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Resumo:Os R-agonistas sdo farmacos com efeito anabdlico red@gnificantly altered the excipient viscosity, suggesting that the
tivamente ao metabolismo proteico e com acgao lipolitica, caraolution is stable during the dry heat sterilisation process, which
teristica que os tem transformado em moduladores do crescimea-confirmed with the absence of thermal effects shown over 150
to animal na produgdo pecuéria em paises cujas leis o0 ndo inifein the thermograms obtained by DSC. The in vitro release
dem. Foi constatado, em condi¢des experimentais, que aqsélaies show that between the analysed excipients, the solution of
accao anabdlica persiste em ratos e ovinos sub-alimentadosl|ainelin (9%) in olive oil, delivers an adequate release profile,
duzindo uma diminuicdo significativa da deplec¢do organigaducing a clembuterol release during approximately two months.
provocada pela restricdo alimentar. Este facto possibilita uma in-

tervengdo profilactica em situagdes de caréncia alimentar aguda,

particularmente interessante em espécies pecudrias exploradas em

regimes extensivos nas regides tropicais e sub-tropicais sujeitas a

periodos de seca, com depressdes sazonais de disponibilidaddﬂﬁodugao

alimentos, com consequentes perdas de peso para os animais. Nesta

medida, o presente trabalho descreve os estudos preliminares @s [3-agonistas, ou B-adrenergicomiméticos, sao subs-
formulagdo de um injectavel do R-agonista clembuterol, a adiincias que intervém no metabolismo animal de forma
nistrar por via subcutanea, que permita a libertagéo prolongad@émelhante a epinefrina ou norepinefrina com

de 250 pg/dia/kg. O trabalho inclui a selec¢do de um excipient; - ) -
oleoso, constituido por uma mistura de azeite e lanolina, ade %gl_ectlwdade pelos receptores [3-adrenérgicos. Podem

do paraa preparacdo de uma suspensdo injectavel do farma Igetizar as acgOes da adrenalina e noradrenalina nos
aquecimento em estufa a 150 °C/2h nZo induz alteracdes sighi@us efeitos circulatérios e na estimulagdo da
cativas na viscosidade do excipiente, sugerindo que a suspeggizogenolise e lipdlise (Vital, 1996). Em vérias espéci-

€ estavel durante o processo de esterilizac&o pelo calor secgs @nimais, designadamente em ratos (Rothwell e Stock
que € confirmado pela auséncia de quaisquer efeitos térmii@)'sg7; Reedst al, 1988) e em espécies pecuarias

acima dos 150 °C nos termogramas obtidos por DSC. Os estﬁs)s . .
de cedénci@n vitro demonstram que, de entre 0s excipientes tes: alrymple e Ingle, 1987; Buyred al, 1991), tem sido

tados, a mistura de lanolina a 9% (p/p) em azeite proporciona gRNStatada a ac¢éo destes agentes sobre as massas mus-
perfil de libertacdo adequado, prolongando a libertacdo @ulares e lipidicas do organismo, com aumento da depo-
clembuterol durante aproximadamente 2 meses. sicdo de proteinas nas primeiras e da lipdlise nas segun-
das, resultando em acréscimos no crescimento, melhoria
Summary: Due to the anabolic affects @fadrenoceptors on do indice de conversido, aumento do rendimento da car-

protein metabolism and due to its lipolitic action, they have beE%ga diminuic3o da gordura peri-renal e do canal pélvico
used as livestock growth modulators in countries where t;i '

practise is not forbidden. It has been shown that in experimen gm aumento da lipolise, incremento na ar'ea d? longo
conditions the anabolic effect persists in food restricted rats grsal e aumentos de pesos sem grande dimorfismo se-
sheep, inducing a significant reduction in organic depletion d¥glal (Bakeret al, 1984; Smith, 1998).

