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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar a alteragcdo das
propriedades reoldgicas de preenchedores de Acido Hialurénico (AH) de alto
crosslinking apos a passagem por canulas de diferentes didmetros. Materiais e
Métodos: As propriedades reologicas de cinco preenchedores de alto crosslinking
de diferentes marcas, foram analisados por um Reémetro TA-INSTRUMENTS AR-
1500EX (NEW CASTLE, NE, USA), antes e logo apds passagem por canulas de
diferentes didmetros, 22G e 25G. Os testes foram realizados com frequéncias no
Valor de deformacdo de 0,1Hz a 2 Hz e temperatura controlada a 25°C para
determinagao dos parametros de reologia G" e G''. Todas as analises foram feitas
em ftriplicata e por um mesmo pesquisador cego as marcas comerciais dos AH.
Resultados: As medi¢des de amplitude oscilatéria apos passagem pela canula 22G
indicaram comportamento idéntico em deformagdes de oscilagdo mais baixas (<
10%), onde o moédulo de armazenamento, G’ foi observado por ser maior que o
modulo de perda G”. Em frequéncias mais altas (> 10%), diferencas de
comportamento entre os grupos foram observadas com os preenchedores A, B, C e
E, exibindo um cruzamento entre G' e G”, enquanto o preenchedor D néo
apresentou esse cruzamento. Os preenchedores apresentaram esse mesmo
comportamento apos passagem pela canula de 25G. As medigdes de frequéncia
oscilatéria dos preenchedores apds passagem por ambos os diametros das canulas
apresentaram comportamento semelhante. Porém, o preenchedor A apresentou um
cruzamento de G’ e G” a uma frequéncia angular de 10 rad/s, acima da qual o G” é
maior durante a duragdo do experimento. Todos os outros grupos,
independentemente do tamanho da canula, ndo mostraram tal cruzamento com G' e
G' em toda a faixa de frequéncia do experimento. Os médulos complexos de todos
0S grupos que passaram por ambos os tamanhos de canula foram reduzidos
correspondendo a um aumento na frequéncia angular. Conclusao: Em frequéncias
fisiolégicas correspondentes a regido da face, o didmetro das canulas nao altera as
propriedades reoldgicas de preenchedores de AH com alto crosslinking.

Palavras-chave: Acido hialuronico. Preenchimento. Crosslinking.



ABSTRACT

OBJECTIVE: The objective of this work was to evaluate and compare the change in
the rheological properties of high crosslink Hyaluronic Acid (HA) fillers after passage
through cannulas of different diameters. Materials and Methods: The rheological
properties of five high crosslink fillers from different brands were analyzed by a TA-
INSTRUMENTS AR-1500EX Rheometer (NEW CASTLE, NE, USA), before and after
passing through cannulas of different diameters, 22G and 25G The tests were
performed with frequencies in the deformation value of 0.1Hz to 2 Hz and controlled
temperature at 25°C to determine the rheology parameters G” and G™". All analyzes
were performed in triplicate and by the same researcher blinded to the HA
trademarks. Results: Measurements of oscillatory amplitude after passing through
the 22G cannula indicated identical behavior at lower oscillation strains (< 10%),
where the storage modulus, G', was observed to be greater than the loss modulus G".
At higher frequencies (> 10%), behavioral differences between groups were
observed with fillers A, B, C and E, exhibiting a cross between G' and G”, while filler
D did not show this cross. The fillers showed the same behavior after passing
through the 25G cannula. Oscillatory frequency measurements of the fillers after
passing through both cannula diameters showed similar behavior. However, filler A
showed a crossover of G' and G" at an angular frequency of 10 rad/s, above which
G" is highest during the duration of the experiment. All other groups, regardless of
cannula size, showed no such crossover with G' and G' across the entire frequency
range of the experiment. The complex modules of all groups that passed through
both cannula sizes were reduced corresponding to an increase in angular frequency.
Conclusion: At physiological frequencies corresponding to the face region, the
diameter of the cannulas does not change the rheological properties of HA fillers with
high crosslink.

