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1. Generalidades de cartilago, hueso subcondral y hueso, mediante la creacién de defectos
para estudios de medicina regenerativa en cartilago.

Cell-free regenerative medicine (RM) strategies for cartilage and bone put to the test in the
challenging equine in vivo model, Vindas Bolafos. R. (2019).
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Generalidades

Vista esquemadtica del cartilago en su estado natural .
Tejido de cartilago hialino formado por tres zonas: La
superficial, la media y la profunda. Seguido de la
capa de cartilago calcificado y del hueso subcondral.
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Generalidades

Vista esquemdtica de la configuracion de las fibras de
coldgeno. La orientacion de las fibras es tangencial a la
superficie del cartilago, mientras en la zona profunda es
perpendicular. En la zona media las fibras forman un arco,
resultando en una configuarcion anisotropica.
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A. Defecto parcial, B. Defecto completo excluyendo la capa de cartilago calcificado; C. Defecto
osteocondral.






Generalidades

A. Defecto dseo en el modelo de la tuberosidad coxal del equino.



2. Métodos para fijacion de matrices en defectos osteocondrales u condrales.

Fixation of hydrogel constructs for cartilage repair in the equine model: a challenging issue.
Mancini, 1.A.D., Vindas Bolafnos, R.A., Brommer, H., Castilho, M., Ribeiro, A., van Loon, J.P.A.M.,
Mensinga, A., van Rijen, M.H.P.,, Malda, J., van Weeren,P.R. Tissue Engieneering: Part C. Volume

23, Number 11 (2017).



Fixation of hydrogel constructs for cartilage repair in the equine model: a challenging issue

Reaccidn inflamatoria de defectos que fueron llenados con goma de fibrina
commercial a los 14 dias de la implantacion en dos animales diferentesz.
Micro-CT mostrando pérdida de estructura trabecular y absorcidn ésea. En
ambas filas se muestra pérdida dsea y reaccidn inflamatoria con una gran
reaccion inflamatoria de neutrdfilos granulocitos en la tinsion HE.




Fixation of hydrogel constructs for cartilage repair in the equine model: a challenging issue

Seccidn histolégica de goma commercial a base de
fibrina (A, izquierda) y goma autdloga a base de
fibrina (B) colocada ectdpica en un equino durante
14 dias. La goma commercial. Fig A. la goma esta
rodeada de neutrdfilos granulocitos. Figura B. El
area de implante de goma autdloga se puede
apreciar con pocas células inflamatorias.




Fixation of hydrogel constructs for cartilage repair in the equine model: a challenging issue

Fijacion potencial de dos técnicas, goma de fibrina autdloga en la parte dorsal y un andamio a presion (parte ventral) a los 14 dias después de la implantacion. El
defecto condral se mantiene en su lugar en dos de tres casos pero se observa como si se estuvieran deslizando en la parte (A). micro-CT muestra algun grado de
reabsorcion dsea (B), se confirma en la tinsion Hematoxilina Eosina (C), muestra pérdida de la arquitectura en la linea del defecto con significative infiltracion de
neutrdfilos granulocitos y fibroblastos. El andamio se mantiene en su lugar (D), y la micro-CT muestra una arquitectura conservacora del implante (E).



3. Modelo de la tuberosidad coxal del equino “in vivo” para estudios de regeneracion de hueso y su aplicacion
al hueso subcondral.

Long term in vivo performance of low temperature 3D printed bioceramics in an equine model. Rafael Vindas
Bolanos, Miguel Castilho, Janny de Grauw, Stefan Cokelaere, Saskia Plomp, Jiirgen Groll, P. René van Weeren,
Uwe Gbureck, Jos Malda. ACS Biomater. Sci. Eng. (2020).



Long term in vivo performance of low temperature 3D printed bioceramics in
an equine model

Implante de andamio impreso en 3D
en la tuberosidad coxal del equino. A)
Posicidn de la tuberosidad coxal del ala
del ileon del equino, B) Defecto
realizado con un taladrol, C) Dibujo
esquematico donde se coloca el
andamio en el defecto D) Sutura de
piel.



