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Para avaliagdo das propriedades farmacocinéticas e monitoriza¢do
terapéutica da mirtazapina, antidepressivo recentemente
introduzido no mercado e que vem sendo bastante utilizado, sdo
necessarios métodos de andlise simples, sensiveis e seletivos. Sendo
assim, a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do
por fluorescéncia foi empregada para o desenvolvimento de um
meétodo para andlise simultdnea da mirtazapina e de seu metabdlito,
N-desmetilmirtazapina, em plasma. Apos extracgdo liquido-liquido
utilizando tolueno como solvente extrator, o farmaco, metabolito e
padrdo interno (metoprolol) foram separados em coluna
LiChrospher 100 RP-8 capeada, utilizando fase movel composta
por tampdo fosfato de sodio, 0,1 mol/L, pH 3,5-acetonitrila (§2:18,
v/v). O método apresentou linearidade no intervalo de 2,5 a 500
ng/mL para ambos os compostos, com recuperagées médias de 77
e 66% para a mirtazapina e demetilmirtazapina, respectivamente.
Os limites de quantificagdo (2,5 ng/mL), precisao (CV < 15%) e
exatiddo (erros relativos < 15%) do método asseguram a sua
aplicabilidade em estudos de disposi¢do cinética e para o controle
terapéutico da mirtazapina.
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INTRODUCAO

A mirtazapina (MTZ) ¢ um novo antidepressivo,
membro da classe das piperazinoazepinas, que possui
modo de acdo diferente de qualquer outro antidepressivo
utilizado atualmente. A MTZ tem dupla a¢ao, aumentan-
do a atividade central noradrenérgica e serotoninérgica,
através do bloqueio de receptores o, ¢ do antagonismo
seletivo de receptores SHT, e SHT,. (Fawcett, Barkin,
1998; Nutt, 1997; Sussman, Stahal, 1996). Devido a sua
meia-vida de eliminacdo, de 20 a 40 horas, a MTZ ¢ admi-

nistrada em uma dose unica diaria que varia de 15 a 45 mg,
resultando em concentragdes plasmaticas de 5 a
100 ng/mL (Timmer, Ad Sitsen, Delbressine, 2000;
Fawcett, Barkin, 1998).

O metabolismo da MTZ ja foi estudado em vérias
espécies de animais, bem como em humanos (Sandker et
al., 1994). As principais vias do metabolismo da MTZ sdo
a N-desmetilagdo, a N-oxidagdo e 8-hidroxilagao, seguidas
de conjugacdo. A MTZ também sofre conjugacido direta
com uma glicoronida, formando um derivado amdnio
quaternario (N¥) (Caccia, 1998; Timmer, Ad Sitsen,



430

Delbressine, 2000). As estruturas da MTZ e do metabolito
encontrado no plasma, N-desmetilmirtazapina (DMTZ) sao
mostradas na Figura 1.

Mirtazapina

N-desmetilmirtazapina

FIGURA 1- Estrutura da mirtazapina e N-desmetilmirta-
zapina.

O métabdlito ativo da MTZ ¢ a N-desmetilmirta-
zapina (DMTZ), que apresenta atividade farmacologica de
5 a 10 vezes menor (Timmer, Ad Sitsen, Delbressine,
2000) e se acumula nos tratamentos cronicos, atingindo
concentragdes plasmaticas proximas a da MTZ (Shams,
Hiemke, Hértter, 2004).

A andlise da MTZ em plasma tem sido feita empregan-
do, principalmente, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Ptaek, Klima e Macek (2003) validaram um mé-
todo para analise da MTZ em plasma com um baixo limite de
quantificacdo (1,5 ng/mL), entretanto, o método ndo foi va-
lidado para analise simultanea do metabdlito. Outro método
descrito na literatura emprega um detector por absor¢ao no
UV, HPLC em fase reversa e extracdo em fase solida para a
analise da MTZ e de outros antidepressivos e antipsicoticos,
com limite de quantificagdo de 5 ng/mL (Frahnert, Rao,
Crasmader, 2003).

A analise simultanea da MTZ e DMTZ foi relatada
por Romiguieres ef al. (2002), empregando HPLC com
fase reversa e um detector por absor¢ao no UV, mas com
limite de deteccao de 20 ng/mL de plasma. Maris; Dingler;
Niehues (1999) descreveram um método bastante sensivel
(limite de quantificagdo de 0,5 ng/mL), empregando
detector por fluorescéncia, para analise simultanea da
MTZ e DMTZ. Entretanto, a necessidade de utilizacao de
eluicdo por gradiente e extracdo liquido-liquido em duas
etapas, tornam esse método demorado e complicado para
aplicacdes em analises de rotina.

