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Avaliacéo histopatologica dos efeitos imediatos e tardios provocados por lipdlise
enzimatica a base de deoxicolato de sodio manipulado no tecido subcutaneo de

ratos

RESUMO

INTRODUCAO: O deoxicolato de s6dio vem sendo muito utilizado para dissolucéo enzimatica
do compartimento de gordura submentual, sendo o Kybella® o produto padrdo ouro utilizado
mundialmente. Entretanto, paises como o Brasil ndo autorizaram importacdo e uso do Kybella®
em territorio nacional, 0 que abriu precedentes para laboratérios de manipulacdo produzirem e
comercializarem o deoxicolato de sddio a 1% para 0 mesmo objetivo.

OBJETIVOS: Avaliar a eficacia e possiveis efeitos colaterais imediatos e tardios produzidos por
repetidas injecdes subcutaneas de deoxicolato de sodio 1% do laboratério brasileiro BIOMETIL
no tecido subcutaneo de ratos, bem como avaliar se ha similaridades de resultados quando
comparado com estudos prévios que analisaram o comportamento do Kybella.
METODOLOGIA: Foram tratados 50 ratos Wistar machos divididos em dois grupos de 25
animais. Grupo controle para qual foi administrada solucdo salina estéril a 15mg/kg e grupo e
grupo tratado, que recebeu injecfes subcutaneas de deoxicolato de sédio 1% a 15mg/kg do
laboratério BIOMETIL. Os dois grupos receberam 3 doses das substancias com intervalo de 7
dias entre cada sessdo e foram eutanasiados 24hrs, 7 dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias ap6s a ultima
aplicacdo. Amostras do tecido injetado foram retiradas, fixadas em formol, incluidas em paraplast
, seccionadas a 5 um e coradas com hematoxilina e eosina. Foram realizadas analises
histoldgicas, avaliando presenca de necrose tecidual, processo inflamatério e fibrose, morfologia
e namero de adipdcitos.

CONCLUSAO: O desoxicolato de s6dio 1 % Biometil apresentou efeitos adversos semelhantes
aos apresentados por Kybella em seus estudos histoldgicos, causando inflamacéo local intensa
com remisséo gradativa ao longo do tempo, levando a lise celular e necrose de tecido adiposo,
diminuigdo do didmetro e do nimero de adipocitos.Como efeito colateral foi observado presenca

de alopecia focal nos grupos tratados.

Palavras-chave: lipolise, acido deoxicolico, gordura submentual



Histopathological evaluation of the immediate and late effects caused by
enzymatic lipolysis using a compounded sodium deoxycholate solution in the

subcutaneous tissue of rats

ABSTRACT

BACKGROUND: Sodium deoxycholate has been widely used for enzymatic dissolution of the
submental fat compartment, and Kybella® is the gold standard product used worldwide.
However, countries like Brazil did not authorize the importation and use of Kybella® in
national territory, which opened precedents for manipulation laboratories to produce and
market 1% sodium deoxycholate for the same purpose.

OBJECTIVES: To evaluate the efficacy and possible immediate and late side effects produced
by repeated subcutaneous injections of 1% sodium deoxycholate from the Brazilian laboratory
BIOMETIL in the subcutaneous tissue of rats, as well as to assess whether there are similarities
in results when compared to previous studies that analyzed the behavior from Kybella.
METHODS: 50 male Wistar rats divided into two groups of 25 animals were treated. A control
group to which 15mg/kg of sterile saline solution was administered and a treated group, which
received subcutaneous injections of 1% sodium deoxycholate at 15mg/kg from the BIOMETIL
laboratory. Both groups received 3 doses of substances with an interval of 7 days between each
session and were euthanized 24hrs, 7 days, 30 days, 60 days and 90 days after the last
application. Samples of the injected tissue were removed, fixed in formalin, embedded in
paraplast, sectioned at 5 um and stained with hematoxylin and eosin. Histological analyzes
were performed, evaluating the presence of tissue necrosis, inflammatory process and fibrosis,
morphology and number of adipocytes.

