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Introducción

Calcificación 1-4, fracaso mecánico 5-9, o am-
bos10-11, son las causas conocidas de fallo de las
bioprótesis cardiacas fabricadas con pericardio de
ternera tratado químicamente con glutaraldehído.
No obstante, la interacción entre estos dos proce-
sos esta escasamente definida. La reducción o su-
presión del desarrollo de la calcificación por me-
dio de tratamientos químicos que previenen la cal-
cificación del biomaterial ha sido objeto de nume-

rosos estudios, pero una solución satisfactoria a este
grave problema no ha sido aún encontrada. Por otra
parte parece que el tejido pericárdico es incapaz de
soportar el estrés mecánico  cuando este se ejerce
durante largo tiempo, aspecto éste último de crucial
importancia cuando se emplea en la construcción
de bioprótesis cardíacas cuya misión es la de man-
tenerse normofuncionantes el mayor tiempo posi-
ble.

En publicaciones previas de nuestro grupo 3,12,14

y de otros autores13,15 se definen estrategias para
disminuir la influencia de ciertos componentes
estructurales químicos del tejido, como son los
fosfolípidos, que están directamente implicados en
la calcificación de los tejidos. Tratamientos con
disolventes orgánicos como cloroformo/metanol o
detergentes como el dodecil sulfato sódico son
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Resumen

Se estudia el comportamiento mecánico del pericardio de ternera utilizado en la construcción de
bioprótesis cardiacas  cuando se trata químicamente cloroformo/metanol (CM) comparándolo con
tratamiento estándar con glutaraldehído.(G). Se ensayan a tracción hasta rotura 40 probetas, veinte
con cada tratamiento y de estas el 50% suturadas en su parte central con seda 4/0.La perdida de
resistencia media a la rotura de las probetas suturadas fue de alrededor de 6 MPa sin encontrar
diferencias entre el tipo de tratamiento utilizado. No obstante en el análisis de las curvas promedio
estrés/deformación para valores de estrés a tracción inferiores a 2.5 MPa, apenas encontramos
diferencias entre las series suturadas y no suturadas tratadas con cloroformo/metanol anulando
parcialmente el efecto deletéreo de la sutura en ese rango de estrés que incluye el estrés estimado de
trabajo, de 0.25MPa.El tratamiento con cloroformo/metanol podría, además de retrasar los procesos
de calcificación del pericardio, mejorar el comportamiento elástico de las probetas suturadas
disminuyendo la interacción con la sutura. Ensayos de fatiga real con este tratamiento químico
deberán ser realizados para verificar esta hipótesis.
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eficaces para eliminar lípidos del tejido y para
prevenir o retrasar el deposito de calcio de los
biomateriales utilizados en la construcción de velos
de bioprótesis cardiacas( pericardio de ternera o
tejido porcino). El uso de estas sustancias afecta la
estabilidad de los tejidos. Sin embargo teniendo en
cuenta que estas sustancias se emplean para prótesis
implantables dentro del torrente circulatorio, es
necesario conocer su resistencia mecánica al estrés
y el riesgo de calcificación. Por ello, el objetivo
buscado y que es necesario garantizar, para
cualquier tratamiento químico de entrecruzamiento
ó anticalcificante, es que el comportamiento
viscoso-elástico del biomaterial sea igual o mejor
que el observado con el tratamiento estándar con
glutaraldehído.

El objetivo de este trabajo es comprobar si con
un tratamiento químico anticalcificante con cloro-
formo/metanol se mantienen o mejoran  las propie-
dades mecánico elásticas del biomaterial, median-
te un ensayo de tracción, comparando los resulta-
dos con  los de un tratamiento estándar con
glutaraldehído.

Material y métodos

Se utilizó pericardio de ternera  obtenido de re-
ses jóvenes sacrificadas en un matadero local y
transportado en suero salino isotónico helado (0.15
M cloruro sódico). Cada tejido fue cuidadosamen-
te limpiado retirándose la grasa y seleccionando
inicialmente solo aquellos sacos de pericardio con
un excelente aspecto y sin ninguna lesión
macroscópica. Cada saco pericárdico se abrió de-
jando los ligamentos diafragmáticos en el centro y
el ligamento esternopericárdico en la circunferen-
cia. Abierto de esa forma se obtuvieron los
especímenes para ensayo, con dimensiones de 12x2
cm. Para medir el espesor se utilizó un micrómetro
Mitutoyo (Elecount serieE.A33/8) que tiene una
precisión  a 20º C de +/- 3 micras. Las mediciones
se realizaron cada 0.5cm. Las muestras de pericardio
que tenían alguna medición menor de 0.3 mm o
mayor de 0.7 mm, fueron rechazadas.