to diet restriction. This fact opens the possibility of prophylactic Os efeitos do clembuterol no metabolismo proteico
use ofB-adrenoceptors in livestock submitted to acute seasof@m-no transformado num modulador corporal de prefe-

decregses of foqd avallablllty Wlth. significant wglght loss, i éncia, utilizado experimental e comercialmente na pro-
extensive production systems in tropical or sub-tropical areas. This

paper describes preliminary studies in the formulation of a s u(}?o pecua”,a em p,alses (?Ujas leis o n_ao |mpeolle[n.. Na
injectable form of the-adrenoceptor clembuterol, allowing aUNido Europeia, esta autorizado para fins veterinarios
daily release of 250g/kbw. This work includes the selection of &&xclusivamente como broncodilatador em equideos e
lipidic excipient made of a solution of olive oil and lanolin suitablpovinos e como tocolitico em vacas, sendo proibida a
for injectable purposes. Oven heating up to 150 °C/2h did nqjg utilizacdo como promotor de crescimento (Kuiper
et al, 1998). No entanto, o clembuterol € por vezes usa-
* correspondéncia: e-mail alfarocardoso@fmv.utl.pt do ilicitamente em ra¢Bes animais, podendo ser causa
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de toxicidade para os consumidores (Bramlgtlal, Materiais e métodos
1997; Smith, 1998). Por esta razdo séo exigidos interva-

los de tempo minimos entre o fim do tratamento € 0 abag ¢lembuterol utilizado foi oferecido pela Vetiquima
te dos animais, variando os residuos maximos permiinqutos Quimicos, Lda. (Portugal). Foram utilizados
dos por lei em produtos animais para consumo humaigng excipientes o azeite (Ph.Eur.) e lanolina (Ph.Eur.),
entre 0s 0,05 pg/kg no leite e os 0,5 pg/kg no figadg Gpos adquiridos a J.M. Vaz Pereira (Portugal). A mem-
nos rins (Meyer e Rinke, 1991; EMEA/MRL/723/99). jyrang de acetato de celulose para os estudos de cedéncia
Em ratos sub-alimentados, a funcdo anabolica degf§)itro foi obtida da Sigma-Aldrich (Portugal). Todos
3-agonista encontra-se significativamente acrescidadg-oytros reagentes, foram fornecidos pela Merck (Ale-
I.at'lvamente a sua ac¢do em animais allmen'tadbsmanha) e foram de grau de pureza ou equivalente.
libitum (Cardoso e Stock, 1996; 1998). Em ovinos su-
jeitos a restrigép alimentar (Taveira, 1998), fOi.ig_“al_meﬁ'reparaqéo das suspensées de clembuterol
te verificada a intervengéo do clembuterol, diminuindo,
face a grupos de animais de controlo, a depleccio cof-oram testados trés excipientes para a suspensao
poral causada pela sub-alimentacéo. Estes fenémendgjegtavel de clembuterol, isto €, azeite puro, e misturas
considerarem-se em espécies pecuarias, perspectidgnazeite e lanolina contendo respectivamente 9% (p/p)
uma intervencéo profilactica ou terapéutica d®18% (p/p) desta Ultima. A preparacéo foi realizada por
clembuterol em situagdes de caréncia alimentar agua@yecimento conjunto dos dois excipientes a 60 °C em
no sentido de minorar em situagfes pontuais, de depkgnho de agua e homogeneizagéo da mistura, seguida
sbes significativas de condi¢des corporais e ndo cofio disperséo de uma quantidade apropriada de
agente de promocao do crescimento. Esta intervenglmbuterol para uma concentracdo final de aproxima-
profilactica refere-se sempre a animais adultos marstamente 1% (p/v), com o auxilio de um banho de ultra-
dos como reprodutores e nunca a efectivos em creseins. De modo a aumentar a estabilidade fisica das sus-
mento ou em engorda para abate e consumo humdemsoes, procedeu-se previamente a redugdo do tama-
Esta utilizagio do R-agonista pode ser particularmente dos cristais de clembuterol por dissolugdo em agua
interessante em espécies exploradas em regimes exiestilada, seguida de liofilizacdo (Christ Alpha 1-4
sivos, em regides tropicais e subtropicais, que represefgéeze-Dryer, Alemanha).
tam cerca de 60% do efectivo pecuério do planeta (FAO
Statistical Databases, 2000) e que estdo sujeitos a\decosidade

pressdes sazonais de disponibilidade de alimentos COM \iscosidade do azeite e das misturas de azeite e