CONCLUSION: Biometil sodium deoxycholate 1% presented adverse effects similar to those
presented by Kybella in its histological studies, causing intense local inflammation with gradual
remission over time, leading to cell lysis and adipose tissue necrosis, reduction in diameter and
number of adipocytes. As a side effect, the presence of focal alopecia was observed in the

treated groups.

Keywords: lipolysis, deoxycholic acid, submental fat
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INTRODUCAO

Profissionais da salde vivenciam um notavel aumento na procura por procedimentos
estéticos faciais, com demanda crescente por procedimentos pouco invasivos. Dentre as queixas
mais frequentes estd o acumulo de gordura na regido submentoniana (GSM), que possui
alternativas de tratamento bem distintas, envolvendo grandes cirurgias ou, mais recentemente
praticado, injecBes subcutanea de farmacos com propriedades lipoliticas, com destaque para o
acido desoxicdlico, mundialmente utilizado e conhecido pela marca Kybella.

O 4cido desoxicoélico (AD) ¢ um acido biliar secundario, responsavel por solubilizar e
emulsionar a gordura proveniente da dieta no intestino. Devido as suas propriedades lipoliticas,
sua administracdo exogena leva a lise da membrana celular dos adipdcitos no tecido adiposo.
Esse sal biliar vem sendo utilizado clinicamente com o objetivo de diminuir pequenos depositos
de gordura subcutinea e melhorar o contorno facial/corporal, sendo considerado uma
alternativa, mais econdmica e mais segura, do que procedimentos cirirgicos invasivos, como a
liposuccdo (ROTUNDA et al., 2004).

Subsequentemente a aplicacao do acido desoxicélico inicia-se o processo de destruigdo
das células adiposas, o que provoca uma reagdo inflamatoria tecidual local que resulta na
infiltracdo de fibroblastos, aumento da producdo localizada de colageno e recrutamento de
macrofagos para eliminar lipidios e detritos celulares (HUMPHREY, 2016).

Com o aumento da aplicagdo clinica do uso de AD, relatos de efeitos colaterais vem
sendo documentados. Processo inflamatorio, eritema, edema, sensagdo de queimadura sdo
apontados como efeitos agudos mais comuns, com duracao de poucas horas. Efeitos colaterais
adicionais como sensibilidade local, equimose e parestesia costumam desaparecer em poucos
dias ou semanas. No entanto, existem casos de maior persisténcia, incluindo a formacao de
nddulos com remissdo apos diversas semanas bem como a ocorréncia clinica de alopécia focal
em barba (FAGIEN et al., 2016; GRADY et al,, 2017, SOUYOUL, 2012; SACHDEV et al.,
2018; MCKAY et al., 2018; BLANDFORD et al., 2018)

Estudo recente (EL-Gowelli et al., 2016) questiona a seguranga a longo prazo na
utilizacdo dessas substancia na técnica de lipélise por injecdo, uma vez que alem de inflamacéo
local, degenerac@o neuromuscular tem sido observada em animais experimentais.

Em um estudo realizado através de biopsias de tecido humano injetado, realizado por
Walker et al. (2020), os autores demonstraram que as alteragdes histologicas mais comumente

observadas um dia apds a inje¢do estdo presentes na camada subcutanea, onde observaram lise



de adipdcitos, lesdes vasculares, inflamag¢do neutrofilica e lise dos neutrofilos presentes
localmente. No terceiro dia apds o procedimento, a inflamacao foi reduzida em relagdo ao dia
1 e observou-se a formacao de hemorragia e de lago lipidico (nos grupos com injegdes de
concentracdes mais elevadas). As amostras do dia 7 exibiram adipocitolise proeminente,
inflamacao moderada, macrofagos carregados de lipidios nos septos e reparo de lesdo vascular.
No dia 28, a inflamagdo foi amplamente resolvida e as caracteristicas proeminentes foram
espessamento septal (indicativo de neocolagénese), neovascularizacao e atrofia dos 16bulos de
gordura.

