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RESUMEN

CARRILLO GONZALEZ LIZBETH YESENIA. Estudio de las propiedades
reologicas de las secreciones del tracto respiratorio con la administracion de
diferentes agentes mucoliticos en aves de produccion

Las grandes poblaciones en las granjas avicolas se v uelven m 4s s usceptibles a p rocesos
infectocontagiosos, siendo las enfermedades respiratorias uno de los principales problemas
que generan enormes pérdidas tanto economicas como de morbilidad o mortalidad. A pesar
de que 1 os m ucoliticos s onde 1| osf armacos m 4s usados pa rar esolver pr oblemas
respiratorios, su utilidad es en muchas ocasiones cuestionable, ya que no se ha estudiado, a
la fecha, su actividad sobre el moco de aves de produccion. Por esta razon se considerd
importante el realizar evaluaciones reologicas de moco de aves de produccion sanas bajo
tratamiento ¢ on | os m ucoliticos de m ayor us o en el area ve terinaria. S e ut ilizaron 300
pollos Rhode Island Red de tres semanas de edad, divididos en cinco grupos cada uno con
tres repeticiones: control (GC), ambroxol (GAmb), etilen diamina dihidro-yoduro (GEddi),
carbocisteina ( GCarb), b romhexina ( GBr). Set omaron m uestrasd es ecreciones
traqueobronquiales por medio de lavado y se realizaron evaluaciones reoldgicas-dinamicas
utilizando una geometria d e c¢ ilindros concéntricos, para de terminar s u vi scosidad,
elasticidad yes fuerzod eced encia. Los resultados obt enidos sec ompararon
estadisticamente, ys e determind que ex istiau na d iferencia s ignificativa en tre ¢ ada
mucolitico aplicado para la variable de viscosidad y esfuerzo de cedencia. S e determind
que el moco presenta un comportamiento no newtoniano del tipo adelgazante al flujo (n<1)
para todos los grupos. Ademas todos los tratamientos presentan esfuerzo de cedencia y la
elasticidad presentd un comportamiento de tipo pseudosoélido, por lo que el mddulo viscoso

predomina sobre su médulo elastico.

Palabras Clave: viscosidad, e lasticidad, esfuerzo d e ced encia, ambroxol, br omhexina,
carbocisteina, etilendiamina-dihiyoduro



ABSTRACT

Large populations in poultry farms are very susceptible to infecto-contagious diseases. In
particular, illnesses a ffecting th e respiratory s ystem produce high morbidity or mo rtality
with huge economic losses. Although mucolytics are drugs frequently used in these cases,
its usefulness 1s questionable. To date their pharmacological effect on poultry mucus has
not been studied. Hence it was considered important to perform rheological evaluations of
the mucus of healthy birds treated with four mucolytics. Three hundred Rhode Island Red
three week-old chickens were divided into five groups, each with three replicates: a control
group (GC) and four tr eatment g roups a s follows: ambroxol (G AMB), ethylenediamine
dihydroiodide ( GEddi), carbocysteine ( GCarb) an d bromhexine (G Br). S ampleso f
tracheobronchial secretions were taken and dynamic-rheological evaluations were made to
determine v iscosity, yield s tress a nd elasticity. It was d etermined t hatt here was a

significant difference (p<0.05) between each treatment group for viscosity and yield stress.
It was also determined that the mucus presented a non-Newtonian behavior of the flow rate
thinning (n < 1) f or a 1l g roups. F urthermore a 1l t reatments present a yield s tress an d
pseudosolid type elasticity b ehavior, s o t hat t he vi scous m odulus predominates over its

elastic modulus.

Keywords: viscosity, elasticity, yield stress, ambroxol, bromhexine, carbocysteine,
ethylenediamine dihydroiodide.



1. INTRODUCCION

Las aves se encuentran desprovistas de mecanismos de respuesta inmune celular inmediata
a nivel pulmonar, lo que puede favorecer el establecimiento de procesos infecciosos agudos
y cronicos [Davidson, et al 2008], 10 cual es méas grave si se considera el ambiente que
afecta las v iasr espiratorias d el as av es en 1 as cas etas ( polvo, am oniaco, ex ceso d e
humedad, microorganismos oportunista, etc.)[Homidan et al., 2003; Bottje et al., 1998] y
que oc asiona | a f ormaciéon de 1 os t apones t raqueales, e incrementan la mo rtalidad p or
asfixia, sin causar una infeccion profunda [ Sumano et al., 2013]. El tratamiento, incluso la
prevencion se llevan a cabo a través de la administracion de farmacos antibacterianos y en

la mayoria de las ocasiones conjuntamente con mucoliticos o expectorantes.

Existe una gran variedad de fairmacos que tienen el proposito de modificar las secreciones
respiratorias, como son enzimas dornasa, tripsina y quimiotripsina; productos azufrados, N-
acetilcisteina, S -carbo-ximetilcisteina; b romhexina, y s ume tabolito a mbroxol,0 1o s
estimulantes d e 1 a h idratacion d e 1 a s ecrecidon, sueros hipertonicos y yoduros [Florez.,

2008].

Los mucoliticos se encuentran entre los farmacos mas utilizados en la produccion avicola,
sin embargo, se conoce poco de sus mecanismos de accion y comportamientos mecanicos
al flujo de las secreciones pulmonares. Se denominan mucoliticos a aquellas sustancias que
tienen | a cap acidad d e destruir | as d istintas es tructuras f isicoquimicas del a s ecrecion
bronquial anormal, al disminuir la viscosidad y lograr una eliminacion mas facil y pronta.
Esta accion se da principalmente por: disminucion de la tension superficial, alteracion de
las fuerzas de asociacion intermolecular o bien por la ruptura de las fuerzas de cohesion

intramolecular [Sumano, et al., 1995; Foster W.M., 2002].



1.1 Sistema respiratorio de las aves

El sistema respiratorio de las aves tiene como principal funcion el intercambio de oxigeno y
didxido de carbono entre la atmosfera y la sangre ademads estd involucrado en la regulacion
delatemperatura yla fonacion. T iene estas caracteristicas en co minconel sistema

respiratorio de los mamiferos p ero d ifiere s ignificativamente en la composicion de s us

partes anatomicas. Véase Figura 1

Narinas Cavidad nasal

Laringe

Traguea

Siringe

Bronguio secundario
medioventral

seqgmento
acelerador

Bronquio
primario
extrapulmonar

Bronquio
primario
intrapulmonar

lateroventral

Bronquio secundario

Parabronquio paleopulmonar

Bronguio
secundario
mediodorsal

Parabronguio
neopulmonar

Figura 1. Anatomia del sistema respiratorio en pollos. Clav. A S=saco aéreo clavicular;
Cran. Th. AS=saco aéreo toracico craneal; Caud. Th AS= saco aéreo toracico caudal; Abd.

AS=saco aéreo abdominal. [Adaptado de Fedde, 1998]
4




El sistema respiratorio comienza en las fosas nasales ubicadas en la cabeza por donde entra
el aire ypasadirectoa la laringe, estructura compleja formada po r ¢ artilago, hue so y
musculos [McLelland, 1989] que protege la entrada de la traquea contra agentes extrafios,
sobre todo durante la deglucion. Posteriormente, sigue la traquea, que tiene como objetivo
proveer aire fresco p ara el intercambio de gases e ntre 1 os pul mones y los s acos a éreos
caudales durante la inspiracion [Brackenbury, 1987] hasta llegar a | a siringe, la cual esta
compuesta por anillos cartilaginosos, algunos incompletos y osificados, con membranas en
sus paredes. Esta estructura es la responsable de la produccion de los sonidos en el pollo,
que incluyen la activacion de los musculos, la presion positiva del saco aéreo clavicular que
desplaza las membranas hacia el lumen y la contraccion de los musculos abdominales que
comprimen el aire de los sacos aéreos y que éste tienda a ci rcular a t ravés de la siringe
haciael pico,porloquelasavessolovocalizan en 1a es piracion. U na car acteristica
significativad e la siringed e los p ollos es su espacio reducido enla seccion cruzada,
comparada con la trdquea y con los bronquios primarios, esto puede limitar la ventilacion
total durante los periodos de movimiento prolongado y estrés, ademads esta localizada en la
unién de 1os bronquios que se elevan al final de 1a traquea y se encuentra rodeada por el
saco aéreo clavicular [Nickel, 1977, Sturkie, 2000]. En este punto la trdquea se ramifica en
dos br onquios pr imarios, cadaunod elos cuales va a un pul méon y sussacosde aire

correspondientes.

