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Resumen

Este trabajo analiza las propiedades mecanicas de un tejido biolégico, pericardio de bovino
empleado como biomaterial en la fabricaciéon de bioprétesis cardiacas. Para ello se sometio
pericardio de ternera a un estrés de traccion, uniaxial, en escalones de carga, con retirada de dicha
carga tras cada escaldn. Los escalones de carga fueron de aproximadamente 2,3y 8 MPa sucesiva-
mente, continuandose finalmente el ensayo hasta la rotura. Se ensayaron 32 muestras, 16 tratadas
con glutaraldehido como grupo de control y 16 tratadas con cloroformo/metanol. La resistencia
media a rotura estuvo entre 19.14 MPa y 32.60 MPa sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas en la comparacion de las series ensayadas. Se estudio también el estrés remanente
tras cada escalén de carga, siendo este constante en su valor para cada ensayo. Para un valor
medio de estrés inicial de 2.14 MPa, el estrés remanente medio fue de 0.36 MPa (16.82 % del estrés
inicial) muy similar al estrés maximo de trabajo descrito para un velo valvular. La aplicacion de un
estrés progresivo produce una disminucion de la deformacién con pérdida de la elasticidad ,pero
un comportamiento mas homogéneo del pericardio. Este hallazgo no se afecté, por la regién de
pericardio de donde se obtuvo la muestra o por tratamiento quimico recibido. Estos ensayos permi-
ten, mediante una recta de regresiorfRy, _ ),conocer la deformacion (Xque puede sufrir el
pericardio de ternera, tras un estrés de pretensado previg)(Ytuando posteriormente se le
somete a un estres.

Palabras clave:Pretensado, propiedades mecanicas, pericardio de ternera, bioprotesis,
glutaraldehido, calcificacion

Introduccién

Las propiedades de los biomateriales que se ud@iomateriales que estan en contacto directo con el
como implantes son cruciales, ya que estos debiuido sanguineo cuando se implantan. Su éxito esta
funcionar en un organismo vivo. Las valvulas dbasado en las propiedades fisico-quimicas de las
cerdo o el pericardio de ternera empleado en fldoras de colageno que forman parte de estos
construccién de valvulas cardiacas sohiomateriales. Las propiedades mecanicas de los
tejidos vivos, varian tras el tratamiento quimico
(1,2).Por ello es obligado estudiar, tras su estabili-
zacién quimica, su comportamiento mecanico. E-

Correspondencia: ste cambio depende del tipo de tratamiento, la efi-
J.M. Garcia Péaez ciencia de los agentes quimicos para el entrecruza-
Clinica Puerta de Hierro . miento de fibras y el tiempo de exposicién a dichos
C/ San Martin de Porres n° 4 agentes. La forma y el ordenamiento de las fibras
Madrid 28035. de colageno , responsables de la resistencia meca-
Email:: ejorge@hpth.insalud.es nica, tras el tratamiento, afecta al comportamiento
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del mecanico del biomaterial.

Las protesis biologicas son biomateriales que
precisan de cualidades mecanicas (resistencia) y
bioquimicas (especialmente en términos de riesgo
de calcificacion del tejido). Ambos aspectos deben
tenerse en consideracion simultaneamente si se
quiere llegar a una bioproétesis fiable (3-7).

El objetivo de este estudio es determinar la con-
ducta mecanica y la relacion estrés/deformacion
de un biomaterial, pericardio de ternera, cuando ha
sido sometido a un estrés mecanico previo, es decir
pretensado.

Algunos grupos ,que estudian la influencia de
ciertos componentes, como los fosfolipidos, impli-
cados en la calcificacion del tejido, han comunica-
do que tratamientos con solventes organicos ,que
eliminan parcialmente los lipidos del tejido, pueden
ser efectivos para tratar pericardio de ternera o el
tejido porcino (8-11).

En el presente estudio se ha usado pericardio
de ternera seleccionado, tratado quimicamente con
glutaraldehido, como tratamiento de control, y con
cloroformo/metanol en la serie de ensayo. Estas
sustancias han demostrado su capacidad para ex-
traer los lipidos del tejido y controlar la
mineralizacion del mismo reduciendo el deposito de
calcio (12-14).

Este trabajo analiza los siguientes parametros:

a/ el estrés de rotura a traccion tras la exposi-
cion a escalones de carga continuos y crecientes.

b/ el estrés remanente después del pretensado,
tanto en las muestras tratadas con glutaraldehido,
(grupo de control), como en las tratadas ademas
con cloroformo/metanol.

¢/ el comportamiento mecanico tras el estrés en
escalones crecientes de carga.

