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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo la caracterizacion histoldgica e inmunocitoquimica de la grasa
infrapatelar de Hoffa (GIH) en |12 pacientes intervenidos por artroscopia, meningoplastia o remplazo
de rodilla. Las fibras elasticas estuvieron presentes en la grasa infrapatelar con distribucién unidireccional
fascicular, se plantea una relacién funcional en la biomecanicas del movimiento articular de la rodilla. Por
otra parte las pruebas de inmunocitoquimica arrojaron marcaje positivo para vimentina, marcador de
células del tejido conectivo; células mesenquimales y negativo para el resto de los anticuerpos estudiados.
Palabras clave: grasa infrapatelar, biomecanicas, vimentina, inmunocitoquimica, fibras elasticas.

Abstract

Histological and immunohistochemical characterization of infrapatellar Hoffa's fat

This study aimed to histological and immunohistochemical characterization of infrapate-
llar fat Hoffa (GIH) in 12 patients undergoing arthroscopic, meningoplastia or knee replacement.
Elastic fibers were present in the infrapatellar fat with unidirectional fascicular distribution, we propose a
functional relationship in the biomechanics of the knee joint movement. Moreover Immunocytochemis-
try tests yielded positive staining for vimentin, a marker for connective tissue cells, mesenchymal cells
and negative for other studied antibodies.
Key words: infrapatellar fat, biomechanics, vimentin, immunohistochemical, elastic fibers.

Introduccién el borde del polo inferior de la rotula y el borde

anterosuperior de la tibia, limitando anteriormente

La grasa infrapatelar es un tejido adiposo unilocular ~ con la cara posterior del ligamento infrarotuliano y
intracapsular pero extrasinovial en la articulacién de  posteriormente con la membrana sinovial articular

la rodilla (1), anatémicamente se encuentra entre anterior de la rodilla, esta estructura se encuentra
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irrigada por las ramas de las arterias geniculadas superior
e inferior (2). Una aproximacién a su morfologia
microscopica que involucra la textura y su distribucion
se hace mediante imagenologia estandarizada en
el diagnostico anatomopatolégico del condroma
infrapatelar, la enfermedad de Hoffa postraumitica
y la fibrosis infrapatelar post artroscopia (3-6). Sobre
la organizacién histoldgica de la grasa infrapatelar
hay reportes en el diagnostico histopatolégico de
fibroma, hemangioma, condroma, lipoma e incluso
en su detallada inervacién en las rodillas artrésicas (7-
11) pero no hay descripciones de la distribucién y/o
tamafio de fibras eldsticas y menos en su caracterizacion
inmunohistoquimica. Otro aspecto importante es
que existen evidencias que sugieren que las células
estromales multipotentes estdn presentes en tejido
adiposo del humano adulto (12 y 13).

El propésito del estudio fue el realizar una
caracterizacién histolégica e inmunocitoquimica de
la grasa infrapatelar de Hoffa.

Materiales y métodos

Consentimiento informado y toma de
muestras

El consentimiento informado fue dado a conocer
con antelacién y aprobado por los pacientes que
fueren intervenidos en la Clinica Universitaria de La
Sabana y la Fundacién Santafé.

A los pacientes se les extrajeron 1,5cm * 2,3cm
cuibicos de grasa infrapatelar. Durante procedimientos
de artroscopias, meningopldstias y reemplazos de

rodilla.

Caracteristicas de los pacientes y
procesamiento de muestras

Las muestras extraidas se sumergieron en buffer de
fosfato (PBS), se digirieron con colagenasa 0,5 % en
PBS, a 37°C con agitacién a 165 rpm por 30 minutos.
Luego se fijaron en formol al 10%, se sometieron a
histotécnica en parafina, cortes de 3 micras fueron
coloreados con hematoxilina —eosina. Se observaron
al microscopio 6ptico marca AXIOTAR 34-F para
andlisis de la distribucién y grosor de las fibras, se
midieron 120 fibras con micrémetro de cimara

digital marca MOTIC al recorrer 5 campos en 100 X.

Una fraccién de la muestra digerida fue
centrifugada a 250g por 10 minutos, posteriormente
se le realizaron dos lavados con PBS separdndose las
células meseinquimales de los adipocitos maduros.

