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Wplyw temperatury
na rozne wypeitniacze
na bazie kwasu hialuronowego

Pawet Kubik, Wojciech Gruszczynski

Nadzdr naukowy: dr hab. n. med. Jerzy Jankau, kierownik Kliniki Chirurgii Plastycznej Gdariskiego Uniwersytetu

Medycznego

Streszczenie

Liczne wypelniacze na bazie kwasu hialuronowego (HA) wy-
daja sie mie¢ podobne wtasciwosci, chociaz ich wlasciwosci
dotyczace reologii, lepkosprezystoéci, odpornosci termicz-
nej réznia si¢ na wiele sposobéw. Znajomo$¢ odpornosci
na degradacje ciepln jest istotna w perspektywie nastepuja-
cego po sobie uzywania r6znych technik zabiegowych, w tym
opartych na emisji energii prowadzacej do podgrzania tkanek.
Celem pracy byto okreslenie whasciwosci zeli HA pod wzgle-
dem odpornosci na ciepto. Do badania zakwalifikowano 5 ro-
dzajéw wypetniaczy na bazie HA. Badano odporno$¢ in vitro
na degradacje cieplna. Wypelniacz zelowy HA-PEG 28 mg/ml
wykazywat wiekszg odporno$¢ na ciepto w poréwnaniu z wy-
petniaczami zelowymi BDDE 20 mg/ml i 25 mg/ml. HA-PEG
28 mg/ml wykazywat w obu testach (Celltibator z/bez obrotu
1 autoklawu) wieksza odpornosé na ciepto pod wzgledem de-
formacji / degradacji termicznej i zmiany pola powierzchni.
Nie zaobserwowano korelacji pomiedzy stezeniem HA w pro-
dukcie a jego odpornoscia na dziatanie temperatury.

Stowa kluczowe: wypetniacze na bazie kwasu hialuronowe-
go, hydrozele, degradacja cieplna.

Wprowadzenie

Odmtadzanie twarzy za pomoca wypelniaczy
na bazie kwasu hialuronowego (HA) to bezpieczna
i skuteczna procedura estetyczna dla pacjentéw pra-
gnacych zachowa¢ mlody wyglad. Liczba niechi-
rurgicznych procedur z uzyciem wypelniaczy
HA wzrosta do prawie 3 mln rocznie na catym
$wiecie [1]. Ich przewaga wynika z natychmiasto-
wego efektu estetycznego i stosunkowo krotkiego
czasu regeneracji [2, 3]. Bezpieczenstwo wypetnia-
czy tkanek miekkich opartych na HA wynika z ich
wlasciwosci biokompatybilnosci i odwracalnosci.
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Summary

Numerous hyaluronic acid (HA) fillers seem to have similar
characteristics, although their properties regarding rheolo-
gy, viscoelasticity, heat resistance are different in many ways.
The resistance heat degradation is an important factor with
the sequential use of hyaluronic acid fillers and energy-based
devices.

Our objective was to determine the characteristics of HA gels
in terms of heat resistance. 5 types of HA fillers were chosen
for this research. The 28 mg/ml HA-PEG gel filler demonstra-
ted higher resistance to heat than the 20 mg/ml and 25 mg/
ml BDDE gel fillers. In both tests (Celltibator with/without
rotation and autoclave) the 28 mg/ml HA-PEG showed higher
resistance to heat in terms of deformation / thermal degrada-
tion and change of surface area. No correlation was observed
between the concentration of hyaluronic acid in the product
and its resistance to temperature.

Keywords: hyaluronic acid based fillers, hydrogels, thermal
degradation.

Rodzaj i gestos¢ sieciowania HA, a takze technolo-
gla wytwarzania moga wpltywac¢ nie tylko na trwa-
los¢ in vivo, ale takze na profil bezpieczenstwa
wypetniaczy.

W ostatnich latach na rynek wprowadzono kilka
rodzajow czynnikow sieciujacych [6]: eter diglicy-
dylowy 1,4-butanodiolu (BDDE); 1,2,7,8-diepoksyoktan
(DEO), sulfon diwinylu (DVS); heksametylenodiamina
(HMDA) i eter diglicydylowy glikolu polietylenowego
(PEGDE) [7]. Ostatnio wprowadzono hydrozel HA
usieciowany glikolem polietylenowym (PEG) [6, 8, 9.
Glowna role w okreslaniu wilasciwosci  fizycznych
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i chemicznych, w tym wlasciwosci reologicznych i pecz-
nienia hydrozelu [4-6], ktére pehnig istotng funkcje
w zastosowaniach klinicznych, odgrywaja parametry
sieciowania [5].

