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RESUMO 

Ilha, Jaime de Oliveira – Quantificação de fármacos em estudos de biodisponibilidade 

relativa por espectrometria de massas com a utilização da técnica de fotoionização - 

Faculdade de Ciências Médicas; Universidade Estadual de Campinas, 2006.   

Tese de Doutorado. 

O desenvolvimento de técnicas de ionização à pressão atmosférica foi de 

fundamental importância para que a cromatografia líquida de alta eficiência 

associada à espectrometria de massas se transformasse em uma solução de rotina, 

possibilitando o desenvolvimento de métodos quantitativos robustos, com elevado 

desempenho e alta sensibilidade e especificidade. Neste contexto, o recente 

desenvolvimento da técnica de fotoionização à pressão atmosférica é de particular 

interesse, já que é capaz ionizar uma série de substâncias farmacologicamente ativas 

dificilmente contempladas pelas técnicas anteriores, como, por exemplo, esteróides e 

outros compostos não polares. Todavia, sobretudo em nosso meio, ainda são poucos 

os trabalhos que apresentam métodos desenvolvidos para a quantificação de drogas 

em estudos farmacocinéticos com o emprego dessa técnica. Inserido nesse contexto, 

este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e avaliação de métodos para a 

quantificação de drogas em estudos farmacocinéticos utilizando a técnica de 

fotoionização, tendo como objeto de estudo o anastrozol e as di-hidropiridinas. As 

avaliações incluíram, entre outras, comparações entre métodos de ionização e estudo 

da influência do tipo de dopante utilizado. A partir das referidas avaliações e da 

experiência adquirida com o desenvolvimento de diferentes métodos analíticos, 

considera-se que esta interface tem o potencial de proporcionar um desempenho 

igualmente satisfatório quando empregada na avaliação de moléculas passíveis de 
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análise pela aplicação dos métodos de ionização tradicionais, como é o caso da 

eletronebulização. Para moléculas de pequena afinidade a prótons, a introdução do 

anisol como substância dopante permitiu que fosse atingida uma eficiência de 10 a 

100 vezes maior no processo de ionização dessas substâncias. A utilização de 

acetona ou anisol, adicionada diretamente à fase móvel, demonstrou ser também 

uma abordagem interessante, já que diminui o número de equipamentos envolvidos 

no processo e simplifica a operação diária, além de garantir que a razão entre o fluxo 

do dopante e do eluente seja constante, o que é importante para reduzir a 

variabilidade da eficiência de ionização. Verificou-se também que tal abordagem não 

traz prejuízos à coluna cromatográfica. Os métodos desenvolvidos com o emprego 

desta interface demonstraram ser adequadamente sensíveis, específicos, precisos e 

exatos, atendendo assim aos quesitos de validação de métodos bioanalíticos para 

quantificação de fármacos em matrizes biológicas. Por fim, ao possibilitar a análise 

de novos compostos, assim como aumentar a sensibilidade dos métodos bioanalíticos 

em função da maior eficiência de ionização, esta técnica traz uma contribuição 

importante para a quantificação de fármacos e, em particular, para a realização de 

estudos de biodisponibilidade relativa.  
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ABSTRACT 

Ilha, Jaime de Oliveira – Drug quantification for relative bioavailability studies by 

means of photoionization mass spectrometry – Faculty of Medical Sciences, 2006.       

Doctoral Thesis. 