El pul mén e s una e structura relativamente r igida que no se ex pande nir etrae conla
respiracion; su funcidn es proporcionar una gran superficie de contacto para el intercambio
gaseoso en la sangre. Laentradadel aire al pulmon es at ravés del br onquio pr imario
extrapulmonar, el cual penetra en el tejido pulmonar, posteriormente recibe el nombre de
bronquio i ntrapulmonar pr imario, a pa rtirde 1c uals ec onectaa loss acos aér eos

abdominales [King y Rubin, 1975].

Por su parte, el neo pulmoén cubre la parte lateral del pulmon del pollo, en este punto casi
ninguna parte de los bronquios medio-dorsales secundarios son visibles sobre la parte costal

del pul mon. E sta red n eo pul monar conecta a 10s s acos aéreos t oracicos y abdominales



ademads de que al gunos para-bronquios estan conectados a l a red toracica craneal y alos

sacos aéreos claviculares [King y Rubin, 1975].

Algunas car acteristicas importantes de e stos para-bronquios, son la falta de cilios en las
células d el epitelio, la red ex tensa d e s ub-epitelio de musculo 1iso, 1a relacion entre 1os
capilares aéreos y los capilares sanguineos, el adelgazamiento de la sangre para tomar el
aire, que es un 60% mas delgado comparado con los mamiferos, por lo que es muy eficiente
el intercambio d e gases, pero también pue de predisponer a 10s pul mones a lesiones por

irritantes ambientales o patdgenos [Davidson et al., 2008].

A nivel pulmonar las aves se encuentran desprovistas de mecanismos de respuesta inmune
celular inmediata, 1o que favorece el establecimiento de procesos infecciosos agudos y de
manera cronica posterior a una infeccion respiratoria. [Davidson et al., 2008] Ademas de
esto, el tejido pulmonar de las aves presenta una pobre capacidad de cicatrizacion [ Nighot

et al, 2008].

Los sacos aéreos son membranas delgadas, que ocupan casi todo el espacio disponible en la
cavidad, ademés de extenderse dentro del lumen de muchos de los huesos [Brackenbury,
1987]. Funcionan como fuelles cuyo cambio de volumen causan una diferencia de presion a
través de 1os pul mones, lo que da c omo r esultado e | movimiento del ai re durantela

inspiracion y la espiracion.

Los sacos aéreos tienen una pared muy delgada y no contribuyen al intercambio de gases
con la sangre, ademas, ocupan cada espacio disponible en la cavidad celomica que no esté
ocupada por otras visceras. La mayoria de las aves, incluyendo el pollo, tienen nueve sacos
aéreos; un clavicular, dos cer vicales, d os ¢ raneo-toracicos, d os t oracico-caudales y d os

abdominales.



Flujo de aire en el sistema respiratorio

La respiracion de las aves se activa por la contraccion de los musculos de la pared corporal,
en conjunto con la retraccion el astica y una posicion intermedia de d escanso (relajacion)
durante 1 os picos d e i nspiracion y espiracion, que e s responsable de 1o0s c ambios en el
volumen de 1l sistema de 10s sacos aéreos delas aves [Fedde, 1987]. El i ncremento d el
volumen de 1 os s acos a éreos du rante | ai nspiracion at ravésd e los pa rabronquios
paleopulmonares provoca que la presion en ¢ stos di sminuya, enr elacion a 1a p resion
atmosférica, en el sistema respiratorio y a través de los pulmones, el aire entra en los sacos
aéreos. Figura 2. Por el contrario cuando el volumen de los sacos aéreos disminuye durante
la espiracion, la presion aumenta para que el aire circule a través de éstos y sea expulsado
por medio de 1os pul mones. Figura 3. Debido a que 1a red p arabronquial ne opulmonar
contiene so6lo de 15 a 20% de la superficie de intercambio de gases en el pulmén en los
pollos, la relacion ventilacion / perfusion es muy alta en esta red [ Duncker, 1971; Scheid et

al, 1989].

Figura 2. El flujo de aire en el sistema respiratorio de las aves durante la inspiracion la cual
provoca una ampliacion de la cavidad, al mismo tiempo el movimiento muscular disminuye
la presion en los sacos aéreos con relacion a la atmosfera lo cual induce que el aire fluya al
sistema [Adaptado Fedde, 1998].



Figura 3. Durante la espiracion disminuye el volumen de la cavidad respiratoria por accién
muscular, aumenta la presion de 1 os sacos aéreos con relacion de la atmosfera y el aire
fluye fuera del sistema a través del bronquio intrapulmonar y provoca que el aire de 1os
sacos aéreos caudales pase por los parabronquios neopulmonares, secundarios medio dorsal
y finalmente llegue a traquea [ Adaptado Fedde, 1998].

1.2 Sistema de defensa del tracto respiratorio

Cada p arte d el sistema r espiratorio d e l1as aves cuenta con mecanismos d e d efensa, p ara
prevenir | ai nvasiéon d e m icroorganismos, qu e pue den pr ovocard afioe ne 1t racto

respiratorio [Sumano et al., 2008]. Entre ellos:
Filtracion del aire

El sistema respiratorio superior en la cavidad nasal estd disefiado para calentar, humedecer
y filtrar el aire inspirado. La primera linea de defensa contra particulas mayores a cuatro
micras es un e pitelio cubierto a b ase de moco, el cual es la barrera mas importante en los

pasajes nasales, ya que cubre las paredes y remueve las particulas ex trafias hacia la linea



ciliar de la faringe (10mm/min), para ser tragadas y eliminadas en las heces [Bang, 1961,

1971; Mensah y Brain, 1982].
Escalador mucociliar

La traquea, bronquios primarios y labase delos bronquios s ecundarios se en cuentran
cubiertos de epitelio columnar ciliado que sirve para mover la capa mucosa en direccion
hacia el pico, ademas sirve para eliminar material atrapado y poderlo expulsar (este proceso
se denomina escalador mucociliar)Véase Figura 4. Mientras que l1os parabronquios estan
revestidos por epitelio cubico no ciliado por lo que al inhalar particulas extranas no pueden
ser removidas por el escalador mucociliar 1o que favorece la penetracion y colonizacion de

de bacterias patdogenas oportunistas [McLelland, 1989].

8lulas caliciformes
MEMBRANA BASAL
Figura 4. Escalador mucociliar [McLelland, 1989]

Fagocitosis

Aun no se sabe como es removido el material extrafio presente en los parabronquios, dado
que hay muy pocos macrofagos en el sistema respiratorio de las aves sanas [Toth y Siegel,
1986; Klikaet al., 199 6]. Algunos e studios [Stearns etal., 1987] concluyen que en el
infundibulo pulmonar existe una gran superficie de accion fagocitaria y que €sta mantiene

al pulmon limpio y protegido.



1.3 Enfermedades bacterianas y virales que afectan principalmente el
aparato respiratorio

Entre las principales enfermedades bacterianas que aquejan el tracto respiratorio de las aves
en pr oduccion e stal a Enfermedad R espiratoria C ronica C omplicada ( ERCC), C oriza
Infecciosa a si c omo C 6lera A viar. M ientas q ue la s p atologias d e e tiologia v iral s on:
Influenza av iar, E nfermedad d e Newcastle, Bronquitis i nfecciosa y Laringotraqueitis

Infecciosa.

Todas ellas tienen en comun la hipersecrecion de moco por lo que su tratamiento consiste

en la administracion de antibidticos y adicionalmente un mucolitico.

1.4 Generalidades en el tratamiento para infecciones respiratorias en aves

Las en fermedades respiratorias en pollos son uno de los grandes problemas a 1os que se
enfrentan 1 os médicos v eterinarios especialistas en aves y la enrofloxacina es uno de los
antibacterianos de mayor uso, aun que lo que se busca en el tratamiento es que aumente las
concentraciones de dicho medicamento en el sitio problema para prolongar la vida activa

del medicamento [Sumano y Gutiérrez, 2008].

Los antibacterianos que se administran a las aves poseen una vida media muy corta dentro
de su organismo, ya que estas tienen la caracteristica innata d e 1levar a cabo un répido
metabolismo y una secrecion tubular activa a través de los rifiones o por medio de la bilis
[GOémez et al, 2002]. La ad ministraciéon d e 1 os an tibacterianos s e h ace frecuentemente a
través del agua de bebida o en el alimento y con esto se inicia la medicacion a la parvada

entera ante la presencia de un problema infeccioso.