Material i metody

Materiat

Do badania zakwalifikowano 5 rodzajéow wypel-
niaczy na bazie HA wybranych sposréd najpopu-
larniejszych na rynku produktéw do tymczasowej
korekty wrodzonych i nabytych deficytow tkanek
miekkich twarzy poprzez wstrzykniecie srédskorne
lub podskorne: 20 mg/ml HA-BDDE, 20 mg/ml
HA-BDDE, 20 mg/ml HA-BDDE, 25 mg/ml HA-
-BDDE i 28 mg/ml HA-PEG. Kazdorazowo byty to
preparaty o najwyzszej lepkosprezystosci z oferty
kazdego z producentow.

Metody

Badano odpornos¢ in vitro na degradacje
cieplng przy uzyciu urzadzenia Celltibator GT
(Medikan Co. Ltd, Seul, Rep. Korei) i autoklawu
(Medotti 22L Pro, Polska). Wszystkie probki wy-
pelniaczy HA (po 0,3 ml) umieszczono na szalkach
Petriego i w autoklawie na 10 min w temperaturze
72,4°C. Prébki: 20 mg/ml HA-BDDE, 25 mg/ml
HA-BDDE oraz 28 mg/ml HA-PEG (kazda 0,3 ml)
umieszczono w Celltibatorze na 10 min w tempe-
raturze 55,2°C bez wirowania oraz z wirowaniem
30 rpm. Odwirowanie zastosowano do nasladowa-
nia zachowania wypetniaczy w warunkach sit dzia-
tajacych na nie w tkance (naprezenia pod wpltywem
mimiki, ¢wiczen itp.).

Temperatury podczas tego testu odpowiadaty
powszechnie stosowanym urzgdzeniom na bazie
ciepta: o czestotliwosci radiowej (ok. 45°C), na pod-
czerwien (ok. 55-65°C) i HIFU (ok. 70-75°C). Przed
i po kazdym badaniu wykonano zdjecia prébek.
Degradacje cieplng probek HA mierzono, porow-
nujac (przed i po) zmiany pola powierzchni prébek
na szalkach Petriego (na papierze milimetrowym).

Kazda procedure badawcza udokumentowano
zdjeciami przed i po jej przeprowadzeniu.

Autoklaw

Wszystkie probki wypelniaczy HA do tymczaso-
wej korekty wrodzonych i nabytych niedoborow tka-
nek miekkich twarzy poprzez wstrzykniecie srod-
skorne lub podskorne (20 mg/ml HA-BDDE, 20 mg/
ml HA-BDDE, 20 mg/ml HA-BDDE, 25 mg/ml HA-
-BDDE, 28 mg/ml HA-PEG) umieszczono na szal-
kach Petriego (po 0,3 ml na kazdej) i w autoklawie
na 10 min w temperaturze 72,4°C (ryc. 1).

Celltibator bez wirowania

3 probki wypetniaczy HA o najlepszych rezulta-
tach w tescie z uzyciem autoklawu (20 mg/ml HA-
-BDDE, 25 mg/ml HA-BDDE, 28 mg/ml zel HA-PEG,
po 0,3 ml kazda) umieszczono na ptytkach Petriego
i w Celltibatorze na 10 min w temperaturze 55,2°C
bez wirowania (ryc. 2).

Celltibator z wirowaniem

2 probki wypetniaczy HA o najlepszych rezul-
tatach w tescie z uzyciem Celltibatora bez wirowa-
nia (20 mg/ml HA-BDDE oraz 28 mg/ml HA-PEG,

Rycina 2. Prébki 20 mg/ml HA-BDDE; 25 mg/ml HA-
-BDDE i 28 mg/ml HA-PEG (po 0,3 ml kazda) przed testem
ogrzewania w Celltibatorze. Zrédlo: materiaty wtasne

Rycina 3. Prébki HA-BDDE 20 mg/ml i HA-PEG 28 mg/ml
(po 0,3 ml kazda) przed ogrzewaniem i wirowaniemw Cell-
tibatorze. Zrédlo: materialy wlasne
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po 0,3 ml kazda) umieszczono na szalkach Pe-
triego i w Celltibatorze na 10 min w temperaturze
55,2°C z wirowaniem 30 rpm (ryc. 3). Poniewaz nie
bylo znaczacej degradacji zelu 28 mg/ml HA-PEG,
preparat ten wybrano do dodatkowego testu.
Probke 28 mg/ml HA-PEG odwrécono do gory no-
gami i pozostawiono na kolejne 10 min ze zwigk-
szong liczba wirowan (6o rpm), aby sprawdzic, jak
sie zachowa w bardziej ekstremalnych warunkach.

Wyniki

Wszystkie probki wypetniaczy HA po 10 min
w autoklawie w temperaturze 72,4°C wykaza-
ty zmiany pola powierzchni (tab. 1, ryc. 4). Nie
wykazano korelacji pomiedzy stezeniem HA
w probkach a rezultatem testu. Zmiana po-
wierzchni zeli usieciowanych BDDE wystepo-

wala w zakresie 4,1-18,0% w poréwnaniu z HA-
-PEG 3,6%.