O método descrito por Shams, Hiemke e Héartter
(2004) para a analise simultanea da MTZ e DMTZ permitiu
a andlise direta das amostras de plasma, através de um siste-
ma de comutacdo de colunas e apresentou limite de
quantificagdo de 10 ng/ mL paraa MTZ e 5 ng/mL para o
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metabolito. Morgan, Tapper e Spencer (2003) publicaram
um método para a analise da MTZ e DMTZ no qual é empre-
gada a extracgao liquido-liquido com pequenas quantidades de
plasma (200 uL). O método € bastante sensivel, apresentando
limite de quantificacdo de 1 ng/mL para ambos os analitos e
faixa ampla de linearidade (4 — 1000 ng/mL). No entanto,
requer o uso de uma coluna de silica modificada com grupos
sulfopropil, pouco comum na maioria dos laboratorios que
atua na analise de farmacos.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi desenvol-
ver e validar um novo método para analise e quantificagdo
da mirtazapina e seu principal metabolito, a DMTZ, em
plasma, visando a sua aplicagdo futura em estudos de dis-
posig¢do cinética e monitorizagdo terapéutica.

MATERIAL E METODOS

Solucodes-padrao, solventes e reagentes

As solucdes-padrao de MTZ e DMTZ, gentilmente
cedidas pela N. V. Organon (Oss, Holanda), foram prepa-
radas em metanol (grau cromatografia, Merck, Darmstad,
Alemanha), na concentragdo de 1 mg/mL. A partir destas
solugdes foram preparadas diluigdes nas concentragdes de
0,1 a 20 pug/mL. Todas as solu¢des foram armazenadas a
-20 °C, na auséncia da luz. As solu¢des dos farmacos ava-
liados como padrao interno (metoprolol, Astrazeneca,
Cotia, SP, Brasil, 50 ug/mL) e interferentes do método
(Tabela III, 1,0 mg/mL) também foram preparadas em
metanol.

A solugao tampao fosfato de sodio usada na preparagao
da fase movel foi preparada com dgua purificada no sistema
Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, MA, EUA), acido
fosforico e hidroxido de sodio (grau p.a., Merck, Rio de Ja-
neiro, RJ, Brasil). A acetonitrila grau cromatografia utiliza-
da foi obtida da Mallinckrodt (Paris, KY, EUA) e J. T. Baker
(Xalostoc, México). No procedimento de extragao da amos-
tra foi utilizado cloreto de sddio (grau p.a.) e tolueno (grau
cromatografia) obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Equipamento

Foi empregado um cromatégrafo SHIMADZU
(Kyoto, Japao), constituido por uma bomba modelo
LCI10AS, um injetor Rheodyne modelo 7125 com
amostrador de 50 UL e um integrador modelo C-R6A. Para
detecgdo do farmaco e metabolito empregou-se um
detector por fluorescéncia FD-500 (Groton Technologies
Inc., Concord, MA, EUA) com comprimento de onda de
excita¢ao e emissao em 290 nm e 350 nm, respectivamen-
te, e freqiiéncia de 60 Hz.
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A analise cromatografica foi conduzida em uma
coluna LiChrospher 100 RP-8 capeada (4,6 x 150 wm, 5
mm), protegida por uma coluna de guarda do tipo CN
LiChrospher 100 (4 x 4 mm, 5 um), provenientes da
Merck (Darmstad, Alemanha). A fase mével empregada
consistia de tampao fosfato 0,1 mol/L, pH 3,5-acetonitrila
(82:18, v/v).

Preparacao das amostras

Aliquotas de 1 mL de plasma foram adicionadas de
25 uL da solucdo do padrao interno, 500 mg de NaCl e
alcalinizadas com 25 uL. de NaOH 0,5 mol/L. As amostras
foram agitadas em “mixer” durante 20 segundos ¢, apos
repouso por 15 minutos, foram extraidas com 4 mL de
tolueno (agitacdo horizontal por 30 minutos). Apos
centrifuga¢do a 1800 x g durante 5 minutos, as fases orga-
nicas foram separadas e evaporadas a secura sob fluxo de
ar comprimido. Os residuos foram dissolvidos em 80 uL
de fase movel e 50 uL foram cromatografados.