Keywords: hyaluronic acid. Filler. Crosslink.
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1 INTRODUGAO

Os tratamentos cosméticos cirurgicos € nao cirurgicos como os injetaveis
temporarios, semipermanentes, e permanentes, aumentaram em popularidade na
ultima década em diferentes areas da saude, abrangendo desde a dermatologia e
cirurgia plastica a odontologia (ROGERIO et al., 2021). Uma pesquisa recente da
Sociedade Internacional de Cirurgia Plastica Estética reportou um aumento continuo
de procedimentos estéticos cirurgicos e nao cirurgicos em todo o mundo, totalizando,
um aumento de 7,4% desde 2015 até 2020. Mas, os procedimentos cosméticos
minimamente invasivos tiveram um papel de destaque aumentando 144% desde o
ano 2000 (ISAPS, 2020). Ademais, os procedimentos na face, cabega e pescogo e o
uso de injetaveis tiveram aumento de 13,5% e 8,6% respectivamente em 2019.

Embora a toxina botulinica continue sendo o tratamento injetavel mais
utilizado, com um aumento de 64,9% em 2019, o uso do acido hialurénico (AH)
mostrou um crescimento de 15,7% entre 0 2018 e 2019 (ISAPS, 2019). Estes dados
indicam que as inje¢cdes de preenchedores a base de AH nos tecidos moles sdo o
segundo procedimento minimamente invasivo mais frequentemente utilizado nos
EUA e no Brasil, os quais sdo os paises que mais intervengdes estéticas realizam no
mundo (ISAPS, 2019). Desta forma, a literatura atual, considera o uso de
preenchedores a base de AH essenciais na maioria de procedimentos de
rejuvenescimento facial que precisem de restruturacdo tecidual mantendo a
dinamica facial (MICHAUD, 2018). Porém, é importante mencionar a diminuicdo do
uso dos preenchedores a base de AH em 6,1% entre os anos 2019 e 2020,
principalmente devido a pandemia da COVID-19 (ISAPS, 2020).

Descoberto pela primeira vez no humor vitreo do olho em 1934 e
posteriormente sintetizado in vitro em 1964, o AH consiste em uma unidade basica
de dois acucares, acido glicurénico e N-acetil-glucosamina, polimerizados em
grandes macromoléculas de mais de 30.000 unidades repetidas (Figure 1). E
encontrado naturalmente no corpo humano particularmente em todos os tecidos
conjuntivos (PRICE et al., 2007). Em sua forma nativa, a estrutura quimica do AH é
idéntica em diferentes espécies e abundante na matriz extracelular da pele humana
e na interface de fibras de colageno e elastina (Figura 1) (PRICE et al., 2007). Em

sua origem sintética, o AH pode ser extraido de certos tecidos de animais como da
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crista do galo, e ou produzidos por fermentacdo bacteriana, onde este ultimo

apresenta um menor risco de hipersensibilidade (LIMA et al., 2016).

4 COO~Na*t CH,OH
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OH '1 3 NH 1
C=0
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Figura 1. Estrutura Quimica Polissacarideo do Acido Hialurénico
Fonte: Tezel et al. (2008)

No pH fisiologico, o AH liga-se extensivamente a agua produzindo um gel
(Figura 2) e desta forma proporcionando “volume” nos tecidos. Na presenca de agua,
as cadeias de AH podem expandir em volume até 1000 vezes e formar matrizes
imensamente hidratadas (NUSGENS, 2010; REDBORD et al., 2011). Assim, o AH é
considerado altamente soluvel em agua, uma vez que adsorve agua e se comporta
como um lubrificante, o que Ihe confere propriedades higroscopicas e homeostaticas.
Isso, pode ser benéfico em algumas indicagbes, como por exemplo nas cirurgias
ortopédicas, onde uma maior lubrificacdo é necessaria; porém, € imprescindivel uma
maior estabilidade estrutural do AH para engenharia de tecidos e reestruturagao
tecidual. A viscosidade do gel produzido parece ser dependente de uma série de
propriedades, incluindo o comprimento das cadeias (incluindo, o grau de

emaranhamento), reticulagao, pH e modificagao quimica.
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Figura 2. Camadas e estrutura da pele
Fonte: Kolarsick et al (2011)
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Figura 3. Fibras de colageno, Acido Hialurénico e Elastina
Fonte: https://epidermolysisbullosanews.com