Long term in vivo performance of low temperature 3D printed bioceramics in
an equine model

[(A) Macroscopic images

Tanto en las histologia como micro-CT se
observa capacidad de osteoconduccion vy
osteoinduccion.




Long term in vivo performance of low temperature 3D printed bioceramics in an equine model

A) Empty defect
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3. Modelo de la tuberosidad coxal del equino “in vivo” para estudios de regeneracion de hueso y su aplicacion
al hueso subcondral.

Orthotopic bone regeneration within 3D printed bioceramic scaffolds with region-dependent porosity gradients
in an equine model. Paweena Diloksumpan, Rafael Vindas Bolafos, Stefan Cokelaere, Behdad Pouran Janny de
Grauw, Mattie van Rijen, Saskia Plomp, P. René van Weeren, Riccardo Levato, Jos Malda. Advanced HealthCare
Materials (2020).



Orthotopic bone regeneration within 3D printed bioceramic scaffolds with
region-dependent porosity gradients in an equine model
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Schematic pictures displaying the cross-section of the PCaP scaffolds with (A) gradient and (B)
constant pore architecture. (C) Representation of the PCL-encased PCaP scaffolds.




Orthotopic bone regeneration within 3D printed bioceramic scaffolds with
region-dependent porosity gradients in an equine model

Plane for
histological sect

Visualization of the implant and surgical implantation procedure. (A) Top (/eft) and bottom (right)
view of the PCaP implants embedded into the PCL shell. (B) Representative pu-CT images of an
implant with gradient pore size (left) and constant pore size (right) before implantation. (C)
Sequence of implantation of the scaffolds in the tuber coxae, including drilling and exposure of the
defect, followed by scaffold implantation. (D) Schematic representation of the implant location in
the coxal tuberosity. Scale bar = Imm.




Orthotopic bone regeneration within 3D printed bioceramic scaffolds with
region-dependent porosity gradients in an equine model
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Orthotopic bone regeneration within 3D printed bioceramic scaffolds with
region-dependent porosity gradients in an equine model

Scaffold Bone ingrowth Merged
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Representative u-CT 3D reconstruction of the samples with highest, average and lowest new bone
formation in scaffolds with gradient and constant porosity.




Orthotopic bone regeneration within 3D printed bioceramic scaffolds with

region-dependent porosity gradients in an equine model
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Fig 7: (A) Quantity of blood vessels in each zone. (B) Dimension of blood vessels in each
zone based on length of the major axis. black x = average, red + = outliers




4. Modelo de la rodilla del equino para estudios de regeneracion de cartilago y hueso
subcondral mediante defectos subcondrales.

The use of a cartilage decellularized matrix scaffold for the repair of osteochondral
defects: the importance of long-term studies in a large animal model. Vindas Bolaros,
R.A., Cokelaere, S.M., Estrada McDermott, J.M., Benders, K.E.M., Gbureck, U., Plomp,
S.G.M., Weinans, H., Groll, J., van Weeren, P.R., Malda, J. Osteoarthritis and Cartilage,

25, 413-420. (2017).



The use of a cartilage decellularized matrix scaffold for the repair of osteochondral defects:
the importance of long-term studies in a large animal model

Vistas macroscépicas del disefio del andamio en 3D. (A;
mediciones en mm), representacion del modelo (B) e impreso
el andamio de CaP (C), una vez combinado el andamio con una
matris de cartilago descelularizada CDM (D).




The use of a cartilage decellularized matrix scaffold for the repair of osteochondral
defects: the importance of long-term studies in a large animal model

Evaluacion histoldgica de la composicion del
tejido reparado después de 6. Positivo a
safranina-O tincién (roja)
predominantemente observada a los
alrededores del defecto, y colocalizada con la
inmunolocalizacién de colageno tipo Il (café).

Inmunolocalizacion de colageno tipo | (café)

con posicion de fibras homogéneas en la
reparacion del tejido. Escala 2 mm.




5. Comparacion entre un método de estimulacion de la médula ésea y de un novedoso hidrogel auto-adherible
en defectos condrales de la rodilla del equino (in vivo) para estudios de regeneracion de cartilago.