Se h a en contrado concentraciones de e nrofloxacina pul monares s uperiores ha sta e n un
146% e n a nimales que ha nr ecibido e nrofloxacina m 4s br omhexina, s obre | os que

unicamente recibieron enrofloxacina [Sumano y Gutiérrez, 2008].
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1.5 Farmacos mucoliticos

Los mucoliticos facilitan la eliminacién del moco modificando sus propiedades reologicas,
lo c val f inalmente v a a p ermitir u na me jora dela funciéndelo sciliosen lasv ias
respiratorias y en la funcion mucociliar [King y Rubin., 2002 ]. La secrecion de las vias
respiratorias es la barrera de mayor importancia en los pasajes nasales, ya que recubre las
paredes yr emueve |l as p articulas ex trafias h acial al inea ciliard e laf aringe, p ara
posteriormente ser tragadas. EI m oco es producto de la secrecion de células mucosas; es
una mezcla de 95% agua, 2% glicoproteinas mucosas, 1% proteinas, 1% lipidos y 1% de

sales inorganicas [James y Pi-Wan Cheng, 1994].

En los seres humanos, hay dos capas diferentes de moco en el arbol respiratorio. La capa
mas fluida de moco tiene menor concentracion de glicoproteinas y es producida por células
en el nivel submucoso [Cottel y Surkin, 1995]. Se ha descrito un aumento en la produccion
de moco por las células caliciformes causada por una infeccidon bacteriana, viral o por un
agente i rritante, en cu yo caso s € incrementa la vi scosidad de 1 fluido. Las p ropiedades
fisicas del moco en aves y especificamente en aquéllas de postura han sido poco estudiadas,
apesar de que son de suma importancia para la defensa de las vias respiratorias [James y
Pi-Wan Cheng, 1994], con este fin, los estudios reoldgicos son de gran ayuda para poder
definir los parametros de elasticidad y viscosidad [Medina-Torres et al., 2000], factores de
suma imp ortancia p ara definir y es tablecer u na m ecanica d el m oco. Se s abe que un
incremento en la secrecion de células caliciformes aumenta 1a viscosidad del moco, y en
consecuencia un i ncremento en la actividad de las glandulas de las submucosa por lo que
disminuira la viscosidad [ King y Rubin, 2002; Sumano etal., 1995]. S in e mbargo, 1 as
propiedades de 10s m ucoliticos s obre | as s ecreciones m ucosas de 1as aves no ha n sido
estudiadas, mas aun, no estan establecidas dosis especificas para esta especie y la mayoria
de las dosificaciones estan basadas en ex trapolaciones de 1os farmacos en 1inea humana.
Por es tar azon, se c onsiderd i mportante realizar una evaluacion de 1 as m odificaciones
reologicas de los principales mucoliticos utilizados en la clinica de aves de postura sobre
las s ecreciones de 1 4 rbol r espiratorio, 1 os ¢ uales s on a mbroxol, ¢ arbocisteina, di hidro-

yoduro de etilendiamina.
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Cabe mencionar que la informacion obtenida puede ser 1til a nivel de medicina humana, ya

que tampoco existe informacioén al respecto [Bottje et al., 1998].

Los expectorantes y mucoliticos comprenden un grupo diverso de compuestos con muchos
beneficios propuestos, pero pocos estudios clinicos que han documentado la eficacia. Estos
farmacos se han utilizado para aumentar la produccion de secreciones bronquiales, mejorar
la eliminacion de exudado bronquial, y promover una tos mas productiva. Algunos de estos
medicamentos tienen un uso tradicional en 1a medicina veterinaria y su eficacia no ha sido
establecida. [Riviere y Papich, 2009]. Algunos de estos medicamentos son promovidos para
estimular la accion refleja en la mucosa gastrica. Aunque hay estudios que mencionan un
efecto expectorante de estos productos, l1os compuestos de amonio en particular no estan
bien disefiados, ya que éstos, estimulan al estdbmago y esto parece desencadenar una accion

refleja que provoca el aumento en las secreciones bronquiales [Riviere y Papich, 2009].
1.5.1 Ambroxol

El ambroxol es resultado del metabolismo de la bromhexina y se utiliza de manera similar
como mucolitico y expectorante. Su formula quimica es: Clorhidrato de trans-4-[(2-Amino-

3,5-dibromobenzyl)] amino) cyclohexanol. Véase Figura §

Esuna pe quefia m olécula con e fectos antioxidantes y a ntiinflamatorios. Estimula la

secrecion d e a gente t ensioactivo q ue d isminuye | a ad herencia d el m oco a la m ucosa
bronquial y produce efectos expectorantes. Las propiedades antioxidantes del ambroxol son
bien demostradas, ya quee n el pr ocesode pe roxidacion de 1 ipidosi niciado por

hidroperéxido de t-butilo o doxorrubicina se suprime en presencia del ambroxol, y también
se han observado que produce impurezas en los radicales hidroxilos y aniones radicales
superoxidos celulares. El ambroxol produce efectos antiinflamatorios mediante el bloqueo
de la ex presion de mensajeros antiinflamatorios, inhibiendo la liberacion de histamina de
los m astocitos yla generacion de citoquinas e interleuquinas.ademas el clorhidrato d e

ambroxol es un inhibidor de proteina de canal de sodio [Malerba, 2008].
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Figura S. Estructura quimica de clorhidrato de ambroxol

El ambroxol ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de enfermedades pulmonares
debido a s us pr opiedades m ucoliticas, a demas e stimulal al iberacion de s ustancias
surfactantes, n ormalizando 1a produccion de moco y facilitan 1a ex pectoracion. Se tienen
referencias de que la a dicion de br omhexina o a mbroxol a | t ratamiento a ntibacteriano
permite una m ayor di fusion de a lgunos a ntimicrobianos a I espacio p ulmonar ya I as
secreciones t raqueobronquiales. A 11 especto s € ha n r ealizado e studios de 1 e fecto d el
ambroxol s obre el aumento en la absorcién de a moxicilina, en 1os cuales s e obt uvieron

niveles séricos y pulmonares mas altos del antimicrobiano [Sumano y Gutiérrez, 2008].
1.5.2 Bromhexina

Como se muestra en la Figura 6 el clorhidrato de bromhexina cuya férmula quimica es: [2-
Amino-3,5-dibromobenzyl(cyclohexyl)methylamine] s e c omporta ¢ omo un m ucolitico y
expectorante por activacion de las gldndulas seromucosas. En la secrecion procedente de
las cél ulas g landulares s erosas s e co mprueba ab undantes 1 isosomas, cu yas enzimas
fragmentan las fibras de mucopolisacaridos acidos, lo que determina una disminucion de la
viscosidad de la secrecion bronquial y la activacion de la expectoracion. Recientes estudios
han de mostrado qu e l a bromhexina a umenta e 1 vol umen de 1a s ecrecion I agrimal y su

contenido en lisozima [Prause et al, 1984].

La bromhexina es un mucolitico utilizado en el tratamiento de enfermedades respiratorias y
trastornos a sociadosc ont ospr oductiva. S eab sorber é4pidamenteen el t racto

gastrointestinal, ademas, las concentraciones plasmaticas maximas se producen después de
13



aproximadamente 1 hora y se distribuye ampliamente a 1os tejidos corporales. Tiene una
vida media de eliminacion terminal de entre 13 y 40 hor as. La br omhexina atraviesa la

barrera hematoencefalica y pequefias cantidades atraviesan la placenta [Martindale, 2009].

Posteriormente s ufre u n ex tenso m etabolismod e p rimerp aso en el hi gado: y su
biodisponibilidad oral se dice que es so6lo aproximadamente del 20%. Cerca del 85 al 90%

de una dosis se excreta en la orina, principalmente en forma de metabolitos.

Br

CH;
NH>

Br

Figura 6. Estructura quimica de clorhidrato de bromhexina

1.5.3 Carbocisteina

La c arbocisteinat iene ac cion es pecificas obre ¢ élulas m ucosecretoras. A ctival a
sialiltransferasa f avoreciendo la s intesis d e s ialomucina; r establece 1 a f uncionalidad d el
epitelio br onquial a demas de 1 pe rfil s ecretor no rmal y es ¢ oadyuvante de en fermedades
respiratorias q ue cursan con secrecion mucosa e xcesiva o espesa. E s e ficaz en procesos
catarrales y gripales, sinusitis, rinofaringitis subaguda y crénica, ademas de otitis media, asi
como en enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), bronquitis aguda, subaguda y
cronica, br onquitis a smatica, br onquitisde 1f umador,e nfisema,a telectasias,
bronquiectasias, regeneracion posneumonica, neumoconiosis y fibrosis quistica. [ Karlheinz

etal., 2007]

Lac arbocisteinas eab sorber &pidamented esdeel  tracto g astrointestinal ¢ on
concentraciones plasmaticas maximas las cuales se producen alrededor de 2 horas después

de ser administrado via oral. Parece penetrar en el tejido pulmonar y el moco respiratorio.
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Se excreta en la orina como farmaco inalterado ademas la acetilacion, descarboxilacion, y
sulfoxidacion se han identificado como su principal ruta metabolica la sulfoxidacion puede

regirse por polimorfismo genético [Martindale, 2009]. Véase Figura 7

Figura 7. Estructura quimica de carbocisteina
1.5.4 Etilendiamina-dihidroyoduro

El d ihidroyoduro de etilendiamina, cu ya f érmula q uimica es : 1,2-Ethanediamine, 9 -10
dehydro, Cys iodide. (EDDI). Véase Figura 8.