1 0,
consequent_e S perdas de peso que atingem 20% do Pa?nsoqina foi estudada usando um viscosimetro Brookfield
corporal (Williamson e Payne, 1980). Face a estas ¢ UTDV-II (Brookfield Engineering Laboratories

dicGes, a admlnlstragqo do farma_cos com 'nt?rven(§8ughton, E.U.A). As determinacdes foram efectuadas
sustentada no metabolismo dos animais devera ser com- . : S
com agulha RV2, a 50 rpm, ap6s 1 min de estabilizac&o.

ativel com o tipo de maneio extensivo praticado, o qije . . . )
P b P 9H&ra cada mistura foram realizadas 3 leituras antes e apos

pressupde administracdes espacadas e libertagao proellc&gjr_ecimento em estufa a 150 °C/2h (Memmert, Alema-

gada das substancias activas inoculadas. Isto faz pre .
A S a). Os resultados foram expressos através do valor
a utilizagdo do clembuterol sob uma forma injectavel ded: : .
~ S meédio + desvio padrédo (n=3).
acc¢édo prolongada, objectivo do presente estudo. A via
de administrac@o subcutédnea apresenta-se como s%dq. P

. : nalise térmica
a mais adequada, dada a menor velocidade de absor¢ao
dos farmacos e as limitages impostas para os anima@s efeitos da temperatura de esterilizagdo sobre os
produtores de carne para consumo humano (Leexgipientes da formulagdo foram também investigados
Putnam, 2000). Em termos puramente farmacotécnicpsr calorimetria diferencial de varrimento (DSC) usan-
pode conseguir-se um efeito de libertagéo prolongagta um calorimetro Mettler Thermal Analysis System
mediante a utilizacdo de suspensdes, promovendo (8uica). Termogramas de amostras de aproximadamen-
efeito prolongado (Ford, 1988; Murdan e Florences 10 mg das trés composi¢des foram obtidos por aque-
2000). Deste modo, o presente trabalho descreve oscggento a 10 °C/min, de 20 °C a 180 °C.
tudos de formulacdo de um injectavel contendo
clembuterol, a administrar por via subcutanea, tendo @msaios de libertag&o in vitro
vista a libertagédo prolongada do farmaco, incluindo a ) L i .
seleccdo dos excipientes adequados para uma formul&S estudos de libertagénvitro, de farmacos a partir
cdo conducente & producdo de um injectavel que per%_suspensoes farmaceuugas es}a_m geralmente limitados
ta a libertag&o sustentada de 250 pg/dia/kg de peso VG2 falta de metodologia oficial adoptada pelas
e correspondente as concentragdes de clembuterol UgfMmacopeias. A literatura & rica em técnicas e equipa-

zadas experimentalmente nos trabalhos experimenf8Ntos utilizados para este fim, sendo comuns exem-
referidos plos de utilizacdo de sistemas de difusdo com membra-

nas sintéticas de dialise (revisto por Stetul, 1991).
Este tipo de sistemas tenta mimetiparitro 0 mecanis-
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Figura 2 - Variacéo da viscosidade dos excipientes amt¢e @pdsd )
aquecimento em estufa a 150 °C/2 h (médiasvio padrao).