A dissolucao enzimatica de tecido gorduroso da face e da regido submentual, a partir da
injecdo subcutinea de AD, vem sendo utilizada nos EUA e Canadd, com licenca da FDA (Food
and Drugs Administration), desde 2015. O produto de nome comercial Kybella®, é fabricado
pelo laboratério Kythera Biopharmaceuticals® (FAGIEN et al., 2016).

No Brasil a importagdo de Kybella ainda ¢ proibida pela ANVISA, entretanto,
laboratorios de manipulagao brasileiros comercializam solugdes do acido desoxicoélico e seu
sal, o deoxicolato de sodio (DS). O presente estudo visa compreender os mecanismos de agao
do produto disponivel nacionalmente para o procedimento de lipdlise enzimatica do
compartimento de gordura submentual, bem como avaliar a eficdcia do efeito lipolitico e

possiveis eventos adversos relacionados a administragcdo deste farmaco em tecido subcutane.

METODOLOGIA

Animais: foram utilizados 50 ratos machos, Wistar, com idade incial de 90 dias, fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE. Os animais
foram adaptados e mantidos no Biotério Setorial Multiusuérios do Laboratério de Fisiologia
Enddcrina e Metabolismo - LAFEM, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saide — CCBS-,
Universidade Estadual do Oeste do Parand, UNIOESTE, Cascavel-PR.

Grupos experimentais: os animais foram separados em dois grupos experimentais: Grupo
Controle (n= 25 animais): os quais receberam inje¢des subcutaneas em regido de prega ingnal
de solucdo salina, sendo 3 doses com intervalo de 7 dias entre cada dose e Grupo DS (n=25
animais), nos quais foram realizadas 3 injeg¢des subcutineas de deoxicolato de sodio 1%, na
dose de 15 mg/kg (dose convertida para os animais da dosagem sugerida para humanos, como

descrito por Won TJ et al., 2013), com intervalo de 7 dias entre cada dose. O deoxicolato de



sodio 1% foi adquirido do laboratério de manipulacdo Biometi

10mg/ml.

Tabela 1: Resumo do delineamento experimental e do cronograma de eutanasia dos animais

experimentais dos grupos control (GC) e tratado (GDS).

1®

, em embalagens contendo

Grupo Nuamero de Tempo apés a Objetivo da Analise
animais ultima aplicacgio
eutanasiados
GC-24 (3 aplicacoes 5 24hrs Efeito imediato
solucao salina estéril)
GC-7 (3 aplicacdes 5 7 Efeito agudo
solucado salina estéril)
GC-30 (3 aplicagoes 5 30 Efeito Cronico
solucao salina estéril)
GC-60 (3 aplicagdes 5 60 Persisténcia ou
solucao salina estéril) remissao dos efeitos
cronicos
GC-90 (3 aplicagoes 5 90 Persisténcia ou
solucao salina estéril) remissao dos efeitos
cronicos
GDS-24 (3 aplicagdes de 5 24hrs Efeito imediato
DS a 1%)
GDS-7 (3 aplicdes de DS 5 7 Efeito agudo
a 1%)
GDS-30 (3 aplicdes de DS 5 30 Efeito Cronico
a 1%)
GDS-60 (3 aplicagdes de 5 60 Persisténcia ou

DS a 1%)

remissao dos efeitos

cronicos
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GDS-90 (3 aplicagdes de 5 90 Persisténcia ou
DS a 1%) remissdo dos efeitos
cronicos

A eutanasia dos animais foi realizada utilizando dose excessiva de anestésico (ketamina
150 mg/Kg e xilazina 30mg/Kg) por via intraperitoneal. Amostras do tecido subcutaneo do local
das injecdes foi coletada, fixada em formalina tamponada e posteriormente incluidas em

paraplast, cortadas a 7 um de espessura e coradas com hematoxilina e eosina.

