significativas (Anexo:
Tabla 10) entre el grupo quitosano comercial y el grupo control sin inmunizar

en cada uno de los tiempos.
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Figura 11. Inmunizacion con quitosano comercial por via intraperitoneal. Los
resultados se expresan como absorbancia a 450nm vs tiempo en semanas. Los asteriscos
muestran los puntos donde se observan diferencias significativas entre QCIP y el grupo
control sin inmunizar (p-value <0.05). Los (*) muestran los tiempos en donde se realizaron la

inoculacion inicial, 1° refuerzo, 2° refuerzo (respectivamente).

Los datos del grupo QSIP se pueden observar en la Figura 12, también es
estadisticamente significativo (Anexo: Tabla 11.). Al realizar el test de mudltiples
comparaciones se puede observar, al igual que los grupos anteriores, que existe
una diferencia significativa (Anexo: Tabla 12) entre el grupo QCIP y el grupo control

sin inmunizar en cada uno de los tiempos.
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Figura 12. Inmunizacién con quitosano sulfatado por via intraperitoneal. Los
resultados se expresan como absorbancia a 450nm vs tiempo en semanas. Los asteriscos
muestran los puntos donde se observan diferencias significativas entre QSIP y el grupo
control sin inmunizar (p-value <0.05). Los (*) muestran los tiempos en donde se realizaron la

inoculacion inicial, 1° refuerzo, 2° refuerzo (respectivamente).

En ultimo lugar, en funcion de comparar la respuesta entre QC y QS por la
misma via de administracion y el grupo control sin inmunizar, se realizo el analisis
en un solo grafico (Figura 13). Si bien ambas formulaciones manifiestan diferencias
significativas con el control sin inmunizar, los datos no presentaron una distribucién
normal, por lo cual no fue posible hacer pruebas estadisticas a posteriori para

determinar mayores diferencias entre los dos grupos de formulaciones.
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Figura 13. Comparacion de inmunizaciéon con quitosano comercial vs quitosano sulfatado
por via intraperitoneal. Los resultados se expresan como absorbancia a 450nm vs tiempo en
semanas. Los (*) muestran los tiempos en donde se realizaron la inoculacion inicial, 1° refuerzo, 2°

refuerzo (respectivamente).
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DISCUSION
En esta memoria, se evalud, en modelo murino, la inmunogenicidad de un

prototipo de vacuna MPs contra Mycoplasma hyorhinis

Las variables criticas estudiadas corresponden la medicion del titulo de
anticuerpos antigeno-especificos, en ratas BALB/c, tras la administracion de MPs de
QS y QC conjugadas con antigenos Mycoplasma hyorhinis por via IP e IN, bajo dos

formatos distintos.

Las pruebas realizadas corresponden a analisis ELISA indirecto para evaluar
la induccion de anticuerpos especificos contra dicho antigeno. Ademas, dado que se
encontraron efectos adversos posterior a las inoculaciones, se evaludé la presencia
de lesiones en el sitio de inyeccion, la temperatura corporal y el consumo de

alimento de estos roedores.

Hasta la fecha, diversos estudios proponen que la especie M. hyorhinis
cumple un papel importante como agente etiolégico secundario en el Complejo
Respiratorio Porcino, e incluso como agente etioldogico primario en cuadros de
enfermedad respiratoria en cerdos. Sin embargo, aun queda mucho por investigar y

entender sobre la importancia de este patdégeno y de su comportamiento.

Este ultimo punto toma interés al momento de crear avances y mejoras con
respecto al manejo y control de enfermedades en los animales, ya que, debido a la
escasez de conocimiento este progreso se ve limitado, quedando asi los individuos

vulnerables y expuestos a estos patdgenos.

Como se mencion6 anteriormente, para el control de enfermedades como el
Complejo Respiratorio Porcino, es esencial un plan vacunal que pueda combatir a
los patdgenos involucrados en esta enfermedad. Si bien, en Chile existen diversas
opciones, especialmente para combatir a los patdgenos primarios del CRP, no

existen opciones vacunales contra M. hyorhinis (SAG,2021).