Resultados

Selecg¢édo dos excipientes

Figura 1 - Célula de difuséo vertical para ensaios de libertacéioro. A obteng&o de libertagdo prolongada em preparac¢oes
a) compartimento superior ou dador; b) compartimento inferior ou recgpara administragéo parentérica envolve geralmente a
?gos;)tgse'mbrana de acetato de celulose; d) tubo lateral para recolha dFormuIa(;éo de suspensdes do farmaco ou a utilizagéo de
veiculos oleosos de elevada viscosidade. O efeito pro-
mo de funcionamentin vivo das suspendes oleosatPngado final deve-se ndo s6 ao aumento da viscosida-
injectaveis as quais actuam, na pratica, como reserv&®-mas também a existéncia de um passo de dissolugéo
rios do farmaco (Lee e Putnam, 2000). Os autores @ farmaco suspenso antes da sua absor¢do (Murdan e
presente trabalho optaram pois por uma metodologia dak@rence, 2000). Por outro lado, no caso da via subcuta-
embora inicialmente descrita para o estudo de formulga, a substancia intersticial da pele € rica em acido
cOes topicas, se baseia nas técnicas descritas para dy@gronico que confere grande viscosidade ao meio e
tudos de libertac&o a partir de suspensdes farmacéutitifigulta a difusao dos medicamentos no tecido subcuta-
(revisto por Stouet al, 1991). neo. Esta dificuldade de difusao pode ser utilizada com
A libertagaoin vitro do clembuterol a partir de susvantagem quando se pretende uma absor¢do lenta da
pensdes em azeite e misturas azeite:lanolina a 9% e E8fzstancia a administrar (Nogueira Pretal, 1996).
respectivamente, foi estudada utilizando simples céfim termos gerais, os factores que condicionam a absor-
las de difus&o de tipo vertical (Banakar, 1992) com d@&o do farmaco formulado em suspensao incluem a pro-
compartimentos separados por uma membrana de acditigoviscosidade da suspensao e o diametro das particu-
de celulose de 2,57 cm de diametro (fig.1). No compégs. De uma maneira geral, quanto menores forem as
timento superior foram colocados 4 ml da suspensapaiticulas e menor a sua distribuicdo granulometrica,
ensaiar, contendo aproximadamente 50 mg do farm&@aior sera a superficie total da fase dispersa e, portanto,
e o compartimento inferior foi totalmente preenchid®ais rapida a sua absor¢éo. Deste modo o controlo da
com solugéo tampéo de fosfato isoténico, pH 7,4, a q@&knulometria do p6 permite regular a duragdo do efeito
foi agitada magneticamente. A membrana de acetatod@emedicamento (Murdan e Florence, 2000). A liberta-
celulose foi previamente humedecida com a solug&o tegéo continua e prolongada do medicamento podera en-
p&o e a célula de difus&o foi mantida em banho de aéff ser conseguida através do aumento da viscosidade
a 37 °C. A intervalos de tempo apropriados, amostrasi@efase liquida, contribuindo simultaneamente para a
4 ml foram colhidas e mantidas em refrigeragéo a 4 estabilidade fisica da suspenséo.
até a determinag&o do respectivo teor de clembuterol pdPs injectaveis oleosos apresentam as vantagens das
espectrofotometria UV/Vis a 241,5 nm (Hitachi U-200fPrmulagdes de libertagdo prolongada, designadamente
Spectrophotometer, Jap&o). Apds cada colheita o valuinsolubilidade em meio aquoso, menor irritabilidade
me inicial do liquido receptor foi reposto com 4 ml ddas formulaces, reducéo de fenémenos de instabilida-
solucéo tamp&o. Os resultados foram expressos emd@dlo farmaco, reducédo das dosagens e melhor utiliza-
de clembuterol libertados por &ate superficie de con-¢&o racional do farmaco. O uso de excipientes oleosos

tacto entre os dois compartimentos da célula de difusél medicamentos injectaveis, sob a forma de solucdes
ou suspensdes, é frequente pois constitui a abordagem
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viscosidade da suspenséo (Nogueira Peistd, 1996).

|||'| Sendo um excipiente de origem ovina, é constituida prin-

|I | cipalmente por ésteres, alcoois livres, acidos gordos li-
. e vres e hidrocarbonetos, definida como um produto
o |i',__.-""'. - b ceroso, purificado e anidro, obtido a partir da 1& de ovi-
e | . nos Qvis ariesL), razéo pela qual pode ser particular-
o1 W — mente aplicada a presente preparacao injectavel que se
= '.| destina a mesma espécie animal nos termos do protoco-
uy ° lo experimental (Winfield, 2000).

i I A introdugdo de quantidades de 9% e 18% (p/p) de
|| ———— lanolina na suspens&o de clembuterol contribuiu para um
| }_l aumento consistente e previsivel da viscosidade da mes-

R st ma. Os valores de viscosidade obtidos (105+5,46 cPo

e para o azeite, 135+1,73 cPo para a mistura azeite:lanolina
LA a 9% e 221+3,06 cPo para a mistura azeite:lanolina a
% 18%) permitem o manuseio do injectavel e ndo sao afec-
40 1.0M 150 o tados por um eventual passo de esterilizagéo pelo calor