Las preparaciones formadas de y odo funcionan c omo un ex pectorante hechoab asede
solucion salina la cual es capaz de aumentar las secreciones hasta 150% por lo que puede
ser util para el tratamiento de latos leve causada por irritacion de l1a faringe ya que su
mecanismo de accidn (efecto broncodilatador) es promover la produccién de moco liquido
por estimulacion directa de células secretoras, asi mismo ejerce un efecto de licuefaccion
del m oco e speso anivel pul monar y en el tr acto respiratorio s uperior. Se s abe q ue el
mecanismo de accion mucolitico es debido a que cortan las proteinas de mucina a nivel de
las uniones disulfuro por accién de compuestos relativamente sencillos como la carbamida
y especificamente el de acetilcisteina [Adamas, 2001].

Algunos e jemplos de estos expectorantes son: cloruro de amonio, carbonato de a monio,
yoduro de potasio, yoduro de calcio y dihidroyoduro de etilendiamina. (EDDI) este tltimo
es el mas conocido por los veterinarios, ya que también se ha utilizado como una fuente
nutricional de yodo en el ganado vacuno, pero también con la finalidad de disminuir las
infecciones de pododermatitis, mandibula abultada (Actinomyces bovis) lengua de madera

(Actinobacillus lignieresi) y bronquitis. Existen algunos estimulantes directos como aceites
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volatiles tales como aceite de eucalipto (sales de menthol- lyptus) y aceite de limon que se
cree que aumentan directamente las secreciones de las vias respiratorias. Su eficacia clinica

en medicina veterinaria es desconocida [Riviere y Papich, 2009].

"N~

Figura 8. Estructura quimica de dihidroyoduro de etilendiamina

1.6 Fundamentos de reologia en el estudio del moco

La reologia concepto propuesto por el profesor Bingham Lafayette en 1929 se refiere a la
ciencia que estudia la deformacion y el comportamiento del flujo de la materia [ Macosko,
1994]. La utilidad de 1as m ediciones reoldgicas es que provee i nformacion acercadela
estructura e interacciones de los componentes que integran un so6lido o un liquido. Ademas
existen modelos r eologicos que seu tilizan p ara relacionar entres il as p ropiedades
mecanicas mas importantes como: viscosidad aparente (relacion entre esfuerzo y velocidad
de corte), viscosidad compleja (respuesta ante e sfuerzos de corte os cilatorio), m 6dulo de
almacenamiento, y médulo de pérdidas (comportamiento viscoeldstico lineal). Para p oder
caracterizar el co mportamiento r eologico d e u n m aterial es n ecesario d efinir al gunos

términos:

Tipos de fluidos. Las propiedades reoldgicas se definen a partir de la relacion
existente entre fuerza o sistema de fuerzas externas y su respuesta, ya sea como
deformacion o flujo. Todo fluido se va d eformar en mayor o menor medida al
someterse a un sistema de fuerzas externas. D icho s istema d e fuerzas s e r epresenta

matematicamente mediante el esfuerzo cortante “g, 7, mientras que la respuesta dindmica

yx O
del fluido se cuantifica mediante la velocidad de deformacién “y”. Sin embargo, este tipo
de fluido es un ideal de l a materia, por lo cual es practicamente imposible e ncontrarlo;
aunque a lgunos m ateriales de ba jo pe so m olecular, s 6lo por m encionar unos ¢ uantos
ejemplos; aire, hidrogeno, a gua, entre otros, pueden llegar a comportase d e esta manera

para un c ierto rango de velocidad de deformacion, este comportamiento es la contraparte
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del s dlido e lastico d e Hooke. La m ayoria de los m ateriales tienden a pr esentar ambos
comportamientos y el grado d e relacion entre ambas car acteristicas es estudiado porla
reologia de fluidos viscoelasticos. [Barnes, 2000].

En la Figura 9 se muestra un esquema con los tipos de fluidos que existen en la naturaleza.

| Fluidos |
| Newtonianos [ No-Newtonianos J | Viscoelasticos ]

I 1
Independientes del [ Dependientes del
tiemp o tiempo
| | 1

| 1 |
[Sin esfiuerzo umbral ] Con estuerzoumbral I [Recrpecticos | Tixotropicos

Plasticos deBingham

Prendoplasticos

Dilatantes

Figura 9. Esquema de la clasificacion de fluidos
[Muller, 1977]

Para 1 os f luidos no ne wtonianos, 1 a vi scosidad s egin M uller, 1977, de pendede : 1 a
naturaleza de las fases continua y dispersa, las interacciones particula-particula y particula-
solvente, la concentracion de particulas, su forma, tamafio y composicion quimica. Estos
fluidos pueden subdividirse en dos grupos principales, de pendientes e independientes del
tiempo. En el primer grupo se incluyen los fluidos tixotropicos y reopécticos; mientras que

los fluidos independientes del tiempo son pseudoplasticos, dilatantes y plasticos.

Fluidos newtonianos. Se definen como aquellos para los que la representacion del esfuerzo
cortante en funcion de la velocidad de deformacion es una linea recta. La mayoria de 1os

gases y fluidos simples (como el agua) presentan este comportamiento.

Fluidos no newtonianos. Son aquellos que exhiben flujo uniforme, pero la relacion entre el
esfuerzo cortante y velocidad de deformacion no es lineal. Son generalmente complejos y

constan de mas de una fase, aunque |l as di soluciones de pol imeros pue dan c onsiderarse
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como fases tnicas. Unadelas fases es continua ylaotradispersa. Lareologia de un
sistema disperso depende de las propiedades de la fase continua, las de la fase dispersa y la
interaccion entre ambas. En la fase continua son de interés 1a viscosidad, 1a composicioén
quimica, el pH y la concentracion de electrolitos. En la fase dispersa, que puede ser liquida
o so6lida, l1a concentracion en volumen, la viscosidad, el tamafio de particula, 1a forma, la

distribucion por tamafos y la composicion quimica.

Fluidos no newtonianos que presentan adelgazamiento al flujo (shear-thinning). En los
fluidos del tipo de adelgazamiento al flujo (pseudoplasticos) la viscosidad aparente depende
de 1 a ve locidad de de formacion por c¢ izalla, pe ro no de 1t iempo dur ante e 1 que e stan
sometidos al a tension cizallante; es d ecir, el au mento d el a v elocidad d e d eformacion
disminuye | a f riccion entre 1 as ¢ apas d el f luido. E | e sfuerzo ¢ ausa u n de sorden, | as
moléculas de cadena larga se orientan y llegan a alinearse al flujo, lo que da la reduccion de
la viscosidad. Este comportamiento es el tipo mds comun de los fluidos no ne wtonianos.
Las s oluciones pol iméricast ienen un ¢ omportamiento ps eudoplastico que de pende
fuertemente de la concentracion de la solucion. Para sistemas diluidos, el comportamiento
pseudoplastico puede deberse a l1a orientacion del flujo de las particulas o el cambio en la
conformacion de 1as moléculas pol iméricas. A si, cuando la velocidad de de formaciéon es
mayor que la velocidad de la reorientacion térmica de las particulas, estas seran alineadas
en d ireccion al f lujo. P ara s istemas ¢ oncentrados, e 1 ¢ omportamiento ps eudoplastico
aparece cuando la velocidad de d eformacion es mayor que la velocidad para al canzar el

equilibrio de las particulas.

Fluidos viscoelasticos. Son a quellos que e xhiben s imultaneamente 1 as pr opiedades
viscosas propias de un I iquido y las elasticas caracteristicas de un s 6lido; en general, 10s

fluidos biologicos se caracterizan por tener estas caracteristicas.