Fenotipificacién inmunohistoquimica

Se realiz6 mediante un frotis directo en ldmina
porta objetos por cuadruplicado y se colorearon con
azul de metileno para verificar su morfologfa, las 3
ldminas restantes se realizaron con anticuerpos contra
los filamentos intermedios de desmina, vimentina y
citoqueratina y coloreados con diaminobencidina
(Sigma, St. Luis) para su observacién en el microscopio
(Zeiss Imager Al, Alemania).

En la inmunofluorescencia se utilizo una ldmina
cubreobjetos con pozos delimitados por acrilico se
dispusieron alicuotas de 20 microlitros de células
de cultivo en medio F12. Se fijjo la ldmina luego
con paraformaldehido al 4%, durante 10 minutos,
lavando después con PBS dos veces durante 5
minutos. Luego se adicioné una solucién al 0,1%
de tritén X-100 y Solucién Tampén Tris — TBS- a
pH=7,6 durante 5 minutos y se lavé dos veces con
la solucién de TBS.

Se procedié después a incubar ldmina durante
15 minutos con una solucién de bloqueo al 5% de
Suero Fetal Bovino y 0,001% de tritén X-100 en
TBS. Luego de la incubacién se anadié el anticuerpo
monoclonal primario anti-vimentina (Dako,
Glostrup, Denmark) diluido 1:100 en una solucién
de TBS al 0,001% de tritén X-100 y 5% de Suero
Fetal Bovino, incubando toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se realizaron dos lavados con
TBS, incubando a continuacién con el anticuerpo
secundario Alexa fluor 594 chicken anti-mouse
IgG durante 45 minutos a temperatura ambiente
y protegido de la luz. Una vez terminada la
incubacién se realizaron dos lavados con TBS
y se procedié al montaje de los cubreobjetos en
portaobjetos con medio acuoso Mowiol conteniendo
colorante de Fluresceina marca Hoescht. Las
liminas fueron observadas en un microscopio de
fluoresencia (Nikon Eclipse 80i, Japén) con luz
fluorescente, correspondiendo el marcaje de color
verde intracelular como positivo a la presencia de
vimentina.
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Figura 1A Figura 1B

Figura 1. Histologfa de la Grasa Infrapatelar con coloracién de H&E a 10 X. En 1A mostrando un estroma de tejido conectivo en medio de tejido
adiposo unilocular y vasculatura arteriovenosa con 10x. En 1B mostrando la eosinofilia producto de la digestion enzimdtica con colagenasa en 10 X.

Resultados

La grasa infrapatelar en coloracién de hematoxilina
y eosina predigestién enzimdtica revela 16bulos de
tejido adiposo unilocular entre los cuales se aprecia
un estroma de tejido conectivo aerolar periadiposo
celular y de tejido conectivo denso irregular entre
16bulos de tejido adiposo, este tltimo continua con
la tinica adventicia de vasculatura arterial, arteriolar
y venular Figura 1A. Con digestién enzimdtica por
colagenasa se aprecia fuerte eosinofilia relacionada
con el producto de la digestién enzimdtica respetando
la morfologfa de adipocitaria y vascular, Figura 1B.

LI
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Figura 2A

Postdigestién enzimdtica son reconocibles las
fibras eldsticas por su homogénea eosinofilia y
forma ondulalada o “senoide” en distribucién de
“unidireccionalidad” formando agregaciones de
fibras eldsticas de aspecto “fascicular” cuya ubicacién
sobresale entre el tejido conectivo denso irregular
descrito predisgestién Figura 2A, en el extremo y
bordes de la distribucién “fascicular” eldstica descrita,
las fibras eldsticas ramifican continuando con la
matriz extracelular del tejido conectivo aerolar laxo

periadiposo Figura 2B.