O AH pode ser modificado por reticulagdo quimica (crosslinked) entre os
filamentos de AH, o que aumenta a firmeza do produto, tornando-o mais resistente
ao estresse, e a degradagdo enzimatica in vivo, resultando em maior duragdo do
efeito preenchedor. A matéria-prima na produgéo de géis a base de AH para uso
estético consiste em cadeias com diferenciagdes em seus pesos moleculares, que
pode variar de 600 kDa a mais de 2.500 kDa. Desta forma, as propriedades fisicas e
farmacoldgicas dos géis a base de AH diferem por sua propriedade tecnolégica de
crosslinking (PATRICK et al., 2016).

O processo de ligagao cruzada, intitulado crosslinked, correlaciona as cadeias
lineares de AH, transformando-os em uma rede tridimensional (SUNDARAM et al.,
2015). Assim, o grau de crosslink indica a porcentagem de unidades de monémero
de AH que estéo interligados por uma molécula de crosslinked. Quando todos os
outros parametros de um AH s&o iguais, 0 maior grau de crosslinked, aumenta a
dureza do produto (TEZEL et al., 2008). O objetivo do crosslinked & prolongar o
tempo de retencédo de AH in vivo. O AH com maior modificagcdo € o que apresentara
maior resisténcia, resultando em um tempo de retengdo mais longo. Se esta dureza
aumentar, também aumentara a dificuldade do AH de ser injetado (CHANG et al.,
2019) o que pode afetar as propriedades fisicas dos preenchedores a base de AH.
Desta forma, o crosslinked € a base para a forga mecéanica do gel e melhora da
longevidade do produto; mas, também constitui uma variavel que pode afetar as
propriedades fisicas (reoldgicas) dos preenchedores a base de AH, assim como a

concentragao do polimero (AH).
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Figura 4. Processo de Crosslinking do AH
Fonte: Ohrlund et al. (2015)

Dentro das propriedades fisicas dos preenchedores a base de AH podemos
mencionar: o tamanho e concentragdo das particulas de AH por mililitro, a
resisténcia do AH a degradacao (longevidade) e a dureza do gel ou propriedades
reologicas (capacidade do gel de AH de se deformar apds passagem por agulhas ou
canulas e como retorna imediatamente ao seu estado original) medido pela energia
armazenada no gel, quando uma tensao é aplicada. Os preenchedores a base de
AH apresentam 3 propriedades reoldgicas: viscosidade, elasticidade e coesividade;
propriedade determinantes da sua resisténcia a deformagao durante tensdes
mecanicas. A viscosidade e a elasticidade estdo relacionadas a resisténcia a
deformacdo no plano horizontal, enquanto a coesividade define a resisténcia no
plano vertical (BILLON et al., 2017). Segundo Mendieta e col. (2008), os
preenchedores a base de AH sio classificados como viscoelasticos, devido a que
apresentam um desempenho de um modo viscoso (deformacgdo irreversivel) e
elastico (deformacéao reversivel no qual ocorrera a recuperagao do material apds a
remogao da forgca aplicada), ou seja, eles dissipam e armazenam a energia
requerida para a deformacédo o que permitiria que estes preenchedores recuperem
seu estado original apds implantagao.

A avaliagdo das propriedades fisicas de um material viscoelastico como os
preenchedores a base de AH é& de extrema importancia, uma vez que estas
propriedades divergem nos diversos tipos de preenchedores a base de AH

disponiveis no mercado e devido a que direcionam as indicag¢des clinicas para cada
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tipo gel. Estas propriedades podem ser medidas e avaliadas mediante a reometria.

