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1. Resumen

Pericardio bovino (PB) fue decelularizado con surfactantes no idnicos, aniénicos o cationicos, entrecruzado
con hidrocloruro de 1-(3-dimetil amino propil)-3-etil carbodiimida (EDAC) o glutaraldehido (GA) y postratado con
cisteina o acido nordihidroguaiarético (ANDG). Se observé que el tratamiento con Triton X-100 o cetiltrimetil
amonio (CTMA) no alter¢ las propiedades del PB nativo a diferencia del tratamiento con dodecil sulfato de sodio
(DSS). Por otro lado, el tratamiento con GA condujo a un material con mayor indice de entrecruzamiento que el
tratamiento con EDAC. Esto se comprob6 mediante una mayor temperatura de desnaturalizacion obtenida por DSC y
un menor nimero de grupos amino libres mediante ensayos con ninhidrina. En términos mecénicos, el tratamiento
con GA condujo a un incremento en el porcentaje de deformacion. El injerto de cisteina o el tratamiento con ANDG

no modifico las propiedades fisicoquimicas 0 mecanicas de pericardio bovino entrecruzado.

2. Introduccioén

Pericardio bovino es un tejido conectivo rico en coldgeno ampliamente empleado como
biomaterial en la construccion de injertos vasculares y valvulas cardiacas. Sin embargo, los
biomateriales desarrollados a la fecha no cumplen sus objetivos satisfactoriamente, ya que
presentan alteraciones en su funcion hemodinamica, durabilidad, formacion de trombos y
calcificacion. Por lo tanto, la necesidad de biomateriales econémicos y seguros motiva la
modificacion de biomateriales ricos en coladgeno con el objetivo de mejorar sus propiedades
bioldgicas, biomecanicas y fisicoquimicas. Estos biomateriales han sido estabilizados con
diferentes agentes quimicos [1], pretratados con alcoholes [2] y surfactantes [3] para inhibir la
calcificacion y postratados con heparina [4], acido homocisteico [5] y lisina [6].
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3. Condiciones Experimentales

PB nativo fue obtenido de un rastro local, lavado con agua destilada y trasportado al laboratorio
en solucion salina (0.9% p/v NaCl) a 4°C en un plazo de 24 h. Una vez el laboratorio, PB fue
tratado con 0.5% p/v DSS, 1.0% v/v Triton X-100 6 2.0% v/v CTMA por 24 h. Entonces el PB
fue exhaustivamente enjuagado con agua destilada y entrecruzado con GA o EDAC por 24 h a
25°C. Para la modificacion con cisteina, BP tratado con Triton X-100 y GA o EDAC/GA fue
trasferido a una solucion que contenia cisteina por 24 h at 25°C. Todas las modificaciones fueron
realizadas usando solucion salina tamponada (pH 7.4, 15mM HEPES). Para la modificacion con
ANDG, PB tratado con Triton X-100 y GA fue postrado con ANDG (0.3 mg/ml), de acuerdo al
procedimiento de Koob et al [7] para fibras de colageno.

La estabilidad térmica fue determinada por calorimetria diferencial de barrido (DSC, Pyrusl,
Perkin-Elmer) con un barrido de 40 a 140°C a 10°C/min. El contenido de grupos aminos en PB
fue determinado con el ensayo de ninhidrina. Para esto, muestras secas fueron colocadas en
contacto con una solucién acuosa citrato/acido clorhidrico (pH 4.0) que contenia 2.0% p/v de
ninhidrina y entonces calentadas a 100°C por 10 min. La absorbancia de las soluciones enfriadas
a 25°C fue medida a 567 nm (Uv-Vis Beckman Coulter DU 650). La cantidad de grupos tioles
sobre PB fue determinado usando el reactivo de Ellman (DNTB). Para esto, DNTB (0.001 M) fue
disuelto en 1.0 M tampon de fosfato y 1 ml de esta solucion diluida con 3 ml de 1.0M tampén de
fosfato. Entonces, muestras de PB colocadas en contacto con esta solucion y agitadas por 2 h a
25°C y la absorbancia leida a 412 nm. Las propiedades mecanicas de tension fueron medidas con
una maquina de ensayo universal Shimadzu equipada con una celda de 500 N usando una
velocidad de 200 mm/min y muestras hidratadas de 60 mm (longitud) y 10 mm (ancho). El
espesor de las muestras fue determinada con un medidor de espesores no rotativo (Mitutoyo). La
variabilidad en la fuente fue restringida cortando muestras de una zona especifica y con la misma

orientacion.

4. Resultados y discusion.

El tratamiento con Triton X-100 or CTMA, a diferencia de DSS, no cambia las dimensiones
de PB (espesor). Sin embargo, después de entrecruzamiento con GA o EDAC la temperatura de
encogimiento fue modificada (ver figura 1). El tratamiento con GA produjo una temperatura en
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onset y pico 15°C mas alta que EDAC. Ademas, el contenido de grupos [NH>] libres confirma la
diferencia en capacidad de estabilizacion del PB entre GA y EDAC (ver figura 2) y su efecto
sobre la red formada. En conclusion, la reaccion con GA puede llevar a un entrecruzamiento de

mayor longitud mientras que EDAC lleva a un entrecruzamiento llamado de cero longitud.
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Figura 1. Curvas DSC para PB tratado con Triton X-100, DSS 0 CTMA, y GA o0 EDAC.
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Figura 2. Contenido de grupos aminos en PB pretratado con Triton X-100 y entrecruzado con EDAC o GA .n=4.

La resistencia a la tensién disminuyé 16, 21 y 63% mientras la deformacion en la ruptura
incremento 65, 61 y 31% cuando PB nativo fue tratado con Triton X-100, CTMA o DSS seguido
de GA. El mddulo elastico fue reducido 36, 39 y 37%, respectivamente. Se ha propuesto que el
PB sufre encogimiento durante el entrecruzamiento llevando asi a una mayor extensibilidad [8].
Tomando esto en cuenta, en adelante, Triton X-100 fue usado en el pretatamiento de PB.

La figura 3 muestra que la cantidad injertada de cisteina depende de la concentracion del
aminoacido y del protocolo seguido. Una concentracion maxima de 9umol/g de grupos tioles

fueron detectados por el ensayo de Ellman.
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Figura 3. Contenido de grupos tioles sobre PB determinado por ensayo de Ellman, n=4.
El método de injerto de cisteina sobre PB propuesto aqui tiene dos ventajas. Por un lado, el

bloqueo de GA residual comunmente asociado con la mineralizacion de BP. Por otro lado, la
produccion de una superficie que pueda intercambiar 6xido nitrico con donadores end6genos para
reducir la adhesion de plaquetas. La polimerizacion de ANDG sobre PB puede modificar la
hidrofilicidad del BP [7].

Las propiedades mecanicas y la estabilidad térmica de BP tratado con Triton X-100 y GA
son mantenidos después del injerto de cisteina o del tratamiento con ANDG como se esperaba de

su modificacion superficial.

5. Conclusiones

Triton X-100 6 CTMA son preferidos sobre DSS ya que no afectan severamente las
propiedades mecéanicas del PB. Altas deformaciones en la ruptura (46.6+8.1 %) y alta estabilidad
térmica (87.5 +0.7°C) en PB pueden ser alcanzadas usando Triton X-100 y GA. El injerto de
cisteina sobre PB fue alcanzado satisfactoriamente para PB tratado con Triton X-100 y GA o una

combinacion GA/EDAC. El uso de ANDG demanda futuras investigaciones.
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