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RESUMO

O cloridrato de bupropiona ¢ utilizado no tratamento da
depressdo e também indicado no tratamento da
dependéncia a nicotina. O objetivo deste estudo foi
desenvolver e validar um método por cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (CLAE), alternativo ao oficial
preconizado pela Farmacopéia Americana para a
determinagdo quantitativa do cloridrato de bupropiona.
O método difere do oficial por apresentar uma fase movel
simples, na qual ndo é necessaria a utilizacdo do solvente
tetraidrofurano nem da solugdo tampéo. Outra vantagem
do método proposto é a de apresentar um tempo de retencéo
do farmaco relativamente curto. A estabilidade do fArmaco
frente a determinadas condicdes de estresse (hidrolise,
oxidagdo e fotélise), também foi avaliada. O método
mostrou-se especifico, preciso, linear, exato e robusto
podendo ser utilizado como alternativa ao método oficial
preconizado pela Farmacopéia Americana em ensaios de
controle de qualidade. Os resultados obtidos na avalia¢do
do farmaco quando submetido a determinadas condi¢Bes
de estresse sugerem que o fArmaco é susceptivel a fotélise.
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INTRODUCAO

O cloridrato de bupropiona, cloridrato de (%)-2-
tert-butilamino-3'-cloro-propionfenona (Figura 1), também
conhecido como anfebutamona (rINN) foi inicialmente
classificado como um farmaco antidepressivo. Atualmente,
o farmaco também é indicado no tratamento da dependéncia
anicotina e como adjuvante na terapia de cessacéo tabagica.
Estudos recentes indicam que o farmaco é vantajoso no
tratamento da depressdo quando comparado a outros
antidepressivos, pois apresenta menor incidéncia de
disfuncdes sexuais (Coleman et al, 2001). Devido a
diversidade de indicagdes terapéuticas, o farmaco esta sendo
amplamente utilizado clinicamente.
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Figura 1 - Estrutura quimica do cloridrato de bupropiona
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O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar
um método cromatografico (CLAE) alternativo ao oficial
preconizado pela Farmacopéia Americana (United States
pharmacopeia, 2005) para a determinagdo quantitativa
do cloridrato de bupropiona. Considerando que a
literatura relata que o farmaco deve ser conservado em
frascos bem fechados e ao abrigo da luz (United States
pharmacopeia, 2005) e que é substancia higroscopica,
que sofre decomposicdo (O’Neil, 2001), avaliou-se o
comportamento do mesmo frente a determinadas
condigdes de estresse.

MATERIAL E METODOS
Materiais e equipamentos

Cloridrato de bupropiona padrdo adquirido da
Farmacopéia Americana (USP), lote: FOC123, cloridrato
de bupropiona amostra gentilmente fornecido pelo
laboratério LIBBS®, lote: NL028773; acetonitrila grau
HPLC; agua purificada obtida através de Milli-Q para uso
em CLAE. Os demais solventes utilizados foram de grau
analitico. Cromatografo liqguido SHIMADZU LC-10AD VP
com detector de arranjo de diodos SPD-M10A,
degaseificador DGU-14A, central de controle SCL-10A e
injetor manual com loop de 20uL; coluna cromatogréfica
Lichrosorb RP-18 125 x 4 mm (Merck).

Metodologia

A fase moével foi selecionada através da analise dos
parametros cromatograficos obtidos quando a constituicao,
a proporcéo dos solventes e a variagéo do pH na fase moével
foram alterados. O solvente organico selecionado foi a
acetonitrila por apresentar melhor simetria do pico
referente a bupropiona em relagdo ao metanol. A adicéo
de monoisopropilamina a fase moével melhorou o fator
de cauda do pico referente ao farmaco. As condicdes
cromatograficas que apresentaram melhores resultados
na analise do cloridrato de bupropiona estdo apresentadas
na Tabela 1.
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Tabela 1 - CondicGes cromatograficas empregadas para a
analise do cloridrato de bupropiona por CLAE.

Caracteristicas Descrigéo

Fase Movel Agua: ACN (60:40 v/v) - 0,5%
monoisopropilamina
pH6,4 (HsPO,4- 20%)

Vazédo 1,2 mL/min

Comprimento de onda 250 nm

O método foi validado segundo os parametros de
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez
(International Conference on Harmonization-ICH, 1996).

A especificidade do método foi avaliada
submetendo o farmaco a determinadas condigdes de estresse,
a fim de forgar a formacao de produtos de degradacéo, com
0 objetivo de verificar a possivel interferéncia dos mesmos
na determinacdo quantitativa da bupropiona, através do
método proposto.

