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of infrapatelar fat pad

Luis Gustavo Celis!, Fernando Lizcano Losada', Jennifer Garay',
Edward Acero!, Maria Inés Maldonado!, Johanna Brochero!,

Diana Vargas', Juliana Navarro!, Juan Guillermo Ortiz', Felipe Kling?,
Roberto Arango?, Leonardo Jaimes?, German Carrillo®

Resumen

Introduccion: La grasa infrapatelar de Hoffa es una inclusion infraarticular presente en
la rodilla y existen evidencias que células multipotentes estdn presentes en tejido adiposo
del humano adulto.

Objetivo: El propésito de este trabajo es aislar e identificar células mesenquimales a partir
de muestras de la grasa de Hoffa tomadas de pacientes a los que se les practicé cirugia de
rodilla que expongan este tejido.

Metodologia: Una vez obtenido el consentimiento informado de un total de 12 pacientes,
se obtuvo la muestra de tejido graso. La grasa fue disgregada incubdndola en colagenasa
en PBS a 37°C y con agitacion, luego se inactivd con suero fetal bovino, se separaron me-
diante centrifugacion los adipocitos maduros de las células multipotentes y se obtuvieron
las muestras para sembrar en medio Mesencult. Una porcién de muestra fue utilizada para
identificacion mediante citometriade flujoy otra parte para ser coloreada con azul de metileno.
Resultados y Discusion: Tanto en las tinciones con azul de metileno como en los cultivos
celulares se han apreciado células con la morfologia propia de una célula mesenquimal en
forma de estrella y que fueron corroborados mediante citometria de flujo para los marcado-
res CD13, CD29, CD59 y CD105; igualmente hemos podido observar la efectividad del
tratamiento enzimdtico.

Conclusiones: En la actualidad nos encontramos consolidando los cultivos primarios para
posteriormente diferenciarlos en lineas celulares especificas que puedan ser utilizadas en
estudios de patologias, tales como obesidad, diabetes y trastornos articulares.
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Abstract

Introduction: The infrapatellar fat pad (sometimes know Hoffa’s pad) is a soft tissue that
lies beneath the patella (kneecap) separating it from the femoral condyle. There is evidence
suggesting the presence of stem cells on adipose tissue in the adult human.

Objective: The purpose of this work is to isolate and identify grown stem cells from Hoffa’s
fat samples obtained from patients undergoing surgeries exposing this tissue.

Materials and Methods: After obtaining informed consent, the biopsy of Hoffa’s fat pad
was obtained. The samples were incubated with collagenase and PBS a 37 °C and agitated,
then it was inactivated with fetal bovine serum and centrifuged, washed twice with PBS,
the pellet was resuspended and one part was cultivated on Mesencult medium the other
part was used for flow cytometry and stained with methylene blue for morphologic analysis.
Also before and after the enzyme digestion, the samples were added to 10% formaldehyde
to evaluate the collagenase treatment.

Results and analysis: The results show the effectiveness of the enzymatic treatment, the
architecture of the adipose tissue was lost. The star shape stem cells morphology was ap-
preciated with methylene blue in the cultures, it was corroborated by flow cytometry with
CD13, CD29, CD59 and CD 105 markers.

Conclusions: Primary cultures are consolidating, the next aim will be to obtain differenti-
ated specific cell types that can be use in the study of obesity, diabetes and articular illnesses.
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INTRODUCCION

Lagrasainfrapatelar de Hoffa esunainclusiéon
infraarticular que separa la membrana
sinovial antero inferior de las demas
estructuras de unién de la rodilla; ésta, por
lo tanto, es intraarticular pero extrasinovial.
Esta estructura se halla compuesta de fibras
empaquetadas con tejido adiposo; la grasa
presente tiene capacidad de deformarse; de
esta forma permite laadaptacion y el cambio
de contorno de las superficies articulares
durante el movimiento de la rodilla (1).

Existen evidencias que sugieren que las
células estromales multipotentes estan
presentes en tejido adiposo del humano
adulto. Bajo ciertas condiciones, estas células
muestran marcadores asociados a fenotipos
deadipocitosy osteoblastos; también pueden
expresar marcadores para condrocitos (2).
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Las células multipotentes han sido utilizadas
en la induccién de la adipogénesis (3,4),
condrogénesis (5,6) y osteogénesis (7,8).
Por otra parte, se han utilizado en el trata-
miento de enfermedades degenerativas del
sistema nervioso, la diabetes y enfermedad
cardiovascular, queresaltan su gran potencial
enla recuperacion de los pacientes afectados
por estas patologias (9, 10, 11, 12,13).

Distintasanormalidadeshansidoasociadasa
alteraciones intrinsecas de la grasa de Hoffa,
entre ellas: condroma intracapsular, sinovitis
nodular, lesiones por ruptura y fibrosis
postartroscopica y postquirtrgica (14).