Las muestras se dividieron en dos grupos diferen-
tes de acuerdo con el tratamiento químico recibido:
Grupo de control (G) fue tratado durante 24 horas con
glutaraldehído al 0.625 % en tampón fosfato 0.1 M
de fosfato(pH 7.4) en una proporción de 1:50 (p/v);
Grupo Tratamiento, con cloroformo/metanol(CM) el
tejido se trató con CM 1:4 (v/v)durante 2 horas en
una proporción de 1:30 (p/v) seguido de un tratamiento
similar en el grupo de control (G).

 Se ensayaron al esfuerzo de  tracción, 40
muestras de pericardio de ternera tomadas
aleatoriamente y cortadas como se describió
previamente. Veinte muestras recibieron el primer
tratamiento químico como grupo control(G) y  diez
de estas probetas (50%) se cortaron en su parte
media de forma perpendicular a su máxima
longitud, para ser luego suturadas, previamente al
ensayo, con seda 4/0, multifilamento (Lorca Marin
Inc). Las restantes veinte muestras recibieron
tratamiento químico con cloroformo/metanol (CM)
y de ellas diez también fueron cortadas en su parte
media de forma perpendicular a máxima longitud
y suturadas de igual manera e hilo que las anteriores
para su puesta en ensayo. Se realizaron cuatro series
de ensayo (tabla 1).

 Todas las muestras se ensayaron al esfuerzo de
tracción hasta la rotura, realizándose estos ensayos
en una maquina INSTRON TTG4. (Instron Id,
High, Wycombe, Buck, England),que registra el
estrés de tracción y la deformación . Las muestras
se sujetaron  mediante mordazas (figura 1)  para el
ensayo dejando una luz libre de 50 mm. El registro
gráfico de la maquina proporcionó el diagrama car-

  Tratamiento Nº Probetas Sutura
G 10 No sutura
Gs 10 Seda 4/0
CM 10 No sutura
CMs 10 Seda 4/0

G: grupo control; CM: Cloroformo/metanol; s :series suturadas.

Tabla 1. Series de ensayos.

Figura 1.  Vista parcial de las mordazas de la maquina
Instron ensayando a tracción una muestra de pericardio.
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ga en Kg./alargamiento, necesario para el posterior
estudio y cálculo de las curvas tracción/deforma-
ción. El estrés de tracción del pericardio se calculó
teniendo en cuenta su sección media.

Estudio estadístico
Se realizó estudio estadístico y análisis mate-

mático de los resultados.
Para el análisis de los resultados a rotura se uti-

lizó la t de Student para el constaste de las medias.
Se realizó el ajuste  de las funciones que establecen
la relación entre el estrés aplicado en MPA (y) y la
deformación producida en tanto por uno (x). Dicho
ajuste fue de la forma:

 Y = ax2+bx. Se obtuvo la curva promedio de
cada una de las series ensayadas (figura 2).

Para la comparación de las series  se analizaron
las medias cuadráticas de las diferencias de las cur-
vas promedio: cuando A, B = G, CM, Gs, CMs

Resultados

Rotura
Los resultados de los ensayos hasta la rotura de

las series  se expresan en la tabla 2. Para el contras-
te de las diferencias de los valores medios de las
diversas series  se utilizó la t de Student. En la com-
paración de las series no suturadas G y CM se acepta
la igualdad de las medias 11.82 y 11.43 MPa
(f=19.4;t=.18<t0.025;19=2.53).De igual manera se
acepta la igualdad de las medias entre las series
suturada Gs y CMs, 5.53 y 5.93 MPa respectiva-
mente (f=20; t=.63<t.0025;20=2.09.No se acepta-
ron la igualdad entre las medias  al comparar las
series G y Gs (f=10; t=2.32> t.0025;10=2.23.) y
las series CM y CMs (f=12; t=3.85>
t.0025;12=2.18).

Análisis matemático de las curvas estrés/deformación
Este análisis puso de manifiesto que en las mues-

tras  ensayadas al esfuerzo de tracción, las funcio-

Figura 2. Curvas de estrés/deformación  de los valores medios de cada serie:
Control (G),Control suturado Gs, Cloroformo/metenol (CM) y cloroformo/metanol suturado (CMs).

Tabla 2 Valores medios de estrés a rotura en MPa.