Cada solucdo submetida & andlise continha cerca
de Img/mL de cloridrato de bupropiona.

Hidrolise acida: A avaliagdo da decomposicdo em meio acido
foi realizada dissolvendo a amostra em HCI 0,1 M e
aquecendo-a em banho termostatizado por duas horas a
temperatura de 100 + 1 °C. Sob esta condi¢do a amostra
apresentou pequena diminuicéo do teor. Devido a este fato
0 ensaio foi repetido nas mesmas condigGes porém
aumentando a forca do &cido (HCI 1M).

Hidrdlise alcalina: A avaliacdo da decomposicdo em meio
alcalino foi realizada dissolvendo a amostra em NaOH 0,1 M.
Oxidacdo: A avaliacdo da degradagdo do farmaco sob
condi¢Ges oxidativas foi realizada com H,0, 30%, a
temperatura ambiente durante 24 horas e sob aguecimento
em banho termostatizado de 80 £ 1 °C durante trés horas.
Temperatura: Aproximadamente 50mg da amostra foram
pesados e levados a estufa a 80 °C durante 24 horas.

Luz ultravioleta (UV): O estudo fotolitico foi realizado
submetendo a amostra a radiagdo ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 352nm. No comprimento
de onda de 254nm a amostra foi submetida durante duas horas.
No comprimento de onda de 352nm a amostra foi submetida
durante 24 horas e em uma segunda etapa durante 240 horas.

Quando necessério, apds cada condicao de estresse,
as solucdes foram neutralizadas e diluidas antes de serem
analisadas por CLAE. Para cada condicdo foi preparada
uma solucdo branco (solvente usado em cada uma das
condicGes, mas sem o analito), a qual foi submetida as
mesmas condicOes de estresse da amostra.

A linearidade do método foi demonstrada através
da construcdo de trés curvas padrdo em trés dias diferentes
contendo sete niveis de concentragdo (10, 20, 40, 60, 80,
100 e 120ug/mL) em cada uma delas. Cada solugdo aquosa
foi determinada trés vezes. As médias das areas absolutas
obtidas através da analise das solu¢des foram utilizadas para
a construgdo da curva padrdo. A linearidade do método foi
verificada através da analise de variancia [ANOVA] ( Miller
& Miller, 1988).

A precisdo do método foi avaliada preparando-se
seis solucBes aquosas com concentragdo de cloridrato de
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bupropiona amostra de 60ug/mL cada. Foram realizadas
trés determinacGes para cada solucdo. Arepetibilidade intra-
dia foi avaliada através do desvio padrédo relativo das médias
das seis determinacdes. A repetibilidade inter-dias foi
avaliada determinando o desvio padrao relativo apresentado
em trés dias diferentes de analise.

A robustez do método foi avaliada através dos
cromatogramas obtidos apds terem sido realizadas alteragdes
na fase movel.

RESULTADOS

O cromatograma referente ao cloridrato de
bupropiona esta apresentado na Figura 2. Como pode ser
observado o tempo de retencédo do farmaco foi de 8,14 min;
assimetria igual a 1,24; pratos te6ricos em torno de 3300 e
pureza total do pico igual a 1,00, verificada com auxilio de
detector de arranjo de diodos.
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Figura 2 - Cromatograma referente ao cloridrato de
bupropiona

Especificidade

Hidrolise &cida: A hidrdlise acida em HCI 0,1 M durante
duas horas diminuiu o teor do fa&rmaco, porém néo foram
detectados no UV produtos de degradacdo. Em HCI M, sob
aquecimento durante duas horas, foi possivel verificar a
formacdo de provaveis produtos de degradagdo (Figura 3).
Estresse oxidativo: Ndo houve a formagdo de produtos de
degradacdo detectaveis através deste método apoés a
exposi¢do do farmaco a estas condi¢des (Figura 3). O pico
apresentado em 0,99 min é referente a solugdo de H,O, 30%.
Temperatura: O cromatograma resultante esta demonstrado
na Figura 3. Sob estas condicdes ndo houve diminuigdo do
teor do farmaco.
Fotdlise: Sob a radiagdo de 254nm foi possivel verificar a
degradacao do farmaco bem como a formagdo de produtos
de degradagdo. Ocorreu a diminuicdo de aproximadamente
80% do teor do farmaco. A pureza total do pico do farmaco
¢ de 0,998 e a resolucao entre o pico do farmaco e o pico
adjacente é de 3,36 (Figura 4). Os espectros no UV do
farmaco e dos produtos de degradagdo formados nestas
condigdes estdo apresentados na Figura 4.