Dada la importancia de la grasa infrapatelar
de Hoffa, nos proponemos en la primera
parte de nuestra investigacion el cultivo y
la identificacién de las células multipotentes
presentes en este tejido.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién de muestras y cultivo celular
Pacientes

Previo consentimientoinformado deaquellos
pacientes que estaban sometidos a técnica
quirtrgica que exponga la grasa de Hoffa,
fueron parte del estudio un total de 12
pacientes, de los cuales 8 fueron hombres y 4
mujeres, con unamedia deedad 54 + 5.6 afios
se obtuvieronmuestras. Los pacientes fueron
sometidos a artroscopia, meningoplastia,
reemplazo de rodilla. La muestra extraida
fue de 1.5 x 2.3 cm aproximadamente en
cada caso.

Las muestras fueron colocadas en soluciéon
salina fisiol6gica, suplementadas con
penicilina/estreptomicina y lavadas varias
veces con buffer fosfato salino (PBS) y
digeridas con colagenasa al 0.5% en PBS
a 37°C y con agitacion a 165 rpm por 30
minutos, y se separaron los adipositos
maduros de las células multipotentes (15).
Asi mismo, antes y después de la digestion
enzimadtica partes de la muestra son fijadas
en formaldehido al 10% para su posterior
coloracién con H/E y Tricomico de Mallory,
para evaluar la efectividad del tratamiento
con la colagenasa. Después se neutraliza la
colagenasa con suero bovino fetal (FBS) al
10% Yy se centrifuga a 250 rpm por 10 minutos,
y se descarta el sobrenadante (fraccién de
adipocitos maduros) y resuspendiendo el
pellet en PBS.

Posteriormente, el pellet resuspendido
se separa en 3 fracciones: la primera sera
sembrada en cajas de cultivo previamente
tratadas con matrigel (Gibco invitrogen,
California, Estados Unidos), que contienen
el medio Mesen Cult® MSC Basal Medium
(StemCell Technologies, Vancouver, BC,
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Canadd) para expansion de las células
mesenquimales; la segunda serd extendida
enun portaobjeto paraser coloreada conazul
de metileno (Cifar, Bogota) para verificar
su presencia por andlisis morfoldgico, y
la tercera para su andlisis por citometria
de flujo utilizando la solucién fijadora de
solucién estabilizadora TransFix Cytomark
(Buckiham, Inglaterra).

Citometria de flujo

La citometria de flujo se realiza tomando
alicuotasde100ml del pellet que sonmarcadas
con 10ul de anticuerpos anti-CD13FITC
(Beckman Coulter, Fullerton CA, USA), anti-
CD29 PE (Beckman Coulter, Fullerton CA,
USA), anti-CD59 FITC (Beckman Coulter,
Fullerton CA, USA) y anti-CD105 PE
(Beckman Coulter, Fullerton CA, USA). Una
vez realizado el marcaje, las muestras son
analizadas en el citometro de flujo CyAn de
Dako de 9 colores (Rochem Biocare).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos nos han permitido
observar la efectividad del tratamiento
enzimatico en la pérdida de la arquitectura
del tejido graso, y se apreci6 la separacién de
los adipocitos (figura 1) y no se observaron
fibras de coldgenoresaltadas conlahistologia
descrita (figura 2). Tanto en las tinciones con
azul demetilenocomoenloscultivoscelulares
se han apreciado células con la morfologia
propia de una célulamesenquimal (figuras 3,
4ay 4b) con la caracteristica forma de estrella
(las células obtenidas por este protocolo
las hemos denominado células mandis).
Estos fenotipos pueden ser explicados,
entre otras cosas, por la intensidad de la
interaccion de las células mesenquimales
de origen adiposo y el soporte utilizado
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Fuente: Datos de los autores.
Figura 1. Arquitectura de la Grasa intrapatelar de Hoffa coloreada con H/E antes (a) y después
(b) de la digestion con la colagénasa. Notese la separacion de los adipocitos. Aumento: 10x.

Fuente: Datos de los autores.

Figura 2. Grasa intrapatelar de Hoffa coloreada con Tricémico de Mallory antes (a) y después
(b) de la digestion con la colagénasa. Notese la pérdida de las fibras de coldgeno (coloreadas de
azul) por accién del tratamiento con la colagénasa. Aumento: 40x.

/

3

-

Fuente: Datos de los autores.
Figura 3. Células Mesenquimales tefiidas con azul de metileno. Aumento: 100x.
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Fuente: Datos de los autores.
Figura 4a. Células Mesenquimales tefiidas con
azul de metileno. Aumento: 10x

(entre mas fuerte es la interaccion
mas estrellado es el fenotipo), aspecto
éste bien descrito en la literatura (16).

Latotalidad delasmuestras de grasa de Hoffa
obtenidas delos pacientes estudiados fueron
procesadas y analizadas por citometria de
flujo, con el fin de determinar el fenotipo
celular. Durante el analisis se seleccion6
la poblacién de tamafio y granuralidad
caracteristica de la poblacién en estudio
(figura 5a). Ademas se observo la expresion
de CD13(+) en un 49%, CD29(+) en un 42%,
CD59(+) en un 60% y CD105 (+) en un 53%
(figura 5b).