Figura 2B

Figura 2. Histolog{a de la grasa infrapatelar en coloracién de H&E postdigestién con colagenasa En 2A mostrando fasciculos de fibras eldsticas
eosindfilas onduladas en 5X. En 2B a 10 X en el extremo fascicular mostrando ramificaciones de fibras elasticas esparcidas en distribucién difusa.
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Diametro fibras elasticas

Tabla 1. Didmetro expresado en micras de las fibras el4sticas
intrafasciculares y perifasculares de la grasa infrapatelar

N=120 Fibras
Intrafasciculares R
Promedio en micras 5,56 3,15
Desv. Est. 1,42 1,77

Por otra parte las pruebas de inmunocitoquimica
e inmunofluoresencia arrojaron marcaje positivo para
vimentina que es un marcador de tejido células del
tejido conectivo como las células mesenquimales y
adipocitos, y negativo para el resto de los anticuerpos
estudiados, lo cual se corrobora con la morfologia
fibrobldstica caracteristica de estas células. En estos
marcajes se pudo observar el grado de diferenciacién
de estas células, Figuras 3, 4 y 5.

Discusion

En laliteratura es reconocida la presencia de tejido
adiposo unilocular infrapatelarmente cuando se
han hecho diagnésticos de fibroma infrapatelar (7),
hemangioma infrapatelar (8), condroma infrapatelar
(9) y lipoma infrapatelar (10) y en detalle se ha
descrito la distribucién de filetes nerviosos cuando se
ha extraido de rodillas artrésicas (11). Sin embargo,
no hay reportes en la literatura que demuestren
histolégicamente fibras eldsticas y su distribucién.
Un cuidadoso estudio imagenolégico funcional
de Hamarneh ez a/ con tomografia computarizada
—CT- describe en la grasa infrapatelar cambios en
los campos vectoriales al movimiento articular de
extensién y flexién de la rodilla, adjudicando este
hallazgo a un componente “eldstico” de la grasa
(14). Asi mismo, Stevenson ez a/ determina por
imagenologia CT y Resonancia Magnética —-MR-
cambios graduales de la morfologia de la grasa
infrapatelar a diferentes dngulos de extensién y
flexién de la rodilla, planteando la acomodacién de
la grasa infrapatelar a un componente “amortiguador
eldstico” (15).

En este estudio la particularidad de revelar fibras
eldsticas y por digestién con colagenasa demostrando
ademds una distribucién de unidireccional tipo
“fascicular” permite adjudicar los cambios de forma
de la grasa infrapatelar a los trabajos planteados

Figura 3. Células Mesenquimales derivadas de la Grasa Infrapatelar
de Hoffa marcadas con anticuerpos contra vimentina y coloreadas

con Diaminobencidina (DAB). Aumento 100X).

Figura 4. Células Mesenquimales derivadas de la Grasa Infrapatelar
de Hoffa marcadas con anticuerpos con fluoresceina contra vimentina.
(Aumento 100X).

Figura 5. Adipocitos de la Grasa Infrapatelar de Hoffa marcados con
anticuerpos contra vimentina y coloreadas con Diaminobencidina
(DAB). (Aumento 1000X).
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por Hamarneh, et al (14) y Stevenson, et a/ (15)
pues esta demostrado que los “fasciculos” fibrosos
eldsticos juegan un rol funcional en la recuperacién
de la forma sin consumo energia luego de la
deformacién mecdnica (16,17). En cuanto al grosor
y distribucién de las fibras se reporta en la literatura
agrupamiento y engrosamiento con en relacién a
la exigencia de su actividad (18,19), en los conteos
de fibras gruesas interfasciculares con promedio
5,56 micras y perifasciculares con grosores de 3,17
micras, Tabla 1. Llama la atencién como las fibras
perifasciculares mas delgadas se organizan en un
patrén de distribucién difuso esparciéndose entre la
matriz extracelular adiposa, similar al caracteristico
patrén de distribucién de fibras elasticas entre la
matriz 6sea que se halla en las entesis ligamentosas en
los epicondilos del humero,(19) aspecto que podria
correlacionar una distribucién de fibras elasticas en
la grasa infrapatelar con fines disipadores de tensién
y acomodacién de la superficie capsular sinovial al
movimiento, similar al arreglo histolégico de fibras
coldgenas y elasticas en la entesis del tendén de
Aquiles del modelo murino, (20).

Finalmente la fenotipicacién demostré la presencia
de células mesenquimales en el tejido adiposo graso
de Hoffa, por lo que debemos resaltar la importancia
de este tejido como fuente de células mesenquimales
para ensayos de terapia celular en patologias de origen
articular.
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