Sob a radiacdo de 352nm durante 24 horas o teor
médio do farmaco encontrado foi de 97% e ap6s 240 horas de
radiagdo, o teor médio encontrado foi de 67% (Figura 5).
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Figura 3 - Cromatogramas referentes ao cloridrato de bupropiona ap6s a exposi¢do do farmaco as condigdes de estresse.
Fase movel constituida por agua e acetonitrila (60:40) com adig&o de 0,5% de monoisopropilamina, pH=6,4, coluna C
(150 mm x 4,9 mm, 5pm). Cromatograma 1: solugdo de cloridrato de bupropiona controle. Cromatograma 2: hidrolise
em HCI M durante duas horas sob aquecimento a 100 + 1 °C. Parametros cromatograficos referentes ao pico do farmaco:
T.r. = 8,22 min; Ass. = 1,14; Pureza pico = 0,999. Cromatograma 3: oxidagdo em H,O, 30% durante trés horas a 80 + 1 °C.
Parametros cromatograficos referentes ao pico do farmaco: T.r. = 8,25 min; Ass. = 1,35; Pureza pico = 0,999.
Cromatograma 4: exposicao do farmaco a temperatura de 80 °C em estufa durante vinte e quatro horas. Parametros
pico cromatografico referente ao farmaco: T.r. = 8,03 min; As< :31[' 24 Pura7a nicn = N 00K
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Figura 4 - Cromatograma da solucéo de cloridrato de bupropiona submetida a fot6lise em lampada ultravioleta (254 nm)
durante duas horas. Fase movel constituida por &gua e acetonitrila (60:40) com adicao de 0,5% de monoisopropilamina,
pH=6,4, coluna C ; (150 mm x 4,9 mm, 5um). Parametros cromatograficos referentes ao pico do farmaco: T.r. = 8,32
min; Ass. = 1,11; Pureza pico = 0,998; Res. = 3,36. Espectros na regido do ultravioleta referente aos picos cromatograficos
A (1,09 min), B (5,72 min) e C (8,28 min -cloridrato de bupropiona-).
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Figura 5 - Cromatograma do cloridrato de bupropiona
submetido a fot6lise em ldmpada ultravioleta (352 nm)
durante 240 horas. Fase mével constituida por agua e
acetonitrila (60:40 v/v) com adicdo de 0,5% de
monoisopropilamina, pH = 6,4, coluna C ; (150 mm x
4,9 mm, 5 um ). Parametros cromatograficos referentes
ao pico do farmaco: T. r. = 7,5 min, Ass. = 1,38, Pureza
do pico = 1,000.

Linearidade

A analise dos resultados indicou existir uma
correlagdo linear entre as areas obtidas e a concentragdo do
cloridrato de bupropiona padrdo. Através do estudo de
regressdo linear foi possivel obter a equacdo da reta y =
37161x - 11333 com um coeficiente de correla¢do de 0,9999.
A anélise estatistica através da ANOVA demonstrou
regressdo linear significativa (p<0,05) e desvio da
linearidade ndo significativo.

Precisédo

Os resultados obtidos na avaliacdo da preciséo
intra-dia e inter-dias estdo apresentados na Tabela 2.

Robustez
Os resultados obtidos na avaliagdo da robustez estdo

apresentados na Tabela 3.

DISCUSSAO

A escolha das condicBes de estresse empregadas
em cada ensaio realizado na avaliacdo da especificidade do

método proposto baseou-se em dados apresentados na
literatura (ICH, 1996; Lambropoulus et al., 1999s; Bakshi
etal., 2001; Bakshi & Singh, 2002; Bakshi & Singh, 2003).

Os provaveis produtos de degradacdo formados a
partir da exposicdo do farmaco a hidrélise 4cida ndo
interferem no doseamento deste (pureza pico=0,999). Tais
produtos apresentam caracteristicas mais polares que o
farmaco e aparecem em tempo de retengdo em torno de 1,3
min.

Na avaliacdo da hidrolise alcalina, apés a adigdo
da solugdo de NaOH 0,1M houve a formacéo de goticulas
oleosas de coloragdo amarela. Abupropiona base apresenta-
se como liquido oleoso e amarelo, (O’Neil, 2001), insoltvel
no meio reagente, impossibilitando analise quantitativa.

O método proposto ndo evidenciou a formacéo de
produtos de degradacdo quando o farmaco foi exposto ao
calor, nas condi¢fes citadas anteriormente. Estes resultados
sugerem que o farmaco ndo é facilmente degradado pelo
calor.