  Serie Probetas Media (MPa) Desv.T Des.Tc

G 10 11.824 4.737 4.993

Gs 10 5.530 1.162 1.225

CM 10 11.436 4.005 4.222

CMs 10 5.932 1.511 1.593
Des.T.: Desviación típica.
Des.Tc: desviación típica centrada.
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Tabla 3. Serie de control(G). Ajuste de la función y= ax 2+bx.

Tabla 4. Serie suturada Gs. Ajuste de la función y= ax 2+bx.

Tabla 5. Serie CM. Ajuste de la función y= ax 2+bx.

Tabla 6. Serie CMs.Ajuste de la función y= ax 2+bx.

  Probetas a      b     R2

1   148.398   16.055   0.992

2   224.478    1.829   0.998

3   166.687   14.631   0.996

4   247.538    7.841   0.998

5   226.560   -0.095   0.999

6   141.944   -5.002   0.998

7   106.443   11.337   0.989

8    24.643             -0.712   0.992

9    65.768              -1.453   0.996

10    82.687             28.542   0.999
y es el estrés en MPa, x la deformación en tanto por uno
R2= coeficiente de determinación

   Probetas a b R2

1 98.553 -13.405 0.990

2 87.854 -7.177 0.996

3 105.883 -4.963 0.997

4 15.802 -0.823 0.978

5 19.966 -5.163 0.958

6 22.242 -4.816 0.967

7 303.981 37.911 0.998

8 214.186 26.201 0.995

9 19.912 0.008 0.977

10 16.195 -0.618 0.988
CM serie tratada con cloroformo/metanol; Y es el estrés en MPa;
X es la deformación en tanto por uno;R2 es el coeficiente de determinación.

Probetas a b R2

1 55.066 23.888 0.998

2 25.363 -1.142 0.990

3 42.351 -0.327 0.997

4 64.266 4.527 0.995

5 83.310 4.763 0.993

6 60.442 1.001 0.998

7 33.186 1.412 0.986

8 130.599 3.033 0.996
9 19.370 6.719 0.997

10 91.816 7.462 0.998
CMs serie tratada con cloroformo/metanol y suturada;Y es el estrés en MPa;
x es la deformación en tanto por uno;R2 es el coeficiente de determinación.

  Probetas a b R2

1 103.470 7.293 0.996

2 81.489 -4.340 0.993

3 65.518 14.541 0.996

4 88.589 -10.511 0.977
5 56.070 -2.584 0.995

6 127.213 -10.487 0.986

7 69.910 -5.476 0.995

8 141.692 -6.609 0.995

9 31.524 9.049 0.998

10 60.437 40.307 0.998
Gs, serie tratada con glutaraldehído, tratamiento estándar y suturada; y es el estrés en MPa,
x es la deformación en tanto por uno; R2 es el coeficiente de determinación.
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nes que mejor se ajustaban eran parábolas
cuadráticas de la forma y= ax2+bx+c, incidentes
en el origen (c=0). En las tablas 3,4,5,6. se expre-
san los valores de los coeficientes  a y b así como
los valores de los coeficientes de determinación R 2

Los valores promedio de las observaciones para
cada serie fueron:

Serie G: y = 143.5150x2+7.2974x
Serie Gs: y = 82.5916x2+3.1182x
Serie CM: y = 90.4575x2+2.7153x
Serie CMs: y = 60.5772x2+5.1344x
Siendo y es el estrés en MPa y x el porcentaje

de alargamiento en tanto por uno.
Se estudiaron también los resultados obtenidos

de las curvas promedio para valores de x <.10, para
el análisis  de las medias cuadráticas de las diferen-
cias. En la tabla 7 se expresan estos resultados  don-
de se pueden comprobar las escasas diferencias
entre los valores medios de las series CM y CMs
(.0338) y entre las series G y CMs (.0316).

Discusión

Retrasar o impedir la calcificación de la mem-
brana pericárdica, así como mejorar su diseño y
aumentar su resistencia mecánica utilizada en la
construcción de bioprótesis valvulares cardiacas es
sin duda un logro necesario, aunque quizás no sufi-
ciente para garantizar su durabilidad 16-18. Diversos
tipo de tratamientos químicos, o procesos para el
entrecruzamiento de fibras, han sido estudiados
como alternativas al uso de glutaraldehído y han
sido probados con resultados discrepantes 19-24. En
trabajos previos nuestro grupo demostró que el uso
de cloroformo/metanol para la extracción de lípidos
fue eficaz contra la mineralización del tejido, redu-
ciendo la calcificación 3,4,12,14 con respecto a lo ob-
servado en el tejido cuando se trataba solo con
glutaraldehído, pero su éxito puede ser menor en
áreas de las bioprótesis están sometidas a un mayor
estrés mecánico25.