Dentro destas propriedades podemos mencionar:

e Moddulo de armazenamento ou de elasticidade (G’) descreve o armazenamento e
liberacdo de energia durante um ciclo de estresse, isto €, a sua capacidade de
resistir a deformacéo. Caracteriza a capacidade de se recuperar a sua forma
original quando agido por forgas dinamicas;

e Modulo de perda ou de viscosidade (G”) corresponde a energia dissipada por
atrito durante um ciclo de estresse; caracteriza a resisténcia a forgas dinamicas:

» G” mais alto - o gel de AH €& mais grosso, exigindo maior forga para extruséo
através de uma agulha,

» G” mais baixo - o gel de AH requer menos forga para extrusao através de uma
agulha;

e Elasticidade (tan d) caracteriza as proporgdes relativas de moédulo elastico ao
viscoso (G"/G'), é o parametro que fornece informacgdes valiosas adicionais sobre
as propriedades viscosas do gel, que permite avaliar, por exemplo, a integragao
tecidual do implante.

e Moddulo complexo (G*) é energia armazenada e devolvida apdés a imposicao de
tensao, que também ¢é definida como a soma do moédulo elastico G' e o mddulo
viscoso G" e ® 0 angulo de fase, normalmente calculado como tan & = G”/ G’;

e Coesividade: é a capacidade do gel de manter-se junto e a sua forma mesmo sob
condicdes de estresse;

Assim mesmo, o comportamento elastico ou viscoso dos preenchedores a

base de AH depende também da concentragéo e do peso molecular do polimero e

na frequéncia usada durante estas medidas (Figura 2). Em baixas frequéncias, que

correspondem a forgas com longa duragdo agindo no material, 0 comportamento

viscoso domina. Em altas frequéncias, correspondendo a forgas de curta duracao, o

comportamento elastico domina. Isso significa que as forgas de longa duragao fazem

a solucado deformar permanentemente, e forgcas de agao curta, como extrusdo do

produto por uma agulha ou céanula, ddo origem a deformagdes que podem se

recuperar parcialmente. Geralmente, a medida que G’ (ou viscosidade linear)
aumenta, dificulta a extrusdo do AH. Consequentemente, torna-se necessario
adicionar quantidades variadas de AH sem ou com baixa quantidade de crosslinked,

facilitando a lubrificacdo do gel, na hora da extrusdo, porém diminuindo a
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coesividade dos produtos. Portanto, os produtos com um G’ mais alto sdo menos
coesos quando existe uma maior quantidade de AH livre ou com baixa quantidade
de crosslinked (EDSMAN et al., 2012).

Por outro lado, é relevante ponderar outras variaveis que podem alterar as
propriedades fisicas dos preenchedores a base de AH durante o processo de
implantacao, o qual € comumente realizado com seringas, agulhas e canulas. Nesse
sentido, nao seria errado hipotetizar que o calibre da agulha, tamanho da seringa
e/ou canula e a forca e a técnica de injegdo poderiam modificar a forma como o
material flui durante a sua implantacdo, influenciando diretamente nas suas
propriedades reoldgicas (viscosidade e elasticidade) (SUNDARAM et al., 2010). O
processo de extrusdo pela agulha ou canula, impde alta tensao de cisalhamento ao
AH, que assume o comportamento de um fluido majoritariamente viscoso a medida
que flui para fora do dispositivo de aplicagcdo. Entretanto, uma vez implantado no
tecido facial, onde é exposto a baixas forcas de cisalhamento inerentes do tecido
mole, o material exibe um comportamento elastico, capaz de recuperar sua forma
original. Segundo Costa et al. (2013), um preenchedor possui uma boa reologia
quando apoOs sua passagem por uma agulha ou canula se mantém intacto e suas
propriedades reologicas inalteradas.

Embora, a literatura recomende a utilizagdo de agulhas de pequeno calibre
(27G — 30G), para reduzir o desenvolvimento de hematomas, sangramentos, dor,
edema e intercorréncias apds o procedimento de preenchimento; o gel de AH
utilizado deve possuir particulas de dimensdes adequadas para passar por agulhas
finas utilizando uma forga de extrusdo aceitavel. No entanto, a maioria das particulas
dos preenchedores a base de AH sdao maiores do que o didmetro interno das
agulhas e canulas utilizadas corriqueiramente na pratica clinica, sugerindo a
hipétese de que as propriedades fisicas dessas particulas mudam a medida que o
gel passa pela agulha, principalmente em preenchedores a base de AH com
particulas maiores e maior crosslinking (LEE et al., 2020); devido a necessidade de
aplicar uma maior forga no momento da extrusdo do material preenchedor. A bula da
grande maioria de preenchedores a base de AH com alto crosslinking disponiveis no
mercado, preconiza também a utilizacdo de agulhas de 27G e 30G para a
implantacdo deste tipo de AH, porém no estudo de Lee et al. (2020), os autores
observaram mudangas no tamanho das particulas e das propriedades fisicas do gel