Velocidad de deformacion y flujo. Cuando un fluido es estudiado por la aplicacion de un
esfuerzo, un m ovimiento se genera hasta que el esfuerzo es removido. Consideremos dos
superficies s eparadas p or una p equena ab ertura en 1a cual s e m antiene un liquido. Un

esfuerzo cortante debe mantenerse en la superficie superior para que ella se mueva auna
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velocidad constante, U. Este esfuerzo de cizallamiento producird un cambio continuo en la
velocidad a través de la abertura hasta llegar a ser cero para superficie mas baja [Goodwin y
Hudhes, 2008 ]. A hora, en cada segundo | os de splazamientos producidos estdnen x yla
deformacion esta dada por:

__dx

u= o . .,
y como ét podemos escribir la velocidad de deformacion como :

dy u

dt Z
Los términos velocidad de deformacion, gradiente de velocidad y velocidad cortante, son
utilizados como sinénimos y el punto de Newton normalmente se emplea p ara indicar el
operador d iferencial co n respecto al t iempo. Para grandes ab erturas 1 a v elocidad d e

deformacion variara a través de la abertura y podemos escribirla como:

du

y==

Viscosidad. La vi scosidad s e pue de d efinir c omo una m edidade 1ar esistenciaal a
deformacion de | fluido. La Ley de Newton relaciona el esfuerzo c ortante ( tension d e
cizalla) con la velocidad de deformacion (gradiente de velocidad 6 intensidad de cizalla), y
puede expresarse en una dimension como:

o= —k-¥y
Donde:

o = esfuerzo cortante (Pa)
i = viscosidad dindmica o absoluta (Pa- s)

¥ = velocidad de deformacién (s~1)

El es fuerzo cortante s e representa también por 1, el cual es proporcional al gradiente de
velocidad o velocidad d e de formacion. La constante de proporcionalidad: p es llamada
viscosidad aparente para fluidos no newtonianos ya que varia en funcion de la velocidad de
deformacion. La viscosidad de los materiales reales puede ser significativamente afectada
por variables como la rapidez de deformacion, la temperatura, presion y el tiempo. Para un

fluido newtoniano el pardmetro p esu naco nstante en | ae cuacion. G eneralmente el
19



comportamiento de los materiales es de tipo no-newtoniano, por cual se utiliza el concepto
de viscosidad aparente (también conocida en el argot reoldgico como viscosidad cortante)
para describir este tipo de materiales, en donde la viscosidad aparente 1 (eta) esta dada por

la siguiente relacion:

=

Donde:

g = esfuerzo cortante (Pa)
1 = viscosidad aparente (Pa- s)

v = velocidad de deformacion (s71)

Flujo. Un fluido s e de fine c omo una s ustancia que s e de forma continuamente bajola
aplicacion de esfuerzos cortantes, es decir la deformacion de los liquidos se 1lama “flujo”.
En los experimentos de viscosidad, la rapidez de deformacion se determina la magnitud de
la deformacion dividida por el tiempo que ésta tarda en producirse y se expresa en términos
de s™'. La ecuacién reologica de estado de los fluidos establece la relacion entre la tension y
la rapidez de deformacion. Asi, para una velocidad dada, la fuerza resultante se incrementa
cuando la viscosidad aumenta; mientras que para una fuerza dada, la velocidad es reducida

cuando la viscosidad se eleva [Silberberg, 1977].

Los fluidos poliméricos estan formados por macromoléculas que adoptan una conformacién
determinada dependiendo de su estructura molecular, del tipo de flujo y de las interacciones
con las otras moléculas. Los dos tipos principales de flujos son el flujo cortante y el flujo
elongacional o  extensional. E 1f lujo c ortante pos ee un a f amilia u niparamétrica de
superficies materiales (superficies de corte) que se mueven isométricamente, esto es que la
distancia entre dos particulas en la superficie es constante y el volumen de cada elemento
del fluido es constante [De Larrad, 1999].

Existen diferentes modelos reologicos para describir el comportamiento de fluidos. Durante
el comportamiento pseudopléstico los materiales exhiben tres regiones distintas, la regién

inferior Newtoniana donde la viscosidad aparente es constante con el cambio de velocidad
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de d eformacion 1 lamada 1 imite de vi scosidad ¢ on nul a ve locidad de d eformacion, una
region media donde la viscosidad aparente disminuye con la velocidad de corte y la region
superior donde la pendiente de la curva llamada limite de viscosidad a velocidad de corte
infinita, e s c onstante c on la variacion de 1a velocidad de de formacién. L os factores que
influyen en la seleccion del modelo reologico usado para describir el comportamiento del

flujo de un fluido en particular son numerosos.

Modeloscomoel dela LeydeP otenciao los m odelos de pl astico d e B ingham y de
Herschel-Bulkley h an s ido us ados pa ra r epresentar e 1 ¢ omportamiento de f luidos no
Newtonianos, ademas del modelo de Cross, Reiner Philippoff, Van W azer, Powell-Eyring
son utilizados en la modelacion del comportamiento pseudopléstico en rangos de velocidad

de deformacion bajo, medio y alto.

Modelo Ley de la potencia (Ostwald de W aele). La ecuacion que relaciona el es fuerzo
cortante con la velocidad de deformacion se conoce como la Ley de Potencia o de Ostwald
de W aele, es una ecuacion em pirica q ue d escribe s istemas d ilatantes y p seudoplésticos,

similar a la ecuacion de Newton para la viscosidad, tiene la forma siguiente:

I ]/
Donde 7 (N m™) es el esfuerzo cortante, k (N s"m™) es el indice de consistencia, y

es la velocidad de deformacion y N es el indice de flujo; este ultimo constituye una medida

del grado de de sviacion del comportamiento ne wtoniano y k e s igual al c oeficiente d e
viscosidad. P ara fluidos ne wtonianos, M=1; para fluidos ps eudoplasticos, N'<1; mi entras

que para fluidos dilatantes, N>1 [Macosko, 1994].
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Modelo de Cross. La ecuacion q ue d escribe una curva d e flujo co mpleta, es 1lamada
Modelo de Cross, su autor Malcolm Cross, fue un reélogo que trabajo en dispersiones de
colorantes y pigmentos, y quien encontré que la viscosidad de las suspensiones de muchos

podria ser descrito con la ecuacion:

n—"1, _ 1

Mo =1 1+(Ap)"

Donde, n es1aviscosidad ap arente, 1y y N« son las viscosidades limite a baja y alta
velocidad de de formacion, r espectivamente, mo se de nominat ambién vi scosidad
newtoniana A tiene las dimensiones de tiempo, y M es adimensional, ambos son parametros
empiricos. C uando e ste m odelo s e utiliza para de scribir 1 os 1iquidos no newtonianos, | a
pseudoplasticidad viene dada por elvalorde M;si M tiendea ceroel fluido tiene mas

caracteristicas d e liquidos ne wtonianos, mientras que 1os fluidos mas adelgazantes tienen

un valor de M que tiende a la unidad. Generalmente 1p>>1.,, por tanto V es muy pequeia,

y 1M se aproximaa mo. A intermedias 7 el modelo de Cross tiene una region Leydela
Potencia. A muy altas velocidades de corte, el lado derecho de la ecuacion llega a ser muy

pequefio y 1 se aproxima a n. [Morris et al, 1981].

Estimacion de esfuerzo de cedencia empleando el modelo Bautista- Manero-Puig
(BMP). El modelo BMP ha sido utilizado en flujo cortante, e xtensional, y reproduce las
curvas de fluidos adelgazantes al corte simple. Por otra parte, cuando la fluidez es cercana a
cero ( viscosidad i nfinita) el s istema g enera el esfuerzo d e ced encia en funciondel as
propiedades cinéticas, estructurales y d e flujo a al tos co rtes. Como s e m uestra enl a
siguiente ecuacion:

dp 1
d—f=z(¢>o -p)+k (¢, —9)a:D

9
9 <
Il
O

ASHIEN

1
J’__
G,
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Donde, 2 esel tensordees fuerzos, D es |l ap arte s imétricad el t ensor rapidezd e

deformaci(')n,(p“y Poo (inverso de la viscosidad), son la fluidez a baja y alta rapidez de
deformacion r espectivamente, G o es el modulo eléstico, A es un tiempo caracteristico
estructural y k es una constante relacionada a la modificacion de la estructura. La derivada

co-deformacional del tensor de esfuerzos estd definida de la siguiente manera:

Doénde, L es el tensor gradiente de velocidad. En el presente trabajo, las predicciones de la
ecuacion c onstitutiva B MP s on ¢ omparadas ¢ on a quellas d e 1 os m odelos m encionados

anteriormente.
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2. JUSTIFICACION