The development of atmospheric pressure ionization techniques has been of 

utmost importance to turn high performance liquid chromatography coupled to mass 

spectrometry into a routine solution, enabling the development of robust, high 

performance, high sensitivity and specific quantitative methods. In this sense, the 

recent development of the atmospheric pressure photoionization technique is 

specially interesting, as it is making possible the ionization of a group active 

pharmacological entities hardly addressed by the traditional techniques, as is the 

case of steroid and other non polar compounds. However, especially in our region, 

there are only few organizations developing methods for drug quantification in 

pharmacokinetic studies by means of this technique. Within this setting, the present 

work aims at the development and evaluation of drug quantification methods for 

pharmacokinetic studies using photoionization, having anastrozole and 

dihydropyridine drugs as case studies. Tests performed have included, among 

others, the comparison of ionization methods and the evaluation of the influence of 

the dopant selected. Taking into account the evaluations and the acquired 

experience with the development of distinct analytical methods, it is believed this 

interface is capable to equally perform satisfactorily when applied to the evaluation of 

molecules handled by traditional ionization methods, as is the case of electrospray. 

For low proton affinity molecules, the use of anisole as dopant allowed to enhance 

the ionization efficiency by 10 to 100 fold. Acetone or anisol directly added to the 

mobile phase has also shown to be an interesting approach, as few apparatus are 
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required, thus simplifying daily operations. This also assures a constant dopant flow 

rate as compared to the eluant flow rate, which is relevant to reduce variability on the 

ionization efficiency. It was also verified this approach does not damage the 

chromatographic column. Methods developed with this interface have shown to be 

sensitive, specific, precise and accurate, therefore meeting the requirements for 

bioanalytical method validation used for quantative determination of drugs in 

biological matrices. At last, by supporting the analysis of new compounds, as well as 

by increasing the sensitivity of bioanalytical methods due to a better ionization 

efficiency, this technique brings an important contribution to drug quantification and, 

in particular, to the performance of relative bioavailability studies. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Resolução sobre os Medicamentos Genéricos criada no Brasil em 1999 

(ANVISA, 1999) e, mais recentemente, a Resolução sobre medicamentos similares 

(ANVISA, 2003a) vêm ocasionando um aumento da demanda de realização de 

estudos clínicos para avaliação de biodisponibilidade ou bioequivalência de 

medicamentos e, conseqüentemente, da necessidade de quantificação de diferentes 

classes de fármacos, para fins de caracterização do perfil farmacocinético destes 

compostos.  

Por possibilitar a detecção de quantidades mínimas de compostos em 

matrizes de natureza complexa, a cromatografia líquida de alta eficiência associada à 

espectrometria de massas (CLAE-EM/EM) tem sido a técnica mais empregada nos 

últimos anos para a quantificação de fármacos em estudos farmacocinéticos 

(Kauppila, 2004). 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) permite a separação do(s) 

composto(s) de interesse dos demais compostos eventualmente presentes na matriz 

biológica, como é o caso do plasma humano, evitando que um número elevado de 

interferentes prejudique de detecção do fármaco, auxiliando, assim, na seletividade 

do método de quantificação.  

Já a espectrometria de massas (EM) permite que sejam atingidos padrões 

elevados de especificidade, necessários à adequada identificação das estruturas 

moleculares dos fármacos, em meio a outros componentes da matriz biológica ou 

metabólitos da droga que não foram afastados através da CLAE. 
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A associação destas duas técnicas é particularmente interessante no sentido 

de que seu uso permite que o tempo investido em cromatografia seja menor que o 

usualmente necessário quando a separação cromatográfica está acoplada a outros 

métodos de detecção, como por exemplo, por ultravioleta. Assim, esta associação 

proporciona maior velocidade na análise de amostras, essencial em estudos de 

biodisponibilidade, que, via de regra, envolvem centenas de quantificações.  

Além da rapidez, o desenvolvimento de métodos analíticos para avaliação do 

perfil farmacocinético de fármacos implica atingir alta sensibilidade, quer para 

quantificação de baixas concentrações relacionadas a amostras coletadas durante a 

fase de eliminação, quer em função das baixas concentrações não raro encontradas, 

devido às características do fármaco e posologia empregadas.  

A escolha do método empregado implica, em última análise, otimizar a 

sensibilidade e a especificidade, atendendo aos demais quesitos de validação da 

metodologia envolvida, sobretudo no que se refere à exatidão e precisão definidas 

para quantificação de amostras em matrizes biológicas. 