a base de AH com alto crosslinked apds passagem por agulhas de 30G. Os autores
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assumiram que as mudancas nos parametros fisicos que determinam as
propriedades reoldgicas do preenchimento a base de AH, como o tamanho de
particula e a quantidade de crosslinked, podem causar desvios no desempenho
clinico deste material. Da mesma forma, no estudo de Frank et al. (2021), os autores
testaram a passagem de gels de AH com alto crosslinked por agulhas de 27G e 30G
e reportaram uma mudanga significativa negativa nas propriedades reoldgicas
destes gels. Os autores recomendam o uso de agulhas de 27G para preenchedores
a base de AH com alto crosslinked.

A literatura tem recomendado o uso de canulas em vez de agulhas nos
procedimentos de preenchimento, para minimizar possiveis perfuragées vasculares
evitando desta forma intercorréncias severas apdés o procedimento de
preenchimento com AH (ROGERIO et al., 2021). Canulas sdo instrumentos com
uma ponta cega, o que significa arredondado, sem corte, e devem ser a primeira
escolha em areas e/ou situagdes em que as propriedades de corte da agulha podem
causar um maior dano tecidual (BRAVO et al., 2021). Nao obstante o uso de uma
canula pode ser considerado mais seguro do que usar uma agulha, a seguranga
absoluta ndo pode ser garantida em injecdes utilizando canulas mesmo em injetores
experientes, pois depende do calibre da canula (canulas maiores sao recomendadas)
(BELEZNAY et al.,, 2015). Da mesma forma que com as agulhas, a bula dos
preenchedores a base de AH com alto crosslinked disponiveis no mercado,
recomendam o uso de canulas mais finas, porém com o didmetro suficiente para néo
se assemelhar a uma agulha. Nesse sentido, diversos calibres de canulas tém sido
recomendados, abrangendo desde canulas de 30G até 27G, sendo os calibres de
27G e 25G os mais recomendados pelas marcas comerciais. Porém, nao existem
estudos avaliando a influéncia do calibre das canulas, nas propriedades reologicas
de AH com alto crosslinked. Desta forma, existe uma necessidade de avaliar a
presenca dessas alteragdes reoldgicas do AH apos passagem por diferentes calibres
de canulas, uma vez que estas alteracbes poderao comprometer os resultados
clinicos esperados assim como a seguranga do material injetado.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho laboratorial foi avaliar as
propriedades reologicas de preenchedores a base de AH com alto crosslinked apos

passagem por canulas de diferentes calibres.
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Abstract

This study aimed to assess alterations in rheological properties of different
commercial Hyaluronic Acid (HA) gels after passage through cannulas of different
size (22G — 25G). Five commercial brands of HA fillers with high crosslinking were
analyzed: Rennova Ultra Deep®, Restylane Lyft®, Ultra Lift — Hialurox®, Belotero
Volume® and E.P.T.Q. 500®. Five syringes of each commercial brand were required
to measure all variables. The rheological characterization of the 5 HA fillers assessed,
was performed using an automated controlled stress rheometer. Fillers were placed
on the plate of the rheometer and analyzed before and after passage through
cannulas of 22-G and 25-G. The rheological analyses were performed three times for
each filler brand and for each cannula size by a researcher blinded to the commercial
brands and not involved in any other part of the study. The data processing was
performed with TRIOS software. For data analysis, the frequencies of 0.1 and 2 Hz
were used. Results showed an increase in G’ and G” as the frequency was increased.
At higher strains, differences in behavior between groups were observed with fillers A,
B, C, and E, exhibiting a cross over between G’and G”, whereas filler D showed no
such distinct cross over. Fillers passed through 25G cannula exhibited the same
characteristics. Additionally, groups B, C, D, and E irrespective of the size of the
cannula, showed no cross over with relatively constant G’ and G” throughout the
frequency range of the experiment. At physiologically relevant settings (0.1 Hz to 2
Hz) cannulas size seem not alter the rheological properties of high crosslink HA fillers.