Tabela 1. Wyniki ogrzewania prébek HA; autoklaw -
10 min, 72,4°C. Zrédlo: materiaty wtasne

Przed [cm?] Po [cm?] [%]
25 mg/ml BDDE 1,0 1,06 +6,0
20 mg/ml BDDE | 1,364 1,610 +18,0
20 mg/ml BDDE II 1,224 1,275 +4,1
20 mg/ml BDDE III 1,265 1,345 +6,3
28 mg/ml PEG 1,321 1,368 +3,6
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Do kolejnego testu (ogrzewanie w stymulatorze
komoérkowym Celltibator z wirowaniem) wybrano:

e zel 20 mg/ml BDDE I z testu ogrzewania w sty-
mulatorze komérkowym Celltibator bez wirowa-
nia - jako najlepszy rezultat sposréd zeli BDDE
(na potrzeby kolejnego testu nadal oznaczony
jako 20 mg/ml BDDE I) (ryc. 8);

e zel 28 mg/ml PEG - jedyny zel PEG w tescie
z uwagi na wynik proby w stymulatorze komor-
kowym Celltibator bez wirowania oraz odmienny
sposdb sieciowania (ryc. 9).

W przypadku testu taczonego - ogrzewania i wi-
rowania - dla probki 20 mg/ml zelu HA-BDDE de-
gradacja wyniosta +29% w stosunku do rezultatu dla
probki 28 mg/ml HA-PEG na poziomie +4,3%.

Z uwagi na najlepszy rezultat uzyskany zarow-
no w tescie przy uzyciu autoklawu, jak i w testach
z uzyciem Celltibatora bez wirowania oraz z wi-
rowaniem postanowiono poddac¢ probke 28 mg/
ml HA-PEG dodatkowemu testowi polegajacemu
na odwroceniu szalki o 180° oraz zwiekszeniu ilo-
$ci obrotéw do 60 rpm przez 10 min. Dodatkowe
ogrzewanie i wirowanie zelu HA-PEG 28 mg/ml
nie zmieniato ksztattu, pola ani wlasciwosci zelu

(tab. 3).

Tabela 3. Wyniki ogrzewania i wirowania prébek HA:
20 mg/ml HA-BDDE i 28 mg/ml HA-PEG. Zrédto: ma-
teriaty wlasne

Do kolejnego testu (ogrzewanie w stymulatorze
komorkowym Celltibator bez wirowania) wybrano:
e zel 20 mg/ml BDDE II - jako najlepszy sposrod

zeli BDDE (na potrzeby kolejnego testu oznaczo-

no go jako 20 mg/ml BDDE I) (ryc. 5);

e zel 25 mg/ml BDDE - drugi najlepszy sposrod
zeli BDDE (na potrzeby kolejnego testu oznaczo-
ny jako 25 mg/ml BDDE II) (ryc. 6);

e zel 28 mg/ml PEG - jedyny zel PEG w tescie
z uwagi na wynik proby z autoklawem oraz od-
mienny sposob sieciowania (ryc. 7).

Podczas testu w Celltibatorze bez wirowania za-
obserwowano zmiane pola powierzchni probek zeli
sieciowanych BDDE, za$ zel sieciowany PEG nie
zmienit pola powierzchni (tab. 2).

Tabela 2. Wyniki ogrzewania probek HA: 20 mg/ml
HA-BDDE, 25 mg/ml HA-BDDE, 28 mg/ml HA-PEG;
Celltibator bez wirowania. Zrédto: materiaty wtasne

Przed [cm?] Po [cm?] [%]
20 mg/ml BDDE I 1,663 1,715 +3,1
25 mg/ml BDDE II 1,142 1,188 +4,0
28 mg/ml PEG 1,502 1,502 +0,0
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Przed [cm?] Po [cm?] [%]
20 mg/ml BDDET | 1,155 1,50 +29,0
28 mg/ml PEG 1,309 1,366 +4,3
Dodatkowe 10 min, 60 rpm, 55,2°C
28 mg/ml PEG ‘ 1,366 1,366 +0,0
Dyskusja

W niniejszym badaniu wykazano, ze wybdr wy-
pelniacza tkankowego do protokoléow leczenia
kombinowanego: wypelniacze + urzadzenia
oparte na emisji energii (EBD) moze by¢ klu-
czowym czynnikiem w osiggnieciu naturalnie
wygladajacego, dlugotrwalego, pozadanego
efektu estetycznego. Wypelniacze HA w pola-
czeniu z EBD s3 czesto stosowane sekwencyjnie
podczas tej samej procedury lub w nastepujacych
po sobie wizytach, jednak w niektérych przypad-
kach moze to spowodowac uszkodzenie termiczne
wypelniaczy na bazie HA.