Considerando-se que a espectrometria de massas é uma técnica baseada na 

identificação da razão massa-carga de íons, para a sua utilização é fundamental a 

possibilidade de ionização dos compostos de interesse, sem o que não é possível 

discriminá-los de outros elementos e, tampouco, detectá-los através da mensuração 

do fluxo de íons que atinge o detector.  

Outro aspecto fundamental é o de que a discriminação e a detecção se dão 

em fase gasosa, o que implica a utilização de um mecanismo que possibilite a 

transição dos compostos contidos no eluente proveniente da cromatografia líquida de 

alta eficiência para a fase gasosa.  

Assim, para que ocorra a associação da cromatografia líquida de alta 

eficiência à espectrometria de massas, é necessário o emprego de uma interface que 
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permita efetuar esta mudança de fase, bem como a ionização dos compostos de 

interesse.  

De sua vez, o desenvolvimento de técnicas de ionização à pressão 

atmosférica (API) foi de fundamental importância para que a referida associação se 

transformasse em um método rotineiro, possibilitando o desenvolvimento de 

métodos quantitativos com elevado desempenho e alta sensibilidade e especificidade 

(Pereira et al., 2005a). Nesse sentido, as técnicas mais largamente empregadas são 

a ionização por eletronebulização (ESI) e a ionização química em pressão atmosférica 

(APCI). 

Na técnica de ionização por eletronebulização, o eluente proveniente da 

coluna cromatográfica é conduzido por um tubo capilar metálico ao qual é aplicado 

um alto potencial elétrico (positivo ou negativo), que leva à separação de cargas do 

solvente, podendo também haver dissociação iônica do fármaco de interesse, 

dependendo de suas características físico-químicas.  

Ao deixar o capilar, o líquido é vaporizado, formando minúsculas gotículas 

carregadas eletricamente que, por sua vez, são submetidas a um fluxo de Nitrogênio, 

destinado à evaporação do solvente.  

Conforme descrito por Watson (1997), na medida em que as gotículas vão 

reduzindo de tamanho, devido à evaporação do solvente, ocorre o aumento da força 

de repulsão entre os íons de mesma carga, até o ponto em que a força coloumbica é 

suficientemente forte para romper a tensão superficial dessas gotículas, implicando a 

dissorção dos íons para a fase gasosa.  

De outro lado, conforme relatado por Kauppila (2004), este fenômeno 

também pode ser explicado pelo fato de que o aumento da carga, em função da 

diminuição da área de superfície das gotículas acaba por produzir uma fissão 

coloumbica quando o limite de instabilidade de Rayleigh é atingido, resultando em 
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gotículas cada vez menores, até se alcançar um estado em que as moléculas 

encontrar-se-iam em suspensão (fase gasosa).  

Já em fase gasosa, ocorrem reações químicas, resultando na ionização dos 

compostos de interesse. Os íons formados são tipicamente íons quasimoleculares, ou 

seja, moléculas protonadas ([M+H]+) ou aductos  ([M+NH4]+, [M+Na]+), no caso de 

ionização em modo positivo, ou moléculas desprotonadas ([M-H]-), no caso de 

ionização em modo negativo, e que portanto mantém intactas as estruturas 

moleculares originais. São mais favorecidas por este tipo de processo as substâncias 

iônicas ou polares, uma vez que o campo elétrico no capilar propicia a dissociação e 

a formação de íons já em solução. 

A eletronebulização é considerada uma técnica de ionização branda, eficiente 

na ionização de moléculas polares, lábeis, bem como as de peso molecular elevado, 

situação comum a um número considerável de drogas e metabólitos (Oliveira e 

Watson, 2000). 

Na técnica de ionização química à pressão atmosférica (APCI) as moléculas 

são inicialmente vaporizadas e, através do emprego de uma descarga elétrica por 

meio de uma corona, forma-se um plasma, no qual é proporcionada a ocorrência de 

reações químicas, já em fase gasosa, que levam à ionização dos compostos.  