Keywords: Hyaluronic acid. Crosslink. Fillers.

INTRODUCTION

Hyaluronic acid (HA) is a naturally non-sulfated high molecular weight
glycosaminoglycan that is composed of repeating polymeric disaccharides of D-
glucuronic acid and N-acetyl-D-glucosamine linked via a B (1,4)-glycosidic bond'-.
HA can be found in the adult human body and can be identified in the skin, where it
plays an important role providing constant moisture to the skin through its ability to
bind considerable amounts of water. With aging, there is an increase in the
degradation and a decrease in the synthesis of HA, resulting in the loss of elasticity
and flexibility, leading to the formation of wrinkles and dehydration®*. Due to its
unique biosafety properties, such us biodegradability, biocompatibility, nontoxicity,
bioresorption and nonimmunogenicity, the use of injectable HA fillers has become a
standard treatment procedure for aesthetic facial rejuvenation®8. In addition,
according to the International Society of Aesthetic Plastic Surgery (ISAPS) survey,

the number of aesthetic procedures using HA injectables has increased 20.0% from
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2016 to 20207. Consequently, a wide range of products has also been greatly created
through innovative gel manufacturing technologies?®.

Even though HA fillers products can share the same indications, they present
very different rheologic and physicochemical properties®®. The amount of HA, the
size of the particles and the use of different cross-linking processes (used to prolong
the degradation time of HA fillers in vivo)'®'", have been pointed out to significantly
affect the properties of HA gels that contribute to the esthetic outcomes’?. In addition,
these properties differentiate HA gels functionally and guide clinicians’ selection of
the proper product for an specific clinical need. However, even though the most
suitable HA gel is used for a particular region of the face, the diameter of the needle
or cannula used to inject the gel, could alter its rheologic and physicochemical
properties3. Studies have not reported a consensus about the recommended size of
the needles for HA gels injections since they could diminish and increase specific
complications from this procedure'. Nevertheless, previous published data about HA
gel particle size confirmed that the gel particle sizes are larger than needle sizes'. In
addition, rheological studies have demonstrated changes in gel particle size,
extrusion forces and physical properties after passing the gels through the small-bore
needles (27G — 30G)16.13.17,

Considering that recent literature has recommended the use of cannulas
instead of needles in filling procedures, to minimize possible vascular perforations,
thus avoiding severe complications after the HA filling procedure'®'®, it would be
expected that rheological properties of HA gels could also be altered after passing
specially through smaller size cannulas. Notwithstanding, no previous study has
measured potential changes in rheological properties that may occur after a HA gel
passes through a small-diameter cannula. Therefore, this study aimed to assess if
the rheological properties of different commercial HA gels change after passage
through cannulas of different size (22G — 25G).

METHODS

Materials
A total of 5 commercial brands of HA fillers with high crosslinking were
analyzed. In order to blind the rheological properties assessments, the commercial

labels of the fillers were removed, and each filler was identified by a different color
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and number as follows (Figure 1): a-blue) Rennova Ultra Deep® (Panaxia LTD Bat
Sheva 1, Israel); b-yellow) Restylane Lyft® (Q-Med AB/Galderma, Uppsala, Sweden);
c-green) Ultra Lift — Hialurox® (Termofrio Ltda, Sdo Carlos, Brazil); d-red) Belotero
Volume® (ANTEIS S.A. Genebra, Switzerland), e-orange) E.P.T.Q. 500® (JETEMA
Co., Ltd., Seoul, Korea). Five syringes of each commercial brand were required to
measure all variables. No financial support was received from any of the HA fillers

commercial brands included in the study.