Os resultados obtidos (pureza do pico e resolugéo)
apods a exposicao do farmaco a luz UV nas condigdes citadas,
indicam que o método é capaz de determinar
quantitativamente o fairmaco sem a interferéncia dos
produtos formados. Comparando o0s espectros na regido do
UV (254nm) do farmaco e do produto de degradagéo eluido
em aproximadamente cinco minutos observa-se que ambos
sdo semelhantes ou praticamente iguais (Figura 3). Este
fato pode indicar que o produto de degradacdo formado
0

,,,,,,,

cromoforos.

Os resultados obtidos conferem especificidade ao
método, uma vez que este é capaz de analisar de forma
inequivoca o cloridrato de bupropiona na presenca de
produtos de degradagdo, quando estes forem formados a
partir da exposi¢do do farmaco as condi¢des experimentadas
neste estudo.

Tabela 2 - Resultados da avaliacdo da precisdo intra-dia e inter-dias.

Intra-dia (n=6)

Inter-dias (n=18)

Média (%) * DPR (%)  Média (%)  DPR (%)
+ e.p.m. + e.p.m.
Dia 1 99,63 + 0,32 0,80
Dia 2 99,97 + 0,09 0,22 99,94 + 0,22 0,93
Dia 3 99,83 + 0,43 1,05

* cada valor representa a média de trés determinacdes do teor de cloridrato de bupropiona em seis

amostras
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TABELA 3 - Avaliagdo da robustez do método por CLAE - alterac6es no valor de pH e na proporcéo dos solventes

da fase movel.

T.r.(min) Ass.

Pureza pico Teor (%)* DPR

Método Original
Agua : ACN

(60 : 40, viv) 8,14 1,24

0,5% Monoisopropilamina
pH = 6,4 (H;PO, 20%)
Agua : ACN

(60 : 40, viv) 7,71 1,23

0,5% Monoisopropilamina
pH = 6,3 (HsPO, 20%)
Agua : ACN

(60 : 40, viv) 9,84 1,07

0,5% Monoisopropilamina
pH = 6,5 (HsPO, 20%)
Agua : ACN

(65 : 35, viv) 12,20 1,30

0,5% Monoisopropilamina
pH = 6,4 (HsPO, 20%)

1,00 99,85 0,76

0,999 99,72 0,69

0,999 99,33 0,40

0,998 99,85 0,86

*valor representa a média de trés determinagdes ou injecdes
T.r. = tempo de retencéo; Ass. = assimetria; ACN = Acetonitrila

O DPR obtido na avaliacdo da precisdo do método
¢ adequado podendo atribuir-Ihe alto grau de concordancia
entre os resultados quando realizados sob as mesmas
condicBes experimentadas neste estudo.

Apesar da alteracdo de alguns pardmetros,
principalmente em relagdo ao tempo de reten¢do o método
¢ robusto, permitindo determinar quantitativamente o
farmaco, pois os teores encontrados sdo muito proximos
aos obtidos na determinacdo da preciséo.

De acordo com as normas do ICH (1996), a
exatiddo pode ser inferida, desde que a precisao, linearidade
e especificidade sejam estabelecidas. Sendo assim, pode-se
afirmar que o método proposto é exato, visto que estes
pardmetros foram avaliados.

O método desenvolvido e validado por CLAE é
um método alternativo ao método farmacopéico para a
determinagdo quantitativa do cloridrato de bupropiona.
Apresenta a vantagem de ndo utilizar solu¢do tamp&o nem
o solvente tetraidrofurano na composi¢do da fase mével.
Possibilita também um tempo de andlise inferior quando
comparado aquele método. E til na anélise de rotina do
farmaco, em ensaios de controle de qualidade e estudos de
estabilidade.

Os resultados obtidos na avaliacdo do cloridrato
de bupropiona quando submetido a fotdlise sugerem que o
farmaco é sensivel a luz.

ABSTRACT

Development and validation of a chromatographic
method for the determination of bupropion hydrochloride

Bupropion hydrochloride is used as an antidepressant

and is also prescribed as an aid to those trying to quit
smoking. In this study the aim was to develop and
validate a method for quantitative analysis of this drug,
based on high-performance liquid chromatography,
which can be used as an alternative to the official one
recommended in the American Pharmacopeia. A novel
feature of the proposed method is that neither
tetrahydrofuran nor buffer solution is required in the
mobile phase. Another advantage over the official method
is the small retention time. The method was used to
evaluate drug stability under harsh conditions
(hydrolysis, oxidation and UV irradiation). The results
confirm that the method is specific, accurate, linear,
precise and robust. Therefore, it can be used as an
alternative to the official method in quality control. The
stability evaluation suggests that the drug must be
protected from light.

Keywords: Bupropion, validation, HPLC.
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