Materiales y métodos

El pericardio de ternera se obtuvo de un mata-
dero local, transportandose en suero salino a 4°C
(cloruro sodico 0.9%) al laboratorio. El tejido se
limpi6 manualmente y se seleccionaron aquellos
sacos pericardicos que presentaron un buen as-
pecto visual. Para el corte de las muestras para
ensayo, el pericardio se abri6 como se muestra en
la figura 1, con el ligamento diafragmatico en el
centro y el ligamento esternopericardico en la circun-
ferencia externa. Se cortaron muestras de 12 x 2
cm con la ayuda de un molde metalico que asegura
su correcta dimension.

Los espesores fueron medidos con un

micrémetro digital Mitutoyo (Elecount serie E.A:33/
8) que tiene una precision a 20° de + 3 micras. Las
lecturas se realizaron cada 5 mm. Las muestras de
pericardio que midieron menos de 0.3 mm o mas
de 0.7 mm de espesor en algun punto fueron re-
chazadas. El espesor medio aproximado fue de 0.5
mm.

El ensayo fue dividido en dos grupos de acuerdo
al tratamiento que recibio: grupo de control (GA),
tratado durante 24 horas con glutaraldehido al 0.625
%, en una proporcion de 1:50 (p/v), en tampdén
fosfato al 0.1 M, pH 7.4; grupo de ensayo (C/M)
tratado con cloroformo/metanol 1:4 (v/v) durante 2
horas en una proporcion de 1:30 (p/v), seguido de
un tratamiento con glutaraldehido similar al empleado
en el grupo de control.

Para el ensayo de traccion uniaxial se preparon
32 muestras de pericardio de ternera cortadas de
la forma descrita y seleccionadas por parejas con-
tiguas, tomadas de las regiones B y C (Figura 1)
segun un esquema modificado de Purinya (15).

Se establecieron cuatro series de 8 muestras
cada una:

1. GA-B,

2. C/M-B,

3. GA-C,

4. C/M-C.

Siendo GA: grupo control, C/M: grupo clorofor-
mo/metanol y B y C las regiones del pericardio de
donde se obtuvieron las muestras. En la tabla 1 se
presentan estas series.

Todas las muestras fueron sometidas a una prue-
ba de traccion uniaxial en escalones de carga equi-
valentes a un estrés aproximado de 2, 3, y 8 MPa.
La carga se fijo en Kg. en la maquina de ensayo,
para cada escaldon, estimandose una seccion teori-
ca para las muestras de cada serie, con el fin de
evitar errores en la ejecucion de los ensayos. La
aplicacion finalmente de la seccion real de cada
muestra determind el valor final del escalon de car-
ga en MPa, variando levemente de los estimados
inicialmente.

La carga se elevo a una velocidad de 0.5 cm/
min hasta el nivel fijado en cada escaldn, con reti-
rada inmediata de la hasta un teorico valor cero de
estrés/deformacion, elevando nuevamente la car-
ga hasta el siguiente escalon.

Finalmente todas las muestras fueron someti-
das a un incremento progresivo de carga hasta su
rotura.

Para estos ensayos se utilizé una maquina
INSTRON TTG4, (Instron Ltd, High Wycombe,
Bucks, England) capaz de registrar con exactitud



Tabla 1 Muestras ensayadas

SERIES N° Serie Region  Preparacion

GA-B 8 GB,..GBg B Glutaraldehido
C/M-B 8 C/MB,..C/MBg B Glutaraldehido

GA-C 8 GC,.. GGy C Cloroformo./Metanol
C/M-C 8 C/MC,..C/MCg C Cloroformo./Metanol

Ejemplo: GB, y MB,, muestras pareadas

Tabla 2 Resultados a rotura tras los escalones de carga (estrés a traccion y descarga).

SERIES MEDIA (MPa) Desviacion Tipica Rango

GA-B 32.60 7.90 19.63-42.15
C/M-B 19.14 7.69 10.90-29.89
GA-C 26.60 9.51 12.06-38.00
C/M-C 26.30 7.58 16.24-34.81

Tabla 3 Estrés remanente (MPa) tras la aplicacion del primer escaldn de carga (MPa). Valores medios de las series

SERIES | Estrés inicial. Rango Estrés Rango Estrés
Media (MPa) remanente. remanente/Estrés
Media (MPa) inicial (%)
GA-B 2.32 2.11-2.87 0.39 0.11-0.57 16.81
C/M-B 2.10 2.04-2.57 0.24 0.17-0.34 11.43
GA-C 2.19 1.78-3.26 0.49 0.34-0.51 22.37
C/M-C 1.94 1.77-2.11 0.34 0.16-0.71 17.53

las variaciones del estrés aplicado y las deforma-
ciones producidas en las muestras. Para ello, las
muestras se adaptaron a las mordazas de forma
segura dejando una luz libre en cada probeta de 60
mm.