Rheological Test

The rheological characterization of the 5 HA fillers assessed, was performed
using an automated controlled stress rheometer (TA-Instruments AR-1500ex, New
Castle, NE, USA) equipped with a parallel plate geometry (diameter of 40 mm; gap
500 um) at a temperature of 25°C?°. The experiments were performed within the
linear viscoelastic range. The elastic (G’) and viscous (G”) moduli and the proportion
of elastic to viscous moduli (tan &) were determined using the following parameters:
amplitude sweep of 0.01 to 1000% with a fixed frequency of 1 Hz, and frequency
sweep range of 0.1 to 5 Hz. Each filler was placed on the plate of the rheometer and
analyzed before and after passage through cannulas of 22-G and 25-G. The
rheological analyses were performed three times for each HA commercial brand for
each cannula size by a researcher blinded to the commercial brands and not involved
in any other part of the study. The data processing was performed with TRIOS
software (TA-Instruments, New Castle, NE, USA). For data analysis, the frequencies
of 0.1, 0.5 and 2 Hz were used, since it has been suggested that these frequencies

are physiologically relevant for skin and facial indications?'22:23.24,

RESULTS

Data at physiologically relevant settings (0.1 Hz to 2 Hz), showed an increase
in G’ and G” as the frequency was increased (Figures 1 and 2). To summarize,
oscillatory amplitude measurements of fillers passed through the 22G cannula
indicated identical behavior at lower oscillation strains (< 10%) where the storage
modulus was observed to dominate over the loss modulus (Figure 3). At higher
strains (>10%), differences in behavior between groups were observed with fillers A,

B, C, and E, exhibiting a cross over between G’ and G”, whereas filler D showed no
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such distinct cross over. Fillers passed through 25G cannula exhibited the same

characteristics (Figure 4).

Oscillatory frequency measurements of fillers passed through both the cannula

sizes exhibit similar behavior (Figures 5 and 6). Filler A exhibits a dominant storage

modulus, increasing with an increase in angular frequency. More importantly, a cross

over exists at an angular frequency of 10 rad/sec, above which loss modulus is seen

to dominate for the duration of the experiment. All other groups, irrespective of the

size of the cannula, showed no such cross over with relatively constant G’ and G”

throughout the frequency range of the experiment. Complex moduli of all groups

passed through both cannula sizes were seen to reduce corresponding to an

increase in angular frequency.
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Figure 6

Figure 6. Oscillatory frequency measurements of fiIIersMBgsvsed through cannula 25G

DISCUSSION

Injectable HA fillers have become the gold standard for aesthetic facial
rejuvenation. This has led to research and development of a wide range of products
aimed at improving the treatment of such conditions'®. However, this variety has
caused a paucity in data pertaining to the rheological behavior of the fillers and their
comparison under the same testing conditions. This study aimed at analyzing the
rheological behavior of 5 such commercially available fillers after passage through
small diameter cannulas.

In the process of rheological characterization of a viscoelastic material, the
relationship between its mechanical properties and strain rate have been well
established — with the overall modulus of the system expected to increase with an
increase in strain rate/rate of loading®®. The materials presented in this study were
seen to behave similarly due to the apparent increase in G’ and G” with an increase
in both strain amplitude applied in unit time, and frequency.

Measuring the strain amplitude dependence of G’ and G” has been noted in
literature to be a preferred first step in characterizing such viscoelastic behavior?’. It
is expected that a strain sweep test would establish the extent of the linearity of the

material under a load. In this study, the strain sweep measurements indicated a
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linear behavior upto 10% strain irrespective of the cannula size used. The rheological
properties of a viscoelastic material were seen to be independent of strain up to this
critical value of 10%. Beyond the critical strain, the material’s behavior was observed
to be non-linear. This was seen as a decline in the storage modulus. Below 10%
strain, the structure was intact, and the material behaved like a solid indicating that
the material is highly structured, with G’>G”. Increasing the strain above the critical
strain was seen to have disrupted this network structure for the duration of the
experiment in fillers A, B, C and E, indicating more fluid like behavior at high strain
rates (G">G’). Group D, however, did present a decrease in G’, but did not exhibit a
cross over between G’ and G” hinting towards only a partial disruption of the structure
even at high strain amplitudes. This could be attributed to its particle size and
different molecular weight.