. N N _ seco, pois ndo foram observadas alteracGes significati-
F|gura3: T_er_mogramas dos excipientes utll_|z§dos na preparac;ao_da 3695 aprS aquecimento (fig. 2)_ Este ndo excedeu os 150
formulagéo injectavel de clembuterol. a) azeite; b) lanolina em azeite (9%

p/p); ¢) lanolina em azeite (18%, p/p); d) lanolina. °C/2h por ser desaconselhado o uso de temperaturas su-

) o ~ ) ~ periores para esterilizacdo do azeite e, principalmente,
mais economica para obtencéo de libertagéo prolongganelina (Nogueira Prista al, 1996; Winfield, 2000).

da de farmacos. Os excipientes lipidicos constituintQg entanto, a estabilidade das misturas é confirmada
de suspendes oleosas de farmacos hidrossollveis ir;f)%q:ﬁs termogramas obtidos por DSC que demonstram a
dem durante algum tempo o contacto destes com os figisyistancia de fenomenos de degradagio térmica ou
dos aquosos do organismo, protegendo-os e funciongiisisquer alteragdes fisicas ndo s6 a 150 °C, mas tam-
do assim como um verdadeiro reservatorio a partir §gm a valores de temperatura superiores, isto €, aqueles
qual a substancia activa é IentamenEe libertada gLeaLpe sdo oficialmente recomendados (Ph. Eur.) para a
Putnam, 2000). Para que esta libertagéo ocorra o farmgggrilizaco de injectaveis oleosos pelo calor seco (fig.
em suspensao devera dissolver-se no veiculo 0leos§) eopserva-se apenas o desaparecimento do pico cor-
difundir através deste, passando depois para os fluig@syondente ao intervalo de fuséo da lanolina a 38-44
organicos aquosos (Lee e Putnam, 2000). No entanteggfig. 3, termograma d) como consequéncia natural da

seleccdo dos excipientes oleosos deve ser cuidadosapisgissolugo no azeite (fig. 3 termogramas b e c).
estes nem sempre retardam absorcao dos farmacos

(Murdan e Florence, 2000). O azeite é talvez dos Veigtstydos de libertagadn vitro

los medicamentosos mais utilizados em tecnologia far-

macéutica devido a sua tolerancia e inocuidade, parblo caso das suspensoes, se a velocidade de dissolu-
além de ser um produto muito acessivel nos paiseg;a@_ da substancia activa é inferior a velocidade de ab-
area do mediterraneo. Ao azeite foi adicionada lanolis@rcéo, a libertacdo da mesma torna-se um factor
excipiente também muito utilizado, que na presente fiimitante, condicionando a sua biodisponibilidade. Os
mulagdo actua como agente suspensor por aumento dga
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Tempo (dias) Figura 5 - Aplicacdo do modelo mateméatico de Higuchi aos perfis de
Figura 4 - Perfis de libertagam vitro do clembuterol a partir dos cedéncian vitro do clembuterol a partir dos excipientes testa¢les.
excipientes testados - azeites - lanolina (9%) em azeitek - lanolina azeite (f=0,9914),e - lanolina (9%) em azeite’f0,9863); 4 - lanolina
(18%) em azeite. (18%) em azeite ¥£0,9944).
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estudos de libertacdn vitro tornam-se assim um im-utilizado para afericdo dos perfis de libertacdo do
portante instrumento para assegurar que a cedéncizldmbuterol (Fig. 1) apresenta algumas limitagdes, tais
farmaco siga a cinética desejada, constituindo os resudmo a agitacao unilateral, o que pode contribuir para a
tados obtidos uma indicagéo quanto a eficacia da foramimulagdo do farmaco sobre a membrana. Este facto
farmacéutica estudada. O aumento de viscosidade refailobservado com a suspensao de clembuterol em azei-
tante da introducado de 9% e 18% de lanolina na suspenpuro, cuja baixa viscosidade permitiu a acumulacdo
sdo de clembuterol em azeite provoca uma diminuigdie cristais de farmaco sobre a membrana com a
da velocidade de cedéncia do farmaco, o que se tradozsequente libertagdo rapida de cerca de 5 riffem
num efeito de libertacdo prolongada, tal como pretend}. Inicialmente descrito para o estudo de preparacdes
do (Fig. 4). Ao fim de 3 dias a suspensao preparada dammacéuticas de aplicacdo topica (Barry, 1988), este sis-
azeite liberta cerca de 6,9 mgé&nA adicdo de 9% e tema pode ainda apresentar problemas adicionais quan-
18% de lanolina diminuem a cedéncia para valores d@ase pretende efectuar ensaios prolongados. Por exem
ordem dos 3,6 mgcfao fim de 9 dias e 2,0 mgémo plo, podem verificar-se, além dos problemas ja enuncia-
fim de 10 dias respectivamente, o que se traduz num efigis, perdas de rigor e dificuldades experimentais devi-
to de libertagc&o prolongada (Fig. 4). das a evaporacao da solugao tampao, razao pela qual tém
Como o farmaco se apresenta em suspensédovimao a ser descritos sistemas alternativos de fluxo hori-
excipiente e a sua libertacovitro se faz por difusdo zontal, que as evitam (Banakar, 1992).
através de uma membrana, a cedéncia medicamento§aresultados indicam que associacdo de duas técnicas
pode ser descrita matematicamente pelo modelo defadquentemente utilizadas para prolongar a absorcao de
fusdo de Higuchi, que estabelece uma relagao fdemacos em formulacdes parentéricas, isto €, a prepara-
proporcionalidade entre a quantidade de farmaco libe&o de suspensdes e 0 emprego de um veiculo oleoso,
tada e a raiz quadrada do tempo (Brossardcenstitui uma abordagem promissora para a administra-
Wouessidjewe, 1990; Stoat al, 1991), e cuja forma ¢do de clembuterol a animais sujeitos a restricao alimen-