Numero e morfometria dos adipdcitos: foram avaliados 10 campos microscopicos por
animal, na objetiva de 10x. Em cada campo foi realizada a contagem do numero total de
adipdcitos € a mensuragao do diametro de 20 adipocitos (total de 200 medigdes/animal),
escolhidos aleatoriamente. A analise morfométrica foi realizada utilizando o software Image-
Pro® Plus versdao 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Os valores obtidos foram

expressos em médios = DP.

Analise estatistica: os resultados das analises morfométricas (contagem e didmetro de células),
forma expressos em média = DP. Para a comparagdo dos resultados entre os grupos
experimentais, para cada periodo de observagdo, foi realizado, dependendo da natureza da
distribui¢do dos dados, o testes t de Student ou teste de Mann-Whitney. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas no

programa Instat (versdo 3.0; GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

1. Aspecto macroscopico da pele dos animais, no local das injecbes no momento da

eutanasia

A figura 1 mostra o aspecto macroscépico da pele dos animais no local das injecoes.
Nas datas previstas para eutanasia 24h, 7 dias, 30, 60 e 90 dias ap0s as injecdes de salina
(controle) e deoxicolato de sodio (grupo DS) foi observado que os animais tratados com
deoxicolato de sddio apresentaram regides com queda pelos (figuras B, D, F, H e J) nos locais

das aplicacGes, fato este que ndo foi observado nos animais do grupo controle (figuras A, C,
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Figura 1: Aspecto macroscopico da pele dos animais eutanaziados 24h (figuras A e B), 7 dias (figuras C e

D), 30 dias (E e F),60 dias (G e H) e 90 dias (I e J) ap6s as injecdes de salina (grupo controle: figuras A,C,.E,G e

1) e deoxicolato de sédio (grupo DS: figuras B, D,F,H e J). Note as regides com evidente queda de pelos (setas).

2. Anélise histologica descritiva

O tecido adiposo subcutaneo dos animais do grupo controle apresentaram aspecto de
normalidade, com adip6citos de formato poligonal, contorno uniforme, com pouca matriz
extracelular em todos os grupos (figura 2). Nos animais tratados com DS foi observado intenso
processo inflamatorio, diminuicéo tecido adiposo e uma menor densidade de adipdcitos. A
intensidade do processo inflamatério diminuiu gradativamente ao longo do periodo
experimental(figura 3).



Figura 2. Aspecto histologico da pele dos animais do grupo controle, 24 horas (figuras A e B),
7 dias (figuras C e D), 30 dias (figuras E e F), 60 dias (G e H) e 90 dias (figuras (I e J) ap6s a
aplicacdo de trés doses de solucéo salina. Note a morfologia dos adipdcitos (seta).
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da pele dos animais tratados com DS, 24 horas (figuras
A e B), 7 dias (figuras C e D), 30 dias (figuras E e F), 60 dias (G e H) e 90 dias (figuras
(I e J) apos a aplicacdo de trés doses de deoxicolato de sddio. Note a diminuicdo na
densidade de adipdcitos e presenca de processo inflamatério (*). Seta: adipécito.
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3. Morfometria dos adipocitos

O ntmero médio de adipdcitos no tecido subcutaneo foi menor em todos os grupos de
animais tratados com deoxicolato de sodio, quando comparados aos animais do grupo controle
(Figura 4). Além disso foi observada uma diminui¢do no didametro dos adipécitos, comparados

aos controles (Figura 5).

110
100
90
BO
70
60
50
40
30
20

10

24 horas 7 dias 30 dias 60 dias 90 dias

H controle W deoxicolato de sédio
Figura 4. Numero médio de adipdcitos no tecido subcutaneo dos animais. Dados expressos
em média + DP. ****p< 0,0001, comparados ao controle avaliado no mesmo periodo de
tratamento. Teste t de Student
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Figura 5. Didmetro médio dos adip6citos no tecido subcutdneo dos animais. Dados
expressos em média £ DP. ****p< 0,0001, *** p< 0,001, comparado ao controle avaliado
no mesmo periodo de tratamento. Teste t de Student.