In a frequency sweep, measurements are generally made over a range of
oscillation frequencies at a constant oscillation amplitude and temperature®. Below
the critical strain, the elastic modulus G’ is nearly independent of frequency, due to
behavior like a structured or solid-like material. On the contrary, if the frequency
dependence of storage modulus is greater, the material is more fluid-like. In the case
of the 5 fillers presented in this study, fillers B, C, D and E presented more solid-like
behavior with G’ being maintained relatively constant over the range of applied
frequencies. G’ of filler A on the other hand, exhibited a change of one order of
magnitude between the start and end of the experiment highlighting predominantly
fluid-like behavior.

While the experiments highlight critical aspects of rheological behavior of the
fillers, it is vital to identify a particular filler that remains solid-like after passing
through cannulas for volumize the tissues undergoing the treatment 26. The 5 high
crosslink fillers used in this study do present such desirable solid-like, volumizing
behavior. However, for a majority of fillers, this was seen to be true only at low
frequencies/strain amplitudes. filler D presented predominantly solid-like behavior
even at high frequencies and strain amplitudes without completely losing its structure
indicating its ability to be pushed out of a cannula at a variety of physiologically
relevant frequencies?’. It is expected from rheological evaluation that filler D has the
potential to withstand its shape after extrusion, but this would have to be confirmed

with extensive follow-up studies.
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Even though our results could not be extrapolated entirely to the clinical
practice, some clinical considerations could be done. As all the HA fillers assessed in
the present study were of high crosslink, it is expected that they behave as a solid
filler after a stress in order to volumize and restructure some regions of the face,
which are the main indications of these types of fillers. Therefore, the rheological
properties of most of the assessed fillers indicated identical behavior at lower
oscillation strains (physiological strains) after passing through both cannulas,
maintaining their solid behavior. Also, it is important to consider the use of cannulas
instead of needles for these indications, since it was demonstrated that high
crosslinked HA fillers loss their rheological properties after passing through small
needles size (27G-30G)'022,

CONCLUSION

Based on our findings, it can be concluded that at physiologically relevant
settings for face tissues, the cannulas size seems not alter the rheological properties

of high crosslink HA fillers.
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados do nosso estudo sdo de extrema importancia, uma vez que o0s
preenchedores de AH oferecidos no mercado para uma indicagao especifica,
parecem ser semelhantes; porém, as suas caracteristicas fisicas, reologicas e os
métodos de fabricagdo ndo sdo. Desta forma, € necessario o conhecimento e
entendimento das propriedades fisicas e reoldgicas de cada preenchedor de AH,
assim como a interagcdo com os tecidos nos quais foram implantados.

Ademais, estudos avaliando as propriedades reoldgicas de diferentes marcas
de AH possibilitam que os pesquisadores e clinicos entendam como este material
reage sob estresse mecanico durante a aplicagao ou apds a implantagao do produto,
tanto a curto como a longo prazo. Consequentemente, a reologia pode ajudar os
profissionais a selecionarem o produto adequado, seu plano de inser¢cao e a
indicagao para cada regiao facial.

Finalmente, devemos mencionar que um preenchedor deve possuir
propriedades reoldgicas apropriadas que determinem sua eficacia na aplicabilidade
clinica. Eles devem apresentar viscosidade, sendo capazes de se deformar
suficientemente no ato de ser injetado, quando submetido a um estresse, e
elasticidade para recuperar sua forma original, apds sua extrusdao pela canula.
Portanto, um AH ideal deve ser viscoelastico. Desta forma, o nosso estudo
proporciona informagdes importantes sobre quais marcas disponiveis no mercado
apresentam preenchedores de alto crosslink com propriedades reoldgicos

semelhantes as do preenchedor de AH idea
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4 RELEVANCIA E IMPACTO DO TRABALHO PARA A SOCIEDADE

O presente trabalho esclarece o profissional injetor sobre as alteracdes
reologicas que podem ocorrer em preenchedores a base de AH, apds passagem por
canulas de diferentes calibres. Os nossos resultados, ajudardo ao clinico na tomada
de decisao sobre qual produto e canula deve ser utilizado para determinada area,
diminuindo assim os riscos de intercorréncias e o custo de tratamento com a

otimizagdo da quantidade utilizada dos preenchedores.
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