En este trabajo, comparamos un tratamiento con
cloroformo/metanol con una preparación estándar
con glutaraldehído, usando probetas de pericardio
sin y con sutura de seda, sometiendo a ambas a un

 Series comparadas    i(yai-ybi)2/n
   G  con  CM      0.6848
   G  con  Gs      0.7041
   Gs con  CM      0.0316
   Cm con  CMs      0.0338

A,B,= G, CM, Gs, CMs

Tabla 7. Media cuadrática de las diferencias entre las
curvas promedio (y=ax2+bx).

estrés de tracción. De esta forma comparamos el
efecto del tratamiento químico en el comportamien-
to mecánico de las probetas, que está, sin duda, re-
lacionado con la durabilidad de un velo valvular de
una bioprótesis16-18.

Del análisis de los resultados hasta la rotura, el
tratamiento químico con glutaraldehído (G) o con
cloroformo/metanol (CM) no parece alterar estos
valores y  si en cambio la sutura (tabla 2). Encon-
tramos una perdida significativa del orden de 6 MPa
en el estrés medio en la rotura, entre las series
suturadas y no suturadas independientemente del
tipo de tratamiento recibido. Si solo utilizáramos
este parámetro como medida de comparación, nues-
tras conclusiones serian muy sencillas, el nuevo tra-
tamiento químico ensayado  no aportaría nada en
cuanto a la resistencia del biomaterial. No obstante
se sabe  que comparar  biomateriales sólo con el
estrés de rotura puede ser limitado o engañoso 26.
Por ello realizamos el análisis de las curvas de
estrés/deformación de las diferentes series ensaya-
das, cuyas funciones tuvieron excelentes ajustes
(coeficientes de determinación, R 2 superiores a
0.97) y por ello deben ser dignos de confianza. En
la figura 2 se expresan gráficamente las curvas pro-
medio de cada serie ensayada para valores de 2.5
MPa para el estrés de tracción, con deformaciones
menores del 10%.En las curvas de los grupos con-
trol suturadas y no suturadas Gs y G las diferencias
se incrementan según se incrementa el estrés al que
se someta el pericardio y la deformación es mayor
en la serie suturada (Gs)  para cualquier estrés cuan-
do se le compara con la serie no suturada (G). En
cambio este fenómeno no se manifiesta en la pre-
paración con cloroformo/metanol series CM y CMs
donde apenas parecen existir diferencias al obser-
var sus curvas promedio (figura 3).

Cuando utilizamos un método matemático, com-
parando las medias cuadráticas de las diferencias
(tabla 7), no se aprecian apenas diferencias entre
las series suturadas Gs y CMs y lo que es mas lla-
mativo entre las series preparadas con cloroformo/
metanol sean o no suturadas Cm y CMs, restando
importancia al papel de la sutura en ese rango de
estrés y para ese tratamiento. Este rango de estrés
cubre el estrés de trabajo de un velo pericárdico
esférico, estimado en 0.250 MPa27,28 por lo que co-
bra un mayor interés este resultado. El tratamiento
químico con cloroformo/metanol permite una ma-
yor deformación del pericardio para igual grado de
estrés (figura 2) los módulos de elasticidad o tan-
gentes en cada punto de la curva son siempre me-
nores (mayor elasticidad) que con la preparación
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con estándar con glutaraldehído. Esto hace que aun
se ensanchen mas las diferencias entre los compor-
tamientos elásticos del pericardio y el hilo de sutu-
ra29.

Sin embargo las curvas promedio de las mues-
tras tratadas con cloroformo/metanol CM y CMs
son muy semejantes cuestionando el papel de la
sutura (figura 3).

 Nuestra hipótesis sobre el efecto de corte o
cizalladura del hilo de sutura sobre el pericardio,
como responsable de un estrés adicional que sufri-
rían las muestras suturadas 6,  produciéndose por lo
tanto una mayor deformación, no se manifiesta con
este nuevo tratamiento, en los rangos de estrés re-
feridos.

La conclusión de este trabajo, es que el trata-
miento con cloroformo/metanol puede ser una al-
ternativa muy útil, pues si además de retrasar los
procesos de calcificación del pericardio mejora el
comportamiento elástico de las muestras suturadas
disminuyendo la interacción con la sutura.

Será necesario comprobar mediante un ensayo
de fatiga real18 si la durabilidad de un velo fabrica-
do con pericardio así tratado es aceptable.
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