Poniewaz ogromna liczba pacjentéw zaintereso-
wanych leczeniem EBD byla wczesniej poddawana
zabiegom wypelniaczy HA, autorzy uwazaja, ze bar-
dzo wazne jest wybranie produktu najbardziej
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Rycina 5. Zdjecia przed i po: zel 20 mg/ml HA-BDDE;  Rycina 6. Zdjecia przed i po: zel 25 mg/ml HA-BDDE;
Celltibator bez wirowania- 10 min, 55,2°C. Zrédlo: ma-  Celltibator bez wirowania — 10 min, 55,2°C. Zrédto: ma-
teriaty wlasne teriaty wlasne

Rycina 7. Zdjgcia przed i po: zel 28 mg/ml HA-PEG; Cell-  Rycina 8. Zdjecia przed i po: zel 20 mg/ml HA-BDDE;
tibator bez wirowania - 10 min, 55,2°C. Zrédto: materia-  Celltibator - 10 min, 55,2°C, 30 rpm. Zrédlo: materialy
ty wlasne wlasne

e

Rycina 9. Zdj¢cia przed i po: zel 28mg/ml HA-PEG; Celltibator - 10 min, 55,2°C, 30 rpm oraz 10 min, 55,2°C, 60 rpm.
Zrédlo: materialy wlasne
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odpornego na dzialanie temperatury. Tempera-
tura tkanek podczas zabiegéw EBD waha sie w grani-
cach 45-70°C, a twarz nie jest nieruchoma. Wiedzac
to, postanowiono sprawdzic¢ in vitro, w jaki sposdb
najpopularniejsze wypetniacze na rynku beda dzia-
ta¢ w temperaturze 55-70°C, réowniez w warunkach
naprezen dzialajacych na nie sit.

W badaniu tym w bardzo podstawowy spo-
sob oceniono odporno$¢ na ciepto 5 hydrozeli
HA réznigcych sie zawartosciag HA oraz rodzajem
i stezeniem s$rodka sieciujacego. Celem badania
byla ocena in vitro, w jaki sposob wilasciwosci
wypetniacza moga wptywa¢ na odpornosc ter-
miczng produktu, a w konsekwencji czas trwania
implantu stosowanego wraz z EBD. Nie znalezio-
no korelacji miedzy stezeniem HA w produk-
tach a odpornoscia na ciepto. Zaobserwowa-
no réoznice miedzy dwoma rodzajami srodkow
sieciujacych.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze wszystkie badane
produkty byty wrazliwe na degradacje cieplng, ale
procent degradacji uzyskany w warunkach eks-
perymentalnych byl znacznie nizszy dla wypel-
niacza HA-PEG i moze prowadzi¢ do wniosku,
ze byl zalezny od $rodka sieciujacego. W szcze-
golnosci zastosowanie PEG jako srodka sieciujacego
jest innowacja w dziedzinie biomedycyny i stano-
wi zachete do badania pegylowanych wypetniaczy
w celu zbadania ich zachowania w obecnosci ciepta
pod katem poprawy stabilnosci i zachowanej bio-
kompatybilnosci w przypadku stosowania razem
z EBD. Wypetniacz stosowany razem z EBD powi-
nien cechowac¢ sie dlugoterminowa stabilnoscia,
ale jednocze$nie plastycznoscia i powinien by¢
biokompatybilny.

Podsumowujac, znaleziono korelacje miedzy ty-
pem s$rodka sieciujacego a odpornoscia na degrada-
cje cieplng, ale ze wzgledu na ograniczenia badan
konieczne s3 dalsze prace.
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Whnioski

Wyniki badania moga dostarczy¢ dowoddow
na skutecznos¢ kliniczng wypelniaczy HA sie-
ciowanych przy uzyciu PEG stosowanych wraz
z urzadzeniami emitujacymi ciepto do odmia-
dzania twarzy. Podsumowujac wyniki, mozna
stwierdzi¢, Zze odpornosc¢ na ciepto wypelniaczy HA
zalezy od $rodka sieciujacego, zas wybor wypetniaczy
tkankowych jest kluczowy w przypadku zastosowa-
nia IR, RF, HIFU lub innego urzadzenia emitujacego
cieplo nad wprowadzonym wypetniaczem. Chociaz
badanie przeprowadzono w bardzo prosty sposob,
wyniki s3 obiecujace. Zwiekszong odpornos¢ ter-
miczng pegylowanych wypelniaczy HA na skore na-
lezy poddac dalszym testom, w szczeg6lnosci in vivo.

Kontakt do autoréw:
pawel.kubik@me.com.
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