Los resultados fueron registrados graficamen-
te, mostrando el diagrama carga/ elongacion nece-
sario para el calculo posterior de la curva estrés/
deformacion.

El estrés del pericardio se calculd teniendo en
cuenta la seccion media de cada muestra.

Estudio estadistico

Los resultados fueron sometidos a un estudio
estadistico y a un analisis matematico. Para los
ensayos hasta rotura el estadistico t de Student fue
aplicado para la comparacion de los valores me-
dios de las series ensayadas.



Tabla 4 Ajustes matematicos de las funciones estrés /
deformacion. Series y escalones de carga.

SERIES a b R?
GA-B

basal 4.70 462.74 0.97
3 MPa 11.40 724.13 0.97
8 MPa 8.80 1065.18 0.99
C/M-B

basal 28.05 371.58 0.98
3 MPa 34.09 389.02 0.97
8 MPa 31.75 703.52 0.97
GA-C

basal 8.81 449 81 0.97
3 MPa 26.09 662.05 0.95
8 MPa 26.30 1010.19 0.99
C/M-C

basal 12.34 156.16 0.98
3 MPa 24.88 298.50 0.97
8 MPa 20.64 723.25 0.99

Funcion y=ax + bx* Valores de a, by R? en los diferentes
niveles de estrés (basal, 3 MPa y 8 MPa). Basal es el
escalon inicial proximo a 2MPa; “y” representa el estrés

en MPa; x la deformacion en tanto por uno.

espécimen de
pericardio
12x2cm

regionB

16
vz M

Analisis matemdtico

La funciéon que establecio la relacion entre el
estrés aplicado en MPa(y) con la deformacion pro-
ducida (x) en tanto por uno, se ajusté a la siguiente
ecuacion: y= ax+bx®La curva promedio fue obte-
nida para cada serie y para cada nivel de estrés.

Se estudio también la variacion de la deforma-
cion (x) en funcion del estrés previo (escalon de
carga) y del estrés aplicado (MPa). En cada mues-
tra, para cada valor de “y” (estrés aplicado en MPa)
se obtuvo la recta de regresion que establece la
correlacion con los valores de “x” (deformacion en
tanto por uno), en funcién del escalon de carga o
estrés previo (“y” maxima aplicada previamente).
Se realizaron estas correlaciones para los escalo-
nes de carga previstos (aproximadamente 2 MPa,
3 MPay 8 MPa) y para los valores de estrés apli-
cados entre 0.5 y 1.70 MPa, obteniendo coeficien-
tes de correlacion “r” mayores de 0.85, para la recta
XY e )-

De esta manera conociendo el estrés previo a
que se somete una muestra (escalon de carga 0
“y” maxima) y el estrés aplicado posteriormente,
se puede conocer la deformacion de la muestra x'!
(deformacion en tanto por uno).

SACO
PERICARDICO

Ligamenta
Pericardica

espécimen
N\ P

regionC

Ligamentum

Figura 1 Obtencion de las muestras de pericardio por parejas: GA, serie de control, tratada con glutaraldehido. C/M

, serie tratada con cloroformo/metanol
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VALORES MEDIOS DE LAS SERIES: GA-B,C/M-B,GA-C y C/M-C

Basal: 2 MPa

Estrés en MPa

—~ GA-B
-+ C/M-B
* GA-C
= C/M-C

0O 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5

Deformacién en %

Figura 2 Curvas de estrés/deformacion. Muestran el ajuste matematico ,para un escalon de carga de aproximada-
mente 2 MPa.(basal),hasta una deformacion del 5%. Series de control tratadas con glutaraldehido: GA-B y GA-C.
Series tratadas con cloroformo/metanol: C/M-B y C/M-C. B y C expresan las regiones de donde se obtuvieron las
muestras.

VALORES MEDIOS DE LAS SERIES: GA-B,C/M-B,GA-Cy C/M-C

Escalén de carga: 3 MPa

Estrés en MPa

35
] 3

25 ~ GA-B
2 +C/M-B

15 # GA-C
Ao A e = C/M-C

0,5 .................. L

O 05 1 15 2 25 3 B35 4 45 5

Deformacidén en %

Figura 3 Curvas de estrés/deformacion. Muestran el ajuste matematico para un escalon de carga de aproximadamen-
te 3 MPa, hasta una deformacion del 5 %. Series de control tratadas con glutaraldehido: GA-B y GA-C. Series
tratadas con cloroformo/metanol (C/M-B y C/M-C. B y C expresan las regiones de donde se obtuvieron las muestras.