simplificada é a seguinte: tar, como sejam aqueles que séo criados em regime de
Y extensdo em paises tropicais. Os excipientes oleosos
0- [Ds (2C _c )C t} 2 constituidos por misturas de azeite e lanolina demons-

T fot s/ traram ser adequados para preparagdo da suspenséo

injectavel de clembuterol, cuja viscosidade nédo é afec-

Em queQ é a quantidade de farmaco libertado ptada pelo processo de esterilizagdo pelo calor seco. Os
unidade de area no temp® é o coeficiente de difusdoestudosn vitro de cedéncia do clembuterol demonstra-
do farmaco? e ? sdo a porosidade e a tortuosidade dam que a velocidade de cedéncia do farmaco pode ser
membrana, respectivamen@;, é a concentracado totalmanipulada de modo a obter o perfil de libertagdo mais
de farmaco na suspens&pg a solubilidade do farmaco.adequado ao maneio em regime de extensdo. Natural-
Assumindo que o coeficiente de difusdo e os outnoente, quaisquer extrapolacdes tém limitagbes pois cada
parametros nesta equa¢édo se mantém constantes aclloimal pode apresentar idiossincrasias impossiveis de
go do processo de libertagdo, esta pode ser reduzigaeverin vitro, como a reacc¢ao inflamatéria ao
Q=Kt'2 Pela andlise da equacdo se compreende queaamatismo provocado pela injec¢éo, possivel deposi-
velocidade de cedéncia € proporcional a raiz quadrad® da suspenséo no tecido subcutaneo, presenca de
das concentracdes e do coeficiente de difusdo e assitaimas e provavel metabolizacdo dos excipientes. Ape-
susceptivel de se fazer variar por modificacdo daquedes disto deveréo iniciar-se os trabalimgvode forma
valores. O coeficiente de difusdo pode ser alterado, deestudar o comportamento da suspensdo em animais de
zendo variar a viscosidade do excipiente, pois seguraooratdrio e estabelecer uma correlagdo com os dados
a equacdo de Einstein-Stokes para as particulas coloidgisra descritos.
aguele coeficiente é inversamente proporcional a visco-
sidade do veiculo (Nogueira Prigtieal, 1996). A apli-
cacdo deste modelo com a consequente Iinearizagéoanﬂiograﬁa
perfis de cedéncia, permite prever tempos de libertagédo
total do clembuterol de 15, 60 e 268 dias para BSKERB.K., DARLYMPLE, R.H., INGLE, D.L. e RICKS, C.A.
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