Validacao do método de analise

Para avaliagdo da linearidade, 25 pL das solugdes-
padrdo de MTZ e DMTZ foram adicionadas a 1 mL de
plasma de modo a obter concentragdes de 2,5, 5, 20, 50,
100, 250 e 500 ng/mL de plasma (n = 2 para cada concen-
tracdo). Em seguida, as amostras de plasma foram adici-
onadas de 25 pL de solugdo do padrao interno na concen-
tracdo de 50 ug/mL e submetidas ao procedimento de
extragdo e analise. A linha de regressao foi obtida plotando
as concentragoes no eixo das abcissas e a razao das altu-
ras dos picos (pico do farmaco/pico do PI) no eixo das
ordenadas.

Para avaliar a recuperagdo absoluta, amostras de
plasma fortificadas com MTZ e DMTZ nas concentragdes
de 5, 20, 50 e 250 ng/mL (n = 3 para cada concentracao)
foram submetidas ao processo de extracdo. As fases orga-
nicas obtidas foram adicionadas do padrio interno, evapo-
radas a secura e, ap6s os residuos terem sido dissolvidos
na fase movel, efetuou-se a analise cromatografica. As
concentragdes dessas amostras foram calculadas empre-
gando uma curva analitica, obtida pela analise direta do
farmaco, metabolito e padrdo interno na fase movel.

A exatiddo e precisdo foram verificadas através de
estudos interensaios e intra-ensaio. Foram preparadas
amostras de plasma contendo concentra¢des conhecidas
de MTZ e DMTZ (7,5, 100 ¢ 400 ng/mL). Na avaliacdo da
precisdo e exatiddo intra-ensaio, replicatas (n=5) das
amostras de plasma fortificadas foram analisadas em um
mesmo dia. Para a precisao e exatidao interensaios, foram
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considerados os resultados das analises realizadas em
quatro dias consecutivos, em triplicata, para cada concen-
tragdo. As concentragdoes de MTZ e DMTZ nessas amos-
tras foram determinadas empregando curvas analiticas
preparadas diariamente.

O limite de quantificacdo foi determinado por meio
da analise de amostras de plasma (n=5) contendo concen-
tragdes decrescentes da mirtazapina e seu metabolito até
o menor nivel quantificavel, com coeficientes de variagao
e erro relativo menores que 20%.

A seletividade do método foi avaliada através da
analise de 25 L de solugdes-padrao de diversos farmacos
na concentracdo de 1 mg/mL, ap6s secagem sob fluxo de
ar e dissolucao em 80 nL de fase movel. Analises de amos-
tras de plasma branco também foram feitas para verificar
a interferéncia de compostos endogenos.

Aplicacao do método

Para verificar a eficacia e aplicabilidade do método
desenvolvido, foi realizada a analise de uma amostra ob-
tida de um paciente adulto (40 anos, 62 kg, sexo femini-
no) sob tratamento com MTZ (30 mg/dia). Dez horas apos
administragdo da dose diaria de MTZ foi efetuada a coleta
de 5 mL de sangue, em tubo heparinizado. Apds
centrifugacdo a 1800 x g, durante 5 minutos, o plasma foi
separado e estocado a —20 °C, até o momento da analise
(estudo aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Fa-
culdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
USP, 19-CEP/FCFRP) .

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizacao das condicoes

Exceto pelo método descrito por Morgan; Tapper;
Spencer (2003), a separacdo da MTZ e DMTZ tem sido
feita normalmente empregando colunas de fase reversa.
Assim, empregamos uma coluna RP-8 que permitiu a sepa-
racdo do farmaco, metabolito e padrao interno em menos de
13 minutos. Os picos ligeiramente alargados, principalmen-
te da MTZ, acontecem devido as interagdes secundarias
entre os compostos basicos analisados e os grupos silanois
residuais presentes na fase estacionaria. Esse maior alarga-
mento dos picos nao resultou em prejuizos significativos na
sensibilidade e seletividade do método. A coluna de guar-
da CN empregada, por ser de tamanho reduzido (4 x 4 mm),
ndo afeta significativamente a separa¢do. A MTZ apresen-
ta carater basico, com pKade 7,1 (Kelder et al., 1997) e,
portanto, a extragao foi feita em meio basico. A adigdo de
500 mg de NaCl teve influéncia apenas na extracao do
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metabdlito, uma substancia de carater mais polar que a
MTZ. O método de extragao mostrou-se simples e capaz de
extrair a MTZ e DMTZ eficientemente e eliminar interfe-
rentes do plasma. A Figura 2A mostra o cromatograma re-
ferente a um plasma branco.
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FIGURA 2- Cromatogramas referentes a analise de MTZ
e DMTZ em plasma. (A) Branco de plasma; (B) Amostra
coletada 10 horas ap6s administra¢cdo de MTZ. Metoprolol
(1); DMTZ (2); MTZ (3).