As substâncias que se beneficiam deste processo podem ser menos polares 

que as que se ionizam através de eletronebulização; todavia, a eficiência do processo 

é relativa, já que pode haver transferência de prótons para outras substâncias com 

maior afinidade a estes, que estejam presentes no meio, como por exemplo, o 

solvente empregado (Robb e Blades, 2006).  

Destaca-se, porém, que existem compostos que não são adequadamente 

ionizados por estas técnicas e alguns sequer são passíveis de ionização, sobretudo os 

compostos não polares. Portanto, o desenvolvimento de métodos que permitam a 
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quantificação desses compostos não polares assume grande importância. Dentro 

desta categoria de compostos, enquadram-se os esteróides, tais como os corticóides 

e hormonioterápicos, os quais têm, nos últimos anos, constituído crescente objeto de 

investigação para aprovação de medicamentos genéricos ou similares. 

Nesse sentido, o recente desenvolvimento da técnica de ionização 

denominada de fotoionização à pressão atmosférica (APPI) é de particular interesse 

já que possibilita a ionização de compostos pouco polares ou mesmo não polares. 

Segundo Raffaelli e Saba (2003), o uso da fotoionização não é recente, 

havendo descrições de sua utilização há mais de 30 anos. Todavia, poucos são os 

relatos de sua aplicação combinada à cromatografia líquida de alta eficiência.  

A fotoionização à pressão atmosférica associando a cromatografia líquida de 

alta eficiência à espectrometria de massas foi inicialmente descrita por  

Robb et al. (2000), cuja contribuição para a introdução desta técnica levou em conta 

não só a possibilidade de ionização direta dos compostos de interesse, como também 

a associação de uma substância dopante, agindo como intermediária no processo de 

ionização desses compostos. 

Nesta técnica, a amostra é vaporizada, à semelhança do que ocorre na 

técnica de eletronebulização, e, a seguir, recebe fótons provenientes de uma 

lâmpada de descarga krypton, cuja energia (10 eV) é capaz de ionizar substâncias 

que possuam energia de ionização inferior a este valor, o que inclui alguns dos 

compostos de interesse, possibilitando a transferência direta de carga elétrica para 

estes (Kauppila, 2004).  

Adicionalmente, é introduzido, juntamente com o eluente, uma substância 

utilizada como dopante, cuja energia de ionização é inferior a 10 eV. A partir da 

ionização do dopante, já em fase gasosa, ocorrem reações com as moléculas dos 

compostos de interesse, possibilitando assim a formação de íons quasi-moleculares, 

quer pela transferência direta de carga elétrica, quer pela “protonação” (ou 
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“desprotonação”) do analito. Em função da menor quantidade de energia utilizada, 

considera-se que esta é uma técnica de ionização ainda mais branda que a 

proporcionada pela eletronebulização, produzindo mínimas fragmentações das 

moléculas presentes no meio, o que resulta em menor complexidade do espectro 

produzido e, por conseguinte, maior seletividade. 

Ressalta-se que na bibliografia consultada já existem estudos que 

evidenciam que a APPI é capaz de ionizar não somente os compostos não ionizáveis 

pelas outras duas técnicas já citadas (compostos não polares), mas também aqueles 

que o são, indicando a possibilidade de ser esta uma solução mais universal do que 

as atualmente utilizadas na associação da cromatografia líquida de alta eficiência à 

espectrometria de massas (Syage, 2001; Cai, 2005).  

Todavia, ainda são poucos os trabalhos, sobretudo em nosso meio, que 

apresentam métodos desenvolvidos com esta técnica para a quantificação de drogas 

em estudos farmacocinéticos. O desenvolvimento de métodos, além de propiciar o 

melhor conhecimento desta técnica, é de fundamental importância para sua 

consolidação. Inserido nesse contexto, o presente trabalho é uma contribuição no 

sentido de auxiliar na elucidação dos mecanismos envolvidos e propiciar a aplicação 

desta nova “ferramenta” na rotina de estudos farmacocinéticos conduzidos no País. 