VALORES MEDIOS DE LAS SERIES: GA-B,C/M-B,GA-C y C/M-C

Escalén de carga de 8 MPa

Estrés en MPa

~ GA-B
-+ C/M-B
* GA-C

= C/M-C

1 1.5 2

2,5

35 4

Deformacién en %

Figura 4 Curvas de estrés/deformacion. Muestran el ajuste matematico para un escalon de carga de aproximadamen-
te 8 MPa, hasta una deformacion del 5 %. Series de control tratadas con glutaraldehido :GA-B y GA-C. Series
tratadas con cloroformo /metanol: C/M-B y C/M-C. B y C expresan las regiones de donde se obtuvieron las muestras.

Resultados

Rotura

Los resultados de estos ensayos a traccion, hasta
rotura, se expresan en la tabla 2. El estrés medio a
rotura encontrado estuvo entre 32.60 MPay 19.14
MPa para las series obtenidas de la region B (ver
figura 1) y tratadas respectivamente con
glutaraldehido y cloroformo /metanol respectiva-
mente. No hubo diferencias estadisticamente sig-
nificativas al comparar sus valores medios. En la
series obtenidas de la region C los valores medios
para los dos tipos ensayados fueron de 26.60 y 26.30
MPa respectivamente sin encontrar tampoco dife-
rencias estadisticamente significativas en la com-
paracion de dichos valores medios.

Estrés remanente

Tras cada escalon de carga aplicado, (estrés de
traccion ) se descargaron las muestras intentado
recuperar su longitud inicial. En ese punto y en to-
dos los ensayos se obtuvo un estrés remanente, que
fue constante en su valor para cada ensayo, desde
el primer escalon de carga con un valor medio de
aproximadamente a 2 MPa y hasta el tltimo esca-
lon a 8 MPa. En la tabla 3 se expresan los resulta-

dos del estrés remanente medio, de cada serie, tras
la aplicacion del primer escalon de carga o estrés
inicial. En la comparacion de los valores medios del
estrés inicial, en el primer escalon de carga, de las
distintas series, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Tampoco lo fueron
en la comparacion de los valores medios del estrés
remanente en las series estudiadas. Para un valor
medio de todas la series estudiadas de estrés inicial
de 2.14 MPa, el estrés remanente fue de 0.36
MPa. El porcentaje medio entre el estrés rema-
nente medio y el estrés inicial medio fue del 16.82%

Andlisis matematico de la curva estrés/defor-
macion.

Este analisis demuestra que cuando las mues-
tras se someten al estrés de traccion, las funcio-
nes resultantes con mejor ajuste matematico son
parabolas cuadraticas del tipo y= ax>+bx +c, sien-
do c igual a cero, por condiciones biologicas, a
cero estrés, nula deformacion, en la primera su-
bida de la carga. Estas funciones se repetian con
cada escalon de carga y con la descarga, el es-
caso valor del termino ¢ permitio su eliminacion.
Se obtuvieron los coeficientes «a» y «b» de cada
curva. También se obtuvieron los coeficientes
de Determinacion R?, que fueron iguales o supe-



riores a 0.95. Estos valores se expresan en la tabla
4,

En las figuras 2,3 y 4 se expresan las curvas
estrés/deformacion resultantes del ajuste matema-
tico, hasta una deformacion del 5%, para los esca-
lones de carga referidos.

La pendiente en cada punto de las curvas, re-
presenta el modulo de elasticidad que ayuda a ana-
lizar el comportamiento elastico de las muestras tras
ser sometidas a traccion en los ensayos descritos.

Discusion

Para conseguir una bioprotesis fiable y durade-
ra, es necesario conocer adecuadamente las pro-
piedades mecanicas y bioquimicas del biomaterial
utilizado en su fabricacion. Rotura por desgarro y
calcificacion del tejido son los factores,
interrelacionados en muchos casos, causantes del
fracaso temprano de las bioproétesis de tejidos de
cerdo o de ternera. Las causas de calcificacion
son multifactoriales y aiin no se ha encontrado una
solucion satisfactoria que mitigue o retarde el pro-
ceso mediante la aplicacion de tratamientos quimi-
cos a los tejidos. Estos tratamientos estan basados
en la posibilidad de modificar la ultraestructura del
tejido de la que depende la nucleacion y el desarro-
llo de los cristales de hidroxiapatita. Ensayos pre-
vios han demostrado el papel de reactivos organi-
cos sobre los fosfolipidos, moléculas directamente
implicadas en los procesos de calcificacion del teji-
do (8-14).