Dada la importancia de los mucoliticos en la produccion avicola por las complicaciones
respiratorias a 1 as que vi ven e xpuestas las a ves e n pr oduccion, y aque noe Xxiste
informacion s obre su eficacia co mparativae nl al iteratura ci entifica, s € considera
importante el ev aluar c omparativamente a Igunos de 1 os pr oductos utilizados ¢ omo

mucoliticos en la clinica de aves desde el punto de vista reologico.
3. HIPOTESIS

La p ropiedad m ecénica al f lujo ev aluadap orl ar eologia enl as ecreciond el t racto
respiratorio de las aves de produccion sanas se verd modificada por la administracion de
distintos pr oductos mu coliticos, ta les ¢ omo: ambroxol, bromhexina, carbocisteina, y

etilendiamina-dihidroyoduro.
4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar] ar espuestar eologicad el ass ecrecionest raqueo-bronquialesd e avesd e
produccion sanas mediante la reometria y establecer la respuesta mecanica al flujo de éstas

en la presencia de farmacos mucoliticos.
5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Evaluar las propiedades reoldgicas (viscosidad, elasticidad y esfuerzo de cedencia)

del moco en aves sanas para establecer una curva de flujo de la muestra control.

v Evaluar las propiedades reoldgicas (viscosidad, elasticidad y esfuerzo de cedencia)
del moco en aves sanas tratadas con ambroxol, para establecer modificaciones que

sufre en comparacion a la curva de flujo control.

v" Evaluar las propiedades reologicas (viscosidad, elasticidad y esfuerzo de cedencia)
delm ocoen av ess anast ratadas co nca rbocisteina, p ara establecerl as

modificaciones que sufre en comparacion a la curva de flujo control.
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v Evaluar las propiedades reoldgicas (viscosidad, elasticidad y esfuerzo de cedencia)
del moco en aves sanas tratadas con bromhexina, para establecer las modificaciones

que sufre en comparacion a la curva de flujo control.

v" Evaluar las propiedades reologicas (viscosidad, elasticidad y esfuerzo de cedencia)
del m oco e n a ves s anas t ratadas c on yoduro de e tilen di amina ( EDDI), pa ra

establecer las modificaciones que sufre en comparacion a la curva de flujo control.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Ubicacion

El presente estudio se 1levo a cabo en una unidad experimental de la FMVZ, UNAM, con
autorizaciéon de 1 Comité Institucional pa rae 1 C uidado y U sode 1 os A nimales de
Experimentacion (CICUAE) de la FMVZ de la UNAM, la evaluacion reoldgica se llevo a
cabo en la Facultad de Quimica Conjunto E y materiales de la UNAM.

6.2 Animales e instalaciones

Se utilizaron 300 pollos Rhode Island Red de tres semanas de edad clinicamente sanos, los
cuales f ueron al ojados en j aulas de t ipo pi ramidal c on una de nsidad de pobl acion de
20.3cm?” por ave, como se indica en el manual de manejo de animales en experimentacion
delaFMVZ UNAM. Se utilizaron co mederos d e can aleta y b ebederos au tomaticos de
niple, y se mantuvieron con alimentacion a base de concentrado comercial y agua de bebida

ad libitum.

Posteriormente s e d ividieron al as aves en cinco grupos de 20 a ves ¢ ada uno ¢ on tres
repeticiones por grupo, dosificadas individualmente PO: grupo control (GC) sin mucolitico,
grupo ambroxol (GAmb) a dosis de 0.5mg/kg, grupo Etilendiaminadihidro-yoduro (Eddi) a
dosis 33mg/kg, grupo carbocisteina (GCarb) a dosis de 40mg/kg y grupo bromhexina (GBr)
a dosis 0.5mg/kg.
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Una hora después de la administracion, las aves se anestesiaron con ketamina a razon de 40
mg/kg, via intramuscular, posteriormente se les realizo un lavado traqueo bronquial, que es
una t écnica s imple, eco némica y s egura [ Mansmann, 1998] , a daptada de e quinos, que
consiste en introducir una sonda de alimentacion pediatrica, de plastico transparente estéril,
desechable y con un or ificio en el extremo proximal con un c alibre de 8FR y longitud de
38.5cm, por el orificio de la trdquea y administrar 5 mL de agua estéril utilizando jeringas
de 10 mL, Figura 10; posteriormente se recolectaron muestras de aproximadamente 1 mL
de moco por cada ave, consecutivamente se almacenaron en tubos de ensaye de vidrio
previamente identificados con capacidad de 10 mL los cuales se colocaron en un termo con
refrigerantes y se mantuvieron a una temperatura de 2 a 4 °C para su posterior analisis; el
cual se realizo maximo una hora posterior a la toma de muestra para evitar degradacion de
las enzimas propias del fluido. Todas las mediciones reoldgicas se realizaron en la Facultad
de Q uimica c onjunto E U NAM, paral oc uals eut ilizo unr edmetro de e sfuerzos
controlados ( AR-G2, T A Instruments) como s e m uestraen la Figura 11, usando un a
geometria de cilindros concéntricos, con un gap de 500 mm, en una ventana de observacién
de 0.1 a 200 S-1 la temperatura de analisis permanecio constante a 39+0.1 °C la cual fue
mantenida dur ante t odas 1 as m ediciones us ando un ba fio de agua en recirculacion ( Cole

Parmer Polystat, U.S. y un Peltier ARG2).

Figura 10. Lavado traqueo bronquial Figura 11. Redmetro de esfuerzos controlados
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6.3 Pruebas de cizalla simple

Las mediciones a cizalla simple fueron determinadas a una temperatura de 39°C sobre un
rango d e velocidad de cortede 0.1 a 1000s™". Para ello, se empled una geometria d e
cilindros concéntricos de aluminio (doble Gap, diametros del cilindro interno, 20.38 mm;
diametro del cilindro externo, 21.96 mm y altura de 59.50 mm) para las muestras de moco.
La vi scosidad f ue e stimada e n f uncion de 1 a ve locidad de c orte, 1 (y). L os da tos
experimentales fueron ¢ orrelacionados ¢ one 1 modelo reolégicod e M alcom C ross

[Macosko, 1994].

6.3.1 Prueba de cizalla oscilatoria de baja amplitud de deformacion

La region viscoelastica lineal fue determinada para las muestras a través de un b arrido de
deformacion a una frecuencia fija de 31.42 rad/s. Las propiedades viscoelésticas (modulo
de almacenamiento G’ y modulo de pérdida G’ de todas las muestras fueron determinadas
dentro de la region viscoelastica lineal; a fin de evitar colapsar la estructura del material, ya
que este tipo de pruebas de pequeiia amplitud de deformacién son pruebas no destructivas.
Las pruebas de barrido de frecuencia fueron llevadas a una temperatura de 39 °C en un

rango de frecuencia angular de 1 a 100 rad/s para todas las muestras.

La amplitud de la deformacion para las mediciones de barrido de frecuencia fue estimada
previamente m ediante p ruebas de b arrido de de formaciéon y fijada como c onstante para
todos los casos. Todas las pruebas tanto de cizalla simple como viscoelasticas se realizaron
por duplicado. Antes d e iniciar el es tudio r eométrico s e v erificd que l as d eformaciones
fueran h echas enla zonad e viscoelasticidad | ineal, p ara q ue l as funciones m ateriales
obtenidas estuvieran en funcion unicamente de la estructura del material y del tiempo, y no

de la magnitud del esfuerzo o deformacion impuesta al material.

En las pruebas de cizalla os cilatoria de pe quefia a mplitud de d eformacion se siguenla
evolucion de los modulos G’ (de almacenamiento o elastico) y G’ (de pérdida o viscoso) a
fin de investigar el comportamiento en la estructura del material. Por otro lado, las gréficas
de mddulo complejo (G*) ante frecuencia (®) y las de angulo de fase (8) ante frecuencia

(), son otra forma cominmente empleada para representar el comportamiento reologico de
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estos materiales. A lgunos autores en 1a literatura em plean es tos diagramas p ara tratar de
explicar 1a morfologia de las al gunos materiales, ya que el modulo complejo (G*) es una
medida de la resistencia del material a la deformacién que se obtiene de la sumatoria de los
modulos. Del mismo modo el angulo de fase (6) es una medida del comportamiento
viscoelastico de 1 m aterial, obt enida de 1a di vision de 1 m 6dulo vi scoso e ntre e 1 e lastico.
Ambas variables se consideran como una medida del cambio en la estructura de este tipo de

materiales. [Barnes, 2000].