Es por todo esto, que para este estudio se evalud la respuesta en la
formacion de anticuerpos contra dicho patégeno de 2 formulaciones de vacunas
experimentales basadas en MPs de quitosano conjugadas con antigenos asociados
a M. hyorhinis. Una de las formulaciones corresponde a MPs de quitosano sulfatado
(QS) conjugadas con antigenos asociados a M. hyorhinis, administrada por las vias

intranasal e intraperitoneal, y una segunda formulacion con microparticulas de
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quitosano comercial (QC) conjugadas con antigenos asociados al mismo patégeno,
administrada por las vias intranasal e intraperitoneal. Utilizando para ambas

formulaciones ratones de la cepa BALB/c como modelo experimental.

Con el fin de alcanzar un mayor grado de inmunoestimulacion y potenciar la
eficiencia de las vacunas inactivadas se ha empleado el uso de diversos adyuvantes.
Por consiguiente, es que en los ultimos afios se han llevado a cabo investigaciones
sobre un polimero natural para ser utilizado como adyuvante de vacunas, el
polisacarido cationico llamado quitosano. Esto se debe a las multiples propiedades
que presenta este polisacarido, dentro de las cuales destacan la biocompatibilidad,
mucoadhesividad, flexibilidad, baja toxicidad, biodegradabilidad y capacidad
inmunopotenciadora (Castillo, 2017; Larez, 2015; Leodn, 2011). Estas propiedades
son consistentes con los resultados obtenidos en esta memoria, donde se pudo
observar que todos los animales inoculados con ambos tipos de formulaciones de
MPs de quitosano, fueron capaces de montar una respuesta asociada a la

formacién de anticuerpos contra M. hyorhinis.

Si bien, todos los ratones inoculados con ambos tipos de formulaciones
fueron capases de montar una respuesta asociada a la formacion de anticuerpos, en
los resultados de los test de ELISA indirecto se observa que los animales del grupo
inoculado con la formulacion de MPs de QS fueron capaces de generar una mayor
respuesta en la formacion de anticuerpos contra M. hyorhinis versus los animales
del grupo que fue inoculado con la formulacion de MPs de QC por ambas vias de

administracion, es decir, la via intranasal e intraperitoneal (Grafico N°3 y N°6).

Lo anterior, puede deberse a los diversos factores que afectan la
bioadhesion del quitosano, entre los cuales se encuentra la presencia de enzimas
y/o microorganismos que puedan degradar las MPs de quitosano, la temperatura en
que se lleve a cabo este fendmeno, y el pH del medio; todos estos factores podrian
afectar en la intensidad y/o duracién de la union, la solubilidad y su capacidad de
hidratarse, entre otras cosas. En cambio, al momento de realizar la conjugacién
quimica de un grupo funcional determinado, se promueve sinérgicamente las
propiedades mucoadhesivas del polimero, y al mismo tiempo mejorando su
permeabilidad, estabilidad y permitiendo un mayor control sobre la liberacion de las
macromoléculas microencapsuladas. La funcionalizacion mediante la sulfonacion de

quitosano (QS) con un grupo funcional sulfato(-SOs), mejora las propiedades
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mucoadhesivas del quitosano, ademas de presentar propiedades anticoagulantes,
antimicrobianas, antioxidantes, posee una capacidad mimética al receptor celular
heparan sulfato (HS) que se desempefia en el mecanismo de invasién de distintas

infecciones (Galvez, 2017).

Finalmente, el grupo de ratones inoculados con la formulacién de MPs de QS
por la via de administracion intranasal, fue la que presenté una mayor respuesta
asociada a la formacién de anticuerpos contra M. hyorhinis (Grafico N°1). Estos
resultados son consistentes con las propiedades descritas del quitosano, entre las
cuales destacan su mucoadhesion y su capacidad de liberacion y entrega de
farmacos a través de las mucosas. Coinciden también, con estudios realizados
donde se menciona el potencial del quitosano para mejorar la absorcion de
farmacos peptidicos a través de las mucosas, por otro lado, otros estudios
mencionan que con la administracién nasal de antigenos en soluciones de
quitosano se promueve la respuesta inmune del organismo (Expdsito, 2010). Como
se menciond anteriormente al funcionalizar el quitosano con la incorporaciéon de
grupos sulfato se aumentan las propiedades mucoadhesivas que éste ya posee;
esta mucoadhesion aumenta el tiempo de permanencia y el contacto entre la
mucosa y la formulacion, permitiendo un incremento de la respuesta inmune
generada, debido al reclutamiento y accion de las células presentadoras de
antigenos (células dendriticas y macrofagos), activacion de citoquinas y modulacion
de la respuesta del sistema inmunoldgico, ademas de una liberacién del principio
activo de forma sostenida en el tiempo (Castillo, 2017; Expdsito, 2009; Galvez,
2017).