Validacao do método

O principal objetivo da valida¢dao de um procedi-
mento analitico ¢ demonstrar que ele é adequado aos seus
propdsitos. Para tanto, sdo adotados critérios que seguem
normas de 6rgdos nacionais como a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e internacionais
como o Food and Drug Administration (FDA, 2000).

A linearidade de um método ¢ a sua habilidade de
produzir resultados que sdo diretamente, ou por transfor-
magao matematica bem definida, proporcionais a concen-
tra¢do do analito na amostra dentro de um certo intervalo
(Causon, 1997). Para verificar a linearidade de um méto-
do é construida uma curva analitica com amostras extrai-
das da matriz apropriada em, no minimo, 6 concentragdes
diferentes. Para avaliar os resultados, € utilizado o calcu-
lo da regressao linear pelo método dos minimos quadra-
dos, sendo necessario obter alto coeficiente de correlacao
(r>0,99) e desvio do valor nominal menor ou igual a 15%
(ANVISA, 2003) . Neste trabalho foi empregada a faixa
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de 2,5 a 500 ng/mL de plasma com 7 concentracdes dife-
rentes. Curvas analiticas tipicas que demonstram a
linearidade do método sao descritas na Tabela I.

A recuperacao reflete a quantidade do analito recupe-
rada durante um processo de extragdo em relacdo a quanti-
dade real presente na amostra. A recuperacdo foi avaliada
calculando-se a concentragdo de amostras submetidas ao
processo de extracdo, com base em uma curva analitica
preparada a partir da injeg¢o direta de solugdes-padrao dos
farmacos na fase movel. A Tabela [ mostra os resultados de
recuperacao para as quatro concentragdes analisadas.

TABELA | - Recuperagio e linearidade do método de
analise da MTZ e DMTZ

Parametro MTZ DMTZ
Linearidade

Intervalo (ng/mL) 2,5-500 2,5-500
Coeficiente angular 0,0068 0,0052
Coeficiente linear -0,030 -0,016
Coeficiente de correlagdo 0,997 0,994
Recuperacio (%)

5 ng/mL 77,4 68,7
20 ng/mL 73,2 62,8
50 ng/mL 74,1 64,2
250 ng/mL 84,5 69,4
Media 77,3 66,3
CV (%) 5,8 4,2

CV, Coeficiente de variacdo

A precisdo e exatiddo determinam o erro de uma ana-
lise e sdo os critérios mais importantes para o julgamento do
desempenho de um método analitico. A precisdo reflete a
variagdo dos resultados quando repetidas analises sdo fei-
tas em uma mesma amostra. O valor numérico usado é o
coeficiente de variagcdo (CV) ou desvio padrao relativo e
deve ser menor que 15% (Bressole, Bromet-petit, Audran,
1996). Quando a analise das amostras controle é realizada
no mesmo ensaio (ou no mesmo dia), os dados obtidos sdo
expressos como precisao intra-ensaio. Analises feitas em
dias diferentes sdo expressas como precisdo interensaios.
Exatiddo ¢ a concordancia entre o valor real da substancia
na amostra e o estimado pelo processo analitico. E expres-
sa em porcentagem do erro relativo, que deve ser inferior a
15% (Causon, 1997).

A Tabela Il mostra os resultados obtidos nos estudos
de precisao e exatiddo, comprovando que o método atin-
ge os critérios acima.

O limite de quantificagao ¢ a menor concentra¢ao do
analito de interesse quantificada com precisao e exatidao
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TABELA 1l - Precisao e exatiddo do método de analise de MTZ e DMTZ

MTZ DMTZ

Concentragdo real (ng/mL) 400 100 7,5 400 100 7,5
Interensaios (n = 4)

Concentragdo média 383,0 90,9 6,5 418,2 93,9 6,4
CV (%) 5,5 8,2 1,0 4,6 2,9 7,4
Exatidao (%) -4.3 -9,1 -12,8 4,6 -6,0 -14,8
Intra-ensaio (n = 5)

Concentragdo média 415,4 89,3 6,6 4233 92,6 6,5
CV (%) 6,5 7,0 9,3 7,8 7,6 7,7
Exatiddo (%) 3,9 -10,7 -11,7 5,8 -7,4 -13,8

CV, coeficiente de variagdo; n, nimero de determinagoes.