6.3.2 Determinacion de esfuerzo de cedencia empleando el modelo Bautista- Manero-
Puig (BMP)

Se obtuvieron curvas de flujo en estado estacionario con velocidades de deformacion de
0.001 a 10 s a una temperatura de 39 °C. La programacion del algoritmo y simulacion

dinamica se realiz6 con base en el modelo BMP y al modelo de Casson.
1 1 \2
Modelo de Casson: =7+ (77 7/)

Donde 7 es el esfuerzo de cedencia, nes la viscosidad del fluido y j/la rapidez cortante

aplicada al fluido.
Por otro lado, el modelo BMP habiendo sido desarrollado se llega a la siguiente expresion,

la cual describe la evolucion de la fluencia en funcion de la rapidez de corte:
1
(k27 =g, ) +((kA7” ~ @, ) + 4k 2770, )}
o(7)= 5

Donde, 1 os p arametros tiene el mismo significado que p ara la ex presion. [Fredrickson,

1970] demostré quep, — 0, el material se comporta como un plastico de Bingham (se

presenta el es fuerzo d e cedencia). T omando en cuanta dicha co nsideracion, 1 a ecu acion

anterior puede ser reescrita de la siguiente manera:

r, =(kip, )2
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Esta predice el esfuerzo de cedencia de un fluido en funcién a sus variables cinéticas y

estructurales; ad  emdsco nsiderap ardmetrosq uep uedend  eterminarse

experimentalmente (¢, ).
6.4 Analisis Estadistico

El analisis se realizo para las variables viscosidad y esfuerzo de cedencia en el tiempo final,
esdeciral final de cad a prueba. D espués d e h acer p ruebas de nor malidad m ediante 1 a

prueba se Shapiro-Wilk para cada variable.

Se r ealizo6 an alisis d e K ruskal W allis d e m uestras i ndependientes p ara 1 as v ariables d e

viscosidad y elasticidad en el tiempo final. Considerando un nivel de significancia de 0.05
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7. RESULTADOS

7.1 Resultados de flujo a cizalla simple

El comportamiento al flujo de cizalla simple que exhibieron las muestras de moco es no
newtoniano del tipo ps eudoplastico adelgazante a la cizalla (n<l), 1o que indica que su
viscosidad di sminuye al incrementar 1a ve locidad de d eformacién para todos 1os grupos
Figura 12. La di sminucion de la viscosidad conla velocidad de corte se atribuyo a la
ruptura de | a e structura i nterna de I f luido, u nido por 1 nteracciones f isicas e ntre 1 as
macromoléculas, asi a medida que aumenta la velocidad de corte, las fuerzas se debilitan y
las moléculas se orientan al o largo de las lineas de flujo. Los datos ex perimentales d el

moco de las aves sanas se ajustaron perfectamente al modelo de Cross. Cuadro 1.

1
—e— Control
—a— Ambroxol
0.1 ~ —a— Bromhexina
— —— Carbocisteina
%) —O— Eddi
o]
o,
®
S 0.01-
‘»
o
(@]
L
>
0.001 -
0.0001 . . .
0.1 1 10 100 1000

Velocidad de cizallamiento [1/s]

Figura 12. Comportamiento al flujo de cizalla simple de los diferentes grupos
administrados con los mucoliticos.
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Cuadro 1. Parametros del modelo de Cross con muestras de moco
para los distintos tratamientos.

Dosis Volumen N0 oo . o

Grupo | Tratamiento | (mg/Kgpeso | administrado (Pa * 5) ) (s)

corporal) (mL)

Control | Agua estéril 0 5 0.0009842" | 1.158 1116
T1 Ambroxol 0.5 5 0.0007526° | 0.9757 |21.78
T2 EDDI 33 5 0.001032° 1.071 1.071
T3 Carbocisteina 40 5 0.0004055% | 1.000 6.005
T4 Bromhexina 0.5 5 0.0007640° | 1.215 920.5

““Los valores en la misma columna con diferentes superindices tienen diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) * n0= viscosidad infinita;**m= indice de adelgazamiento;*** A = tiempo en
alinearse al flujo.

Los valores de n0 mayores se refieren a una mayor viscosidad a baja velocidad de cizalla,
N0 disminuy6é al aumentar la velocidad de corte. El pardmetro A indica el tiempo
caracteristico d el m aterial, es d ecir, el tiempo en el cual |l as cad enas p oliméricas en la
secrecion d el t racto r espiratorio d e los pol los sufren un ¢ ambio ¢ onformacional por el
incremento de la velocidad de deformacion. Los mayores valores de A significan que la
zona newtoniana p ermanece m as t iempo an tes d e p asar al a z ona p seudoplastica. La
magnitud de m e sta relacionada c on el indice de flujo, el incremento de m sugiere un
tiende acer op araf luidos m s

comportamiento a delgazante m 4s pr onunciado; m

newtonianos, mientras para fluidos mas pseudoplésticos tiende a la unidad [Barnes, 2000].

Las cu rvas d e v iscosidad co mos e o bservan enl a Figura 12 van en f uncion de |
comportamiento d e l as secreciones d e m oco y de 1as m odificaciones q ue | os f &rmacos
mucoliticos pr oducen e n | as a ves s anas. La ¢ onducta de a delgazamiento por c orte no
newtoniano e n t odos | os g rupos, s e atribuye en funciéon de lo s f armacos mu coliticos

administrados (n <1).

El comportamiento observado es del tipo adelgazante al flujo (n<1) el cual se atribuye a las
interacciones f isico-quimicas p resentes yal ap resenciad e componentes d e al to p eso
molecular que se alinean en direccion del flujo resultante cuando 1arapidez de flujose
incrementa, | 0 q ue cau sa m enores i nteracciones en tre | as cad enas a dyacentes, y en

consecuencia la viscosidad se reduce. Véase Figura 13

31



0.0012 -

Viscosidad Pa* s

EDDI CONTROL BROMHEXINA AMBROXOL CARBOCISTEINA
Mucolitico

Figura 13. Comportamiento de viscosidad de los diferentes grupos administrados con los
mucoliticos.

7.2 Resultados de viscoelasticidad lineal

La v iscosidad es d irectamente p roporcional al p eso m olecular, el cualdependedela
configuracion de l1a cadena p olimérica, ya que 1os entrecruzamientos al eatorios p resentes
dificultan e I flujo; s in e mbargo, a altas v elocidades d e ¢ orte lo s entrecruzamientos
desaparecen, las cadenas se deslizan una sobre otra y la respuesta viscosa depende so6lo de

la concentracion [Barnes, 2000].

Las d eterminaciones de los mo6dulos de pérdida G’ y de almacenamiento G’ ademés de
viscosidad compleja en funcion de la frecuencia fueron realizados (0.1-100 s-') en la region
visco elastica lineal para los distintos tratamientos. En la Figura 14 se muestra la variacién
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de los modulos elastico (G) y viscoso (G’’), se observé que todos las muestras presentan
comportamiento ps eudosolido por 1o que el modulo viscoso predomina sobre su m 6dulo

2

elastico G*> >G’ con la misma frecuencia en todo el rango estudiado. E ste es pectro es
representativo de un comportamiento viscoelastico. En las determinaciones de los modulos
de pérdida G’ y de almacenamiento G’ en funcion de la frecuencia s e observo que las
componentes eldsticas y viscosas son representaciones de las modificaciones que existen en
las interacciones inter particulares para los diferentes tratamientos, se puede predecir que el
grupo carbocisteina existe una union intermolecular con enlaces muy débiles por lo que las

cadenas d e g licopolisacaridos q ue co nforman | a es tructura d el m oco s e s eparan m uy

facilmente con forme es sometido a las fuerzas oscilatorias en las pruebas no destructivas.

0.1

0.01

G', G", [Pa]

—S— G' Grupo Control
0.001 —©— G" Grupo Control
= —A— G' Grupo Ambroxol

C —A— G" Grupo Ambroxol

= —— G' Grupo Bromhexina
= —&— G" Grupo Bromhexina
L —@- G' Grupo Carbocisteina 4

<>— G" Grupo Carbocisteina

r —@— G' Grupo Eddi §
-~ G" Grupo Eddi

0.0001 T
1 10 100

Angulo de frecuencia, [rad/s]

Figura 14. Curvas de visco elasticidad de G’ y G”’ vs frecuencia de diferentes grupos
administrados con los mucoliticos.
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7.3 Resultados de esfuerzo de cedencia

Se presenta esfuerzo de cedencia (fuerza para que puedan fluir) en todos los tratamientos
incluyendo al control, tal como s e muestra enla Figura 15 y 16 abajoscortes,en
direccion a la direccion al flujo, esto debido a las interacciones entre las cadenas adyacentes

a bajos flujos.