16

DISCUSSAO

InjecBes subcutaneas com substancias lipoliticas, tais como o &cido deoxicolico
(principio ativo do Kybella®) ou o deoxicolato de sodio (principio ativo do Biometil), vem
sendo utilizado como um método alternativo para a reducdo de pequenos depdsitos de gordura
corporal. Os efeitos no tecido parecem ser similares entre os dois produtos. Nossos resultados
mostraram um efeito colateral da aplicacdo do DS no tecido subcutaneo dos animais que foi a
inducdo de alopecia, caracterizada por regides com evidente queda de pelos.

A alopecia (transitoria ou permanente) esta se tornando um efeito adverso cada vez mais
reconhecido relacionado ao uso de substancias lipoliticas, para tratamento de gordura
submentual (Pham et al., 2020) em pacientes do sexo masculino.

Os mecanismos pelos quais 0 DS induz a queda de pelos ainda ndo séo totalmente
esclarecidos. Entretanto, dois mecanismos podem estar relacionados com o evento: a) resposta
inflamatoria tecidual local, induzida pela adipocitélise e responsavel pela eliminagdo
subsequente de produtos de degradacdo e debridacdo celulares, poderia induzir uma lesédo
indireta nos foliculos pilosos, resultando em alopecia; e/ou b) a difusdo ou deposicéo superficial
/ intradérmica de &cido poderia resultar na destrui¢do direta do bulbo capilar Grady et al. (2017).

Embora alguns trabalhos na literatura questionem a seguranca em relacdo ao uso do
deoxicolato de sédio (Schuller-Petrovic et al., 2008), ndo foram observadas, no presente estudo,
processos degenerativos tais como necrose tecidual. Além disso, os efeitos da droga se
concentraram no tecido subcuténeo, ndo sendo observadas lesdes vasculares, em nervos e no
tecido muscular. Foram observados nos animais tratados uma diminui¢do no nimero e diametro
dos adipdcitos e processo inflamatorio com intensidade decrescente ao longo do periodo
experimental.

Quando injetado no tecido subcutaneo o DS tem a propriedade de romper fisicamente
amembrana celular dos adipécitos causando morte celular, o que leva a uma redu¢do no nimero
dessas células. Tecidos relativamente pobres em proteinas, como o tecido adiposo, sdo mais
sensiveis aos efeitos citoliticos do deoxicolato de sodio, do que tecidos relativamente ricos em
proteinas, como a derme e 0 musculo. Portanto, ao que tudo indica, ha uma seletividade da
droga pelos adipocitos (Gupta et al., 2009; Thuangtong et al., 2010).

O mecanismo de ac¢do proposto para a acdo do DS no tecido sugere que apos a injecao
da solucdo lipolitica, contendo deoxicolato de sodio, a parede celular dos adipdcitos é destruida,
resultando em uma cascata de eventos celulares que resultam em necrose inflamatoria da célula.

A cascata inflamatoria também resultaria em migracéo e estimulacao de fibroblastos, resultando
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no acimulo de coldgeno (Rotunda et al., 2004; Thuangtong et al., 2010). A destruicdo das
células adiposas provoca uma reacdo inflamatdria tecidual local que resulta na infiltracdo de
fibroblastos, aumento da producéo localizada de colageno e recrutamento de macréfagos para

eliminar lipidios e detritos celulares (Humphrey, 2016).

CONCLUSAO

Com base nos resultados observados no presente estudo concluimos que:

e O deoxicolato de sddio, assim como &cido deoxicdlico, foi efetivo em diminuir
0s depositos de gordura no tecido subcutaneo dos animais, evidenciado pela
diminuicdo no nimero e diametro dos adipocitos;

e O processo inflamatorio esteve presente nos locais de aplicacdo da solugédo
lipoliticas com diminuicdo da intensidade ao longo do periodo experimental

e O deoxicolato de sddio causou alopecia nos animais o0 que pode ser
considerado um efeito colateral e indesejavel da droga.
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0 Praloosls n® 18-19 intilusdo “Avaliacio histopatologica dos
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