Technical note - Nanofracturing as a new needling technique for bone marrow stimulation in equine cartilage
repair. Stefan M. Cokelaere, Rafael A. Vindas Bolafios, Sanne K. Both, Mariélle Vullers, Nicoline M. Korthagen,
P. René van Weeren and Janny C. de Grauw. Plerderheikunde- Equine Medicine 36 (2020).

Use of a self-sealing hydrogel for chondral defects of articular cartilage: a long-term follow-up study in an
equine chondral defect model {(.... 2022)



Technical note - Nanofracturing as a new needling technique for bone marrow
stimulation in equine cartilage repair (2020)

(@) Esqguema de nanofractura (izquierdo)
comparado con microfracture (derecho),
mostrando mas tejido compactado alrededor de la
microfracture causando mds dano del hueso
subcondral que la técnica de microfractura (b) foto
de un defecto reciente parcial de cartilago (c) el
mismo defecto después de la nanofractura.




La nanofractura como una nueva técnica de estimulacion de la médula 6sea en la
reparacion de cartilago.

(a) Resultados de vista macroscopica 7 meses después del
tratamiento de nanofractura en un defecto de la troclea
medial femoral del equino. (b) Micro-CT mostrando un
disturbio of subchondral bone microarchitecture donde se
realize la perforacién (c) Tinsién de HE mostrando abundante
reparacion de tejido con Buena integracion del tejido pero
pobre morfologia (d) Imagen de Safranina-O mostrando pobre
matriz de cartilago tefida.




Use of a self-sealing hydrogel for chondral defects of articular cartilage: a long-term
follow-up study in an equine chondral defect model (2022)

Esquema de defectos parciales, comparando uno tratado con la
técnica de nanofractura que llega hasta el hueso subcondral (médula
osea) y el otro con el hydrogel autoadherible.
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Use of a self-sealing hydrogel for chondral defects of articular cartilage: a long-term
follow-up study in an equine chondral defect model (2019)

Apariencia macroscopica de nanofractura (a) e
hidrogel (b) tratados en defectos parciales de
cartilago, 7 meses después de la cirugia, en las
articulaciones de las rodillas del equino.




6. Conclusiones



Conclusiones

‘Los mejor métodos de fijacion para estudios de regeneracion de cartilago o hueso son: la fijjacion a presion para
defectos osteocondrales (u 6seos) y el hidrogel auto adherible para defectos condrales.

Se utiliza por primera vez el modelo de la tuberosidad coxal del equino como un prometedor modelo para estudios
de regeneracion de hueso compacto u hueso subcondral.

La porosidad de los andamios es un factor de relevancia para los estudios de regeneracion de hueso, se pudo
demostrar que el andamio de porosidad constante de nuestro estudio es mas eficiente en la regeneracion de tejido
0seo que el andamio de porosidad gradual.

Los estudios de regeneracion de hueso y cartilago deben ser a largo plazo (2 afios idealmente).

Se presenta por primera vez la nanofractura como técnica de estimulacion de la médula 6sea para regeneracion o
reparacion de defectos condrales en la rodilla de equinos y se compara con un novedoso hidrogel autoadherible. Los
resultados de ambas investigaciones son prometedores para futuras investigaciones preclinicas y traslacionales.

*Los modelos utilizados en la rodilla y tuberosidad coxal del equino, son de gran utilidad para estudios de medicina
regenerativa del equino y ademas generan informacion traslacional valiosa para posteriores estudios en humanos.

La bioimpresion en 3D, la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa, prometen grandes avances cientificos en
los proximos afios en la verdadera medicina traslacional, lo que sera de gran beneficio la salud publica, por lo que
debemos continuar consolidando lineas de investigacion en estas areas.



7. Proyectos a futuro
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Email: rafael.vindas.bolanos@una.cr
Teléfono: 83511313



Muchas gracias

Cell-free regenerative medicine (RM) strategies for cartilage and
bone put to the test in the challenging equine in vivo model,
Vindas Bolafos. R. (2019).
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