El comportamiento de adelgazamiento por corte no newtoniano se atribuye en funcion de
los farmacos mucoliticos administrados (n <1). Como se observa en la Figura 15 y 16, el
grupo que mayor esfuerzo de cedencia presenta es bromhexina seguido de eddi, control,

carbocisteina y ambroxol respectivamente. Véase Cuadro 2

1.000
« AMBROXOL
0.500 < CONTROL
BROMHEXINA
0 CARBOCISTEINA
1 = EDDI
7. = [kl¢e,] 2
0.100¢
0.050¢
=
-9
~— *=* ¥ ¥ ¥ *+
b

X X X X X
0.010}+ //

0.005

0.001 L ; :
0.001 0.01 0.1 1 10

Y™
Figura 15. Esfuerzo de cedencia de los diferentes grupos administrados con los
mucoliticos ajustados al modelo BMP
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0.001 \ \ \
0.1 1 10 100 1000

Velocidad de cizallamiento [1/s]

Figura 16. Esfuerzo de cedencia de los diferentes grupos administrados con los
mucoliticos ajustados al modelo de Casson.

Cabe mencionar que el modelo BMP resulta de consideraciones cinético-estructurales y
consideraciones f isicas, e | pr opio m odelo generaun a comportamiento que pr edice el
esfuerzo de cedencia. Por otro lado, el modelo de Casson surge de una regresion lineal de
una s erie d e d atos ex perimentales q ue sibien estiman el es fuerzo d e ced encia ( fuerza
necesaria p ara q ue el fluido pue da de splazarse) no of rece una e xplicacion al fendmeno

fisico que provoca que un fluido exhiba el fendmeno de esfuerzo de cedencia.
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Cuadro 2. Enel cuadro se muestran 1l os v alores n uméricos d el esfuerzo d e ced encia
calculado mediante el modelo BMP para muestras de moco con distintos mucoliticos.

MUESTRA PARAMETROS ESFUERZO DE CEDENCIA (Pa)
BROMHEXINA k= 0208 T, =
1 = 0.092 0.083472
@o. = 7500
EDDI ko= 0156 T =
1 = 132 0.028356
Po. = 604
k = 4.9 L
CONTROL 1 = 0115 €~ 0.017769
P = 5620
k = 50
CARBOCISTEINA A = 287 Te = 0.007689
@ = 118
AMBROXOL k=378 T, =
1 = 0.765 0.007592
@o. = 600

Para la prediccion de esfuerzo de cedencia se utilizé la ecuacion constitutiva de BMP; en el
estudio d e | as s ecreciones d el tracto respiratorio de las aves sanas, éste reprodujo
satisfactoriamente las curvas de flujo experimentales de los diferentes tratamientos a b ajos
flujos, estimando el esfuerzo de cedencia. El modelo ademas de estimar el valor numérico
del es fuerzo d e ced encia, da una in terpretacion ¢ inético-estructural de I f endmeno que

provoca que un fluido exhiba esfuerzo de cedencia.

Como se muestraen el Cuadro 2 y Figura 17 en or den de scendente s e observan los
resultados del modelo B MP los cuales nos indican que el grupo de bromhexina requiere
mayor fuerza para que la secrecion de moco pueda fluir y el grupo ambroxol es el que

requiere menor esfuerzo de cedencia.
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Figura 17. Esfuerzo de cedencia (fuerza necesaria para poder fluir) de los diferentes
grupos administrados con los mucoliticos.

37



8. DISCUSION

La disminucién de 1a viscosidad con la velocidad de corte se atribuye a la ruptura de la
estructura i nterna de 1 f luido, e 1 ¢ ual e sta ¢ onstituido por m acromoléculas uni das por
interacciones fisicas como se observa en el comportamiento de los modulos elastico (G’) y
viscoso (G’’), el cual con G’’>G’ se asocia con el aumento en la fraccion volumétrica de
solidos, asi a m edida que aumenta la velocidad de corte, 1 as fuerzas se d ebilitan y 1 as
moléculas se orientan a lo largo del flujo teniendo como consecuencia la disminucion de su

viscosidad [Medina-Torres et al., 2000].

La viscosidad ev aluada en 1as s ecreciones b ronquiales d e  as aves s e ve m odificada a
diferentes niveles por la administracion de los productos mucoliticos. Se ha observado que
un moco poco o na da viscoso (parecido al agua) no podra ser expulsado activamente por
los cilios; ademas dada su baja o nula elasticidad no se transmitira la energia al estirarse y
simplemente s e fragmentara como el agua y tendera a ubicarse en el fondo de los cilios
como lo observado con carbocisteina [ Majima., 2002]. De manera contraria, un moco muy
viscoso y poco elastico por a umento de lar esistencia a | e stiramiento no pue de s er
desplazado por el abatir de 1os cilios, como podria ser en este caso el ambroxol. De tal
forma ex iste un nivel cr itico de vi scosidad del m oco para ha cer eficiente s u e xpulsion
activa por el movimiento de los cilios, el cual no ha sido establecido en aves sanas y mucho
menos € na ves que cursanc on algun pr oblemar espiratorio [ Foster, 2002] . E stas

consideraciones coinciden con lo descrito por otros autores [James y Pi-Wan Cheng, 1994].

El comportamiento observado es del tipo adelgazante al flujo (n<1), y ha sido reportado
[Cardenas et al. 1997y Medina-Torres et al., 2000] E stos a utores a tribuyen e 1
adelgazamiento al flujo a las interacciones fisico-quimicas al a presencia de componentes

de alto peso molecular.

Es de gran importancia sefialar que la baja viscosidad del moco no significa que sea mas
facil de expulsar; sin embargo seria de gran utilidad en pollos de pocos dias de edad debido
aque se hace prioritario el paso libre del aire con la presenciade moco acuoso. De lo

contrario la presencia de moco altamente viscoso daria como consecuencia la obstruccion
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total de las vias respiratorias, y por ende provocaria la muerte del animal. El contar con las
bases y el conocimiento del comportamiento reologico de 1os mucoliticos en la in dustria
avicola permitiria al clinico realizar una eleccion del mucolitico ideal en cadauna de las
infecciones de vias respiratorias que se le presenten, lo cual finalmente se veria reflejado en

una mayor efectividad clinica [Homidan et al., 2003; Bottje et al., 1998].

Es importante considerar que los resultados fueron obtenidos en aves sanas con un epitelio
ciliar no afectado por Mycoplasma spp, amonio, polvo, o cualquier otro agente que produce
aumento en la secreciones de las vias respiratorias. Se puede predecir que el punto critico
de viscosidad para expulsar el moco sea diferente en aves enfermas, ya que en éstas se ha

incrementado, tanto la cantidad de moco como modificado sus propiedades reoldgicas.

Ademas es importante considerar que las dosis de la mayoria de los mucoliticos utilizados
en avicultura son extrapolaciones de otras especies y no existe una justificacion de las dosis
recomendadas, e xceptuando a mbroxol y br omhexina [ EMEA, 1998 ]. Por 1o t anto e ste
trabajo se puede considerar como punta de l1anza para futuras investigaciones, tanto para
establecer dosis Optimas como para identificar las modificaciones en animales enfermos y
sus posibles contribuciones a una terapéutica ideal de mucoliticos. Se recomienda realizar
mas pruebas reologicas en aves que cursen con alguna enfermedad respiratoria para poder
establecer 1 os p arametros reoldgicos y seleccionar farmacos mucoliticos con base enun

mayor conocimiento.
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9. CONCLUSION

El comportamiento al flujo de cizalla simple que exhibieron las muestras de moco es no
newtoniano del tipo ps eudoplastico a delgazante a la cizalla (n<l), 1o que indica que su
viscosidad disminuye al incrementar la velocidad de deformacion para todos los grupos. La
viscosidad ev aluadaen 1 as s ecreciones b ronquiales d el as av es s e ve m odificada a

diferentes niveles por la administracion de los productos mucoliticos. Ademas, se presenta
esfuerzo de cedencia (fuerza para que puedan fluir) en la todos los tratamientos incluyendo
al control; el grupo que mayor esfuerzo de cedencia presenta (necesita mayor fuerza para
poder fluir) es bromhexina seguido de eddi, control, carbocisteina, y ambroxol siendo este
ultimo el que menor esfuerzo necesita para que pueda ser removido por el abatir de 10s
cilios. Para las determinaciones de los médulos de pérdida G’ y de almacenamiento G’ en
funcion de la frecuencia se observd que en todos los tratamientos las componentes de 1os
moddulos viscosos predominan s obre los mddulos elasticos y son representaciones de las
modificaciones q ue ex isten en | as i nteracciones i nter p articulares p aral os d iferentes

tratamientos.
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