A pesar de la escasa informacion sobre el patégeno M. hyorhinis, en relacion
a su papel dentro del CRP y su patogenia; y sumando a esto, los recientes estudios
sobre el comportamiento y eficiencia del uso de quitosano sulfatado en vacunas por
vias mucosas. Para efectos de esta memoria de titulo, estos resultados preliminares
son satisfactorios, sin embargo, es importante sefalar que se debe seguir
investigando los puntos mencionados anteriormente, para asi poder llevar esta
investigacion y experimento al modelo animal objetivo, que corresponde a los

animales de produccion de carne de cerdo.

43



CONCLUSIONES

% Es factible utilizar microparticulas de quitosano como sistema simple y seguro

para la entrega de antigenos de M. hyorhinis.

+* Los animales inoculados con las formulaciones de microparticulas de Quitosano
(comercial y sulfatado), lograron montar una respuesta asociada a la formacion

de anticuerpos contra M. hyorhinis.

% La formulacion de microparticulas de QS presenté una mayor respuesta en la
formacion de anticuerpos contra M. hyorhinis versus la respuesta de los

animales inoculados con la formulacion de QC por ambas vias de administracion.

% Los animales inoculados con la formulacién de QS por via intranasal fueron los
que obtuvieron una mayor respuesta asociada a la formacion de anticuerpos

contra M. hyorhinis.
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ANEXOS
Tabla 3. Resultados del test RM-ANOVA 2 way del grupo QCIN.

Source Of Variation P value ¢ Significancia?
Interaccion 0.0010 Si
Tiempo 0.0010 Si
Tipo de Quitosano 0,0035 Si

Tabla 4. Resultados del analisis de multiples comparaciones del test RM-ANOVA 2
way del grupo QCIN.

QCIN - Grupo Control P value ¢ Significancia?
Semana 0 >0,9999 No
Semana 2 0,0004 Si
Semana 5 0,0105 Si
Semana 7 <0,0001 Si

Semana 11 0,0060 Si

Tabla 5. Resultados del test RM-ANOVA 2 way del grupo QSIN.

Source Of Variation P value ¢ Significancia?
Interaccion <0,0001 Si
Tiempo <0,0001 Si
Tipo de Quitosano 00,0004 Si

Tabla 6. Resultados del analisis de multiples comparaciones del test de Friedman
del grupo QSIN.

QSIN - Grupo Control P value ¢ Significancia?
Semana 0 >0,9999 No
Semana 2 <0,0001 Si
Semana 5 <0,0001 Si
Semana 7 <0,0001 Si

Semana 11 <0,0001 Si

Tabla 7. Resultados del test RM-ANOVA 2 way de los grupos QCIN y QSIN.

Source Of Variation P value ¢ Significancia?
Interaccion <0,0001 Si
Tiempo <0,0001 Si
Tipo de Quitosano 0,0001 Si
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Tabla 8. Resultados del analisis de multiples comparaciones del test RM-ANOVA 2
way de los grupos QCIN y QSIN.

QCIN - QSIN P value ¢ Significancia?
Semana 0 >0,9999 No
Semana 2 0,9967 No
Semana 5 0,0158 Si
Semana 7 >0,9999 No

Semana 11 0,0101 Si

Tabla 9. Resultados del test de Friedman del grupo QCIP.

Source Of Variation P value ¢ Significancia?
Interaccion <0,0001 Si
Tiempo <0,0001 Si
Tipo de Quitosano 0,0003 Si

Tabla 10. Resultados del analisis de multiples comparaciones del test de Friedman
del grupo QCIP.

QCIP - Grupo Control P value Significancia?
Semana 0 >0,9999 No
Semana 2 <0,0001 Si
Semana 5 <0,0001 Si
Semana 7 <0,0001 Si

Semana 11 <0,0001 Si

Tabla 11. Resultados del test de Friedman del grupo QSIP.

Source Of Variation P value ¢ Significancia?
Interaccion <0,0001 Si
Tiempo <0,0001 Si
Tipo de Quitosano 0,0005 Si

Tabla 12. Resultados del analisis de multiples comparaciones del test de Friedman
del grupo QSIP.

QSIP - Grupo Control P value Significancia?
Semana 0 >0,9999 No
Semana 2 <0,0001 Si
Semana 5 <0,0001 Si
Semana 7 <0,0001 Si

Semana 11 <0,0001 Si
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