Por otra parte es necesario conocer el compor-
tamiento mecanico de los biomateriales para inten-
tar aumentar la vida media del tejido. Pretensar un
material es someterle a un estrés de traccion antes
de su uso. La razon para someter a las muestras a
tan elevado estrés es conocer las variaciones del
estrés residual, con la carga, si realmente se produ-
cen y su valor. El estrés remanente, en nuestro en-
sayo, fue constante para los escalones de carga
aplicados y similar al estrés de trabajo de una val-
va de las tres que componen una bioprotesis
cardiaca (7,16,17).

Los resultados tras la rotura de las distintas
muestras parecen indicarian que no hay perdida de
resistencia a pesar de haber sido sometidas a estrés
reiterativo y progresivo . En ensayos previos el
estrés de rotura a traccion del pericardio de terne-
ra no fue superior a 9 MPa(4,18). En este trabajo,
al no tener muestras de control sin escalones de
carga no es posible asegurar este aspecto.

No pudimos devolver a la longitud inicial a las

muestras, tras el primer escalon de carga, pero esa
escasa deformacion inicial se mantuvo durante todo
el ensayo. También desde el primer escalon de car-
ga de aproximadamente 2 MPa, se producia un
estrés remanente medio proximo al 16% del estrés
aplicado (tabla 3) y muy similar al estrés de trabajo
descrito para un velo valvular de 0.250 MPa, as-
pecto ya descrito previamente(7,16,17). La aplica-
cion del estrés progresivo produce cambios en la
deformacion del pericardio, que pueden establecerse
por una ley matematica y que por lo tanto pueden
ser previsibles.

Larecta de regresion X,=f(y,__ ) permite calcu-
lar la deformacion que puede sufrir el tejido de
pericardio tras unnivel previo de carga, pretensado,
cuando posteriormente se le somete a un estrés de
trabajo. Teoéricamente, es posible elegir un grado
de deformacion para un estrés de trabajo conoci-
do.

Los resultados parecen indicar una clara dismi-
nucion de la deformacion esperada, para un mismo
tipo de estrés cuando el escaldén de carga o
pretensado fue mayor, al menos en un modelo ma-
tematico (figuras 2,3,y 4). El comportamiento me-
canico se va haciendo cada vez mas homogéneo
segin aumenta la carga aplicada, independiente-
mente de la region de pericardio seleccionada y del
tipo de preparacion quimica utilizada (figuras 2,3 y
4). De igual manera hay una progresiva pérdida de
elasticidad (aumento de los valores de los modulos
elasticos, tangentes a la curva estrés/deformacion)
segun se aplica la carga. Es un hecho conocido
que cuando las protesis biologicas son retiradas de
los pacientes por complicaciones, presentan cam-
bios de forma por deformacion permanente de sus
valvas y perdida de elasticidad, facilitando el fallo
funcional y precipitando finalmente el fracaso
valvular (19).

Un tratamiento mecanico previo que consiguie-
ra disminuir la deformacion del pericardio sin per-
dida de su resistencia a rotura puede ser conside-
rado.

Cuando un material es pretensado, mantiene
posteriormente una tensiéon remanente o residual,
que es el estrés por relajacion del biomaterial. Este
fenémeno produce cambios en su morfologia in-
terna, entrecruzamiento y alteraciones en la alinea-
cion de fibras. Con el estrés a traccion alcanzado
en estos ensayos, estos cambios son irreversibles
(3,4,6). Sus consecuencias son desconocidas en este
momento.

La presencia de una tension residual fue des-
crita por Vasely (20). Esta tension o estrés mecani-



co afectaba a las fibras de colageno, alterando la
extensibilidad de las capas fibrosa y ventricular.
Este mismo autor (21) demostrd que la rotura de
las fibras de colageno se produce con mayor facili-
dad en las regiones donde las fibras forman bucles.
Los procesos capaces de eliminar este tipo de mor-
fologia, como el pretensado del pericardio serian
capaces de eliminar estas regiones. La elimina-
cion de los bucles y la reorientacion de las fibras
mejoraria el comportamiento mecanico.

También ha sido descrito que los velos valvulares
tratados dinamicamente poseen caracteristicas que
permiten una mas larga resistencia en el tiempo a
la fatiga mecanica y resisten mejor los procesos de
degradacion «in vivo»(22). Este fenomeno parece
explicarse por el alto grado de entrecruzamientos
internos que posibilita la penetracion del tratamien-
to quimico (glutaraldehido) dentro de las fibras de
colageno (22).
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