aceitaveis nas condigdes experimentais determinadas, ou
seja, com coeficientes de variagdo e erros relativos inferi-
ores a 20% (Causon, 1997). Através da analise de amos-
tras de plasma fortificadas com concentragdes decrescen-
tes de MTZ e DMTZ (2,5 e 1,0 ng/mL), foi determinado
como limite de quantifica¢do a concentragdo de 2,5 ng/mL
para ambos os analitos. Nesta concentrag@o foram encon-
trados valores de precisdo e exatidao de 11,4% e 15,0%,
respectivamente, para a MTZ ¢ 9,0% ¢ 18,4% para a
DMTZ. Esse limite de quantificagdo, embora superior aos
valores relatados por alguns autores na literatura (Ptaek,
Klima, Macek, 2003; Maris, Dingler, Niehues, 1999;
Morgan, Tapper, Spencer, 2003), ¢ adequado para utiliza-

TABELA 11 - Farmacos avaliados quanto a interferéncia no
método

Farmaco t, (min)  Farmaco t, (min)
Atenolol nd Fenitoina nd
Amitriptilina nd Flunitrazepam 17
Bromazepam 7,7 Fluoxetina nd
Cafeina nd Imipramina nd
Carbamazepina nd Levopromazina  nd
Cimetidina 17 Mexiletina 9.2
Clobazam nd Omeprazol 4
Clormezanona nd Pindolol 4,4
Clorpromazina nd Primidona nd
Disopiramida nd Propranolol nd
Diazepam nd Salbutamol 1,8
Diltiazem nd Tioridazina nd
Dipirona nd Verapamil nd

t., tempo de retengdo; nd, ndo detectado em 30 minutos de
analise; tempos de retencdo da MTZ = 11,7 min, DMTZ=
9,6 min e metoprolol = 5,8 min.

¢do do método em estudos de disposicao cinética (Dahl et
al., 1997).

A seletividade ¢ a habilidade de um método de separar
o analito de metabolitos, compostos endogenos e farmacos
co-administrados (Bressole; Bromet-Petit; Audran, 1996).
Para avaliar a seletividade do método foram feitas injecdes de
25 UL de solugdes-padrao na concentragdo de 1 mg/mL de
diversos farmacos utilizados no tratamento de hipertensao,
como anticonvulsivantes e medicamentos de venda livre, en-
tre outros. A Tabela III mostra os medicamentos analisados
no estudo de interferéncia.

Dentre os 26 farmacos analisados apenas 7 foram
detectados e, destes, apenas a mexiletina apresentou tem-
po de retengdo semelhante ao da DMTZ, embora o pico
obtido tenha sido bastante pequeno, nao sendo detectada
em sua concentragao terapéutica maxima. Bromazepam e
pindolol que eluem préximos a DMTZ e PI, respectiva-
mente, também ndo interferem no método.

Aplicacao do método

Para verificar a eficacia e aplicabilidade do método
desenvolvido, foi analisada uma amostra de plasma obtida
de um voluntério aproximadamente 10 horas ap6s a admi-
nistragdo de 30 mg de MTZ, preparada de acordo com o
procedimento ja descrito. A Figura 2B mostra o resultado
dessa analise. As concentragdes obtidas para a MTZ e
DMTZ foram 38,0 ng/mL e 14,2 ng/mL, respectivamente.

CONCLUSOES

Neste trabalho foram apresentados os resultados
obtidos no desenvolvimento e validacao de um método
para analise da MTZ e seu metabolito ativo, a DMTZ. O
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método, empregando uma coluna RP-8 e extracao liquido-
liquido, mostrou-se simples, rapido, preciso e com limite
de quantificagdo e faixa de linearidade adequados para a
analise da MTZ e seu metabolito em plasma.
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ABSTRACT

Simultaneous analysis of mirtazapine and
N-demethylmirtazapine in plasma by high-
performance liquid chromatography

Simple, sensitive and selective analytical methods are
required for pharmacokinetic studies and therapeutic drug
monitoring of mirtazapine, a new antidepressant drug. Thus

high-performance liquid chromatography with fluorescence
detection was used for the simultaneous analysis of
mirtazapine and its metabolite, N-demethylmirtazapine, in

plasma. After liquid-liquid extraction with toluene, the drug,

metabolite and internal standard (metoprolol) were resolved
using a LiChrospher 100 RP-8 endcapped column with a

mobile phase of 0.1 mol/L phosphate buffer, pH 3.5-

acetonitrile (82:18, v/v). The method was linear in the ran-

ge of 2.5 to 500 ng/mL for both analytes, with mean

recoveries of 77% and 66% for mirtazapine and N-

demethylmirtazapine, respectively. The quantification limits

(2.5 ng/mL), precision (CV < 15%) and accuracy (relative

errors < 15%) indicate the method is suitable for pharmaco-

kinetic studies and therapeutic drug monitoring.

UNITERMS: Mirtazapine. N-demethylmirtazapine.
HPLC. Plasma.
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