Fuente: Datos de los autores.
Figura 4b. Células Mesenquimales tefiidas con
azul de metileno. Aumento: 100x

s =

Fuente: Datos de los autores.

Figura 5a. Dot plot FS y SSC. R2 corresponde a la
poblacién que presenta el tamafio y granularidad
caracteristica de las células en estudio.
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Fuente: Datos de los autores.
Figura 5b. Expresion de CD13, CD 29, CD59 y CD105 en las células madres aisladas de grasa de Hoffa,
se observo la expresion de CD13(+) 48,6%, CD29(+) 42%, CD59 + 60% y CD105 (+) 53%.
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Estas expresiones sugieren que las células
estromales multipotentes estdn presentes en
tejido adiposo de los pacientes analizados.
Segtn Wickhamy cols. (2),laexpresién delos
marcadores CD13+,CD29+,CD59+y CD105+
es caracteristica de células multipotentes en
grasa de Hoffa. Ademas, en este estudio el
autor sostiene que bajo ciertas condiciones
estas células muestran marcadores asociados
a fenotipos de adipocitos y osteoblastos (2).

Adicionalmente, en los resultados de
las muestras procesadas se observd que
las células carecian de la expresion de
los marcadores CD34 y CD45 (figura 6).
La expresion negativa de estos ultimos
marcadores confirma que las células madre
encontradas no corresponden a células
multipotentes hematopoyéticas (cuadro 1).

Cuadro 1
Porcentaje de células marcadas positivamente
para cada uno de los anticuerpos utilizados en
la citometria de flujo

. , Promedio células
Proteina Antigeno ,
.o Antigeno marcadas
de Superficie "
positivamente
Aminipeptidasa N (D13 48,56
Integrina b1 CD29 42,04
Protectina del D59 60,33
Complemento
Endoglina CD105 53,40

Fuente: Datos de los autores.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En los organismos adultos, la mayoria de
las células estdn en estado de diferenciacion
terminal yno puedendarlugaraotrascélulas
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diferentes de ellas. Sin embargo, se conoce
que en algunos tejidos existen células que
podrian dar lugar a varios linajes celulares.
Estas células, que se denominan células
troncales, existen, por ejemplo, en la médula
Osea, no obstante, también se han aislado a
partir del cordén umbilical, la grasa visceral,
los vasos sanguineos, el musculo esquelético,
la cérnea, la pulpa dental, el higado, la piel,
el tracto gastrointestinal y el pancreas (17,
18, 19). El hallazgo de estas células con
bastante plasticidad para desarrollarse en
otro tipo celular en adulto da una esperanza
en la reparacion de los tejidos afectados por
enfermedades crénicas o degenerativas.

Deestaforma,lamedicinaregenerativaseha
constituido en un énfasis de la investigacion
en medicina debido a su potencial ayuda
en solucionar las patologias crénicas tanto
transmisibles como no transmisibles. Los
datos presentados en este estudio demuestran
la presencia de células multipotentes en la
grasa retropatelar de Hoffa tanto por analisis
morfolégico como por citometria de flujo, y
se resalta la importancia que tiene la misma
como fuente de células madre adultas.

Potencialmente estas células pueden ser
diferenciadasen otros tipos celulares, sin que
existan inconvenientes éticos en los cuales se
pueda incurrir cuando se trabaja con células
madre de origen embrionario. Una prueba
de ello es que se ha logrado la induccién
de las mismas a linajes condrogénicos y
osteogénicos con miras a su potencial uso
en ingenieria de tejidos para la reparaciéon
de tejido cartilaginoso (20, 21, 22).

Por otra parte, nuestra experiencia al
trabajar con el tejido graso nos ha permitido
observar que las células presentan gran
resistencia y poca labilidad con respecto a
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otros lineas celulares como linfocitos; de
hecho se ha observado que éstas mantienen
laexpresion delos epitopes caracteristicos de
las células mesenquimales en forma estable
e inclusive con la edad, dado que al trabajar
con poblaciones de células provenientes de
grupos de pacientes con diferentes edades
éstas mantenian sus epitopes (22).

En la actualidad nos encontramos conso-
lidando los cultivos primarios, y una vez
concluida esta parte los diferenciaremos
en lineas celulares especificas, tales como
adipocitos.Lacomprensiéndelosmecanismos
de la adipogénesis y, en particular, del papel
del receptor nuclear PPARYy permitira
entender la fisiopatologia de los adipositos
y, por lo tanto, realizar intervenciones en
enfermedades como la arterioesclerosis, la
diabetes tipo 2 y la obesidad, al igual que el
disefio de nuevas estrategias de tratamiento,
inclusive en trastornos articulares (23, 24).
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