Cabe ainda salientar que a pesquisa e desenvolvimento de novas medicações 

é uma das atividades que mais se intensificam na indústria farmacêutica. 

Conseqüentemente, considerando o grande número de novos compostos sintetizados 

e avaliados através de programas de pesquisa, torna-se imprescindível o 

desenvolvimento de métodos e a disponibilidade de ferramentas capazes de avaliar 

estes fármacos em potencial. Estas avaliações incluem não somente a atividade 

biológica, mas também aquelas relativas à biodisponibilidade, propriedades 

farmacocinéticas, estabilidade, entre outras, de forma a garantir que somente as 
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entidades químicas efetivamente mais promissoras cheguem à fase de avaliação por 

intermédio de estudos clínicos, recurso cada vez mais escasso e caro.  
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2. OBJETIVOS 

Considerando-se a problemática apresentada, este trabalho tem como 

objetivo geral o desenvolvimento e avaliação de métodos para a quantificação de 

drogas em estudos farmacocinéticos utilizando a técnica de fotoionização, tendo 

como objeto de estudo o anastrozol e as di-hidropiridinas. 

Tendo em vista que o mecanismo de geração de íons e a eficiência de 

ionização da referida técnica dependem de outros fatores que não somente as 

características dos compostos analisados, este trabalho apresenta os seguintes 

ensaios adicionais, realizados com o objetivo de auxiliar na elucidação de alguns 

mecanismos que interferem na  eficiência do processo de ionização dos compostos 

de interesse: 

• influência do procedimento de ionização empregado; 

• influência do tipo e concentração do dopante a ser utilizado e 

• influência da concentração de ácidos empregada. 

 

Com o desenvolvimento do presente trabalho, espera-se também contribuir 

para a disseminação da técnica empregada, promovendo dessa maneira o 

desenvolvimento de novos métodos para a avaliação de drogas. 
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3. MÉTODO PARA QUANTIFICAÇÃO DE ANASTROZOL 
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Mendes G. D, Hamamoto D., Ilha J., Pereira A. S, De Nucci G. Anastrozole 

quantification in human plasma by high-performance liquid chromatography coupled 

to photospray tandem mass spectrometry applied to pharmacokinetic studies. 

Journal of Chromatography B. (aprovado) 
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4. ANÁLISE DE DI-HIDROPIRIDINAS POR FOTOIONIZAÇÃO 
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Pereira A. S, Bicalho B., Hamamoto D., Ilha J., De Nucci G. Analysis of 

dihydropyridine calcium channel blockers with negative ion photoionization mass 

spectrometry. Journal of Chromatographic Science (submetido) 
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5. DISCUSSÃO 

A) Aspectos gerais do emprego da fotoionização à pressão atmosférica 

A escolha da técnica de ionização para o desenvolvimento de um 

determinado método analítico depende, em última análise, da contribuição que esta 

técnica pode proporcionar para o aumento da sensibilidade, especificidade, exatidão 

e precisão desse método.  

Obviamente, quando se considera a detecção através de espectrometria de 

massas, a eficiência de ionização produz reflexos diretos na sensibilidade de um 

determinado método analítico, já que a detecção é proporcional à quantidade de íons 

que atingem o detector.  

Introduzida há poucos anos por Robb et al. (2000) como técnica de 

associação da CLAE à espectrometria de massas, a fotoionização à pressão 

atmosférica com assistência de uma substância dopante (DA-APPI) tem-se tornado 

objeto de crescente investigação, como pode ser verificado pelo surgimento de 

diferentes revisões sobre o assunto (Raffaelli e Saba, 2003; Hanold et al., 2004;  

Bos et al., 2006). 

Por empregar distintos mecanismos de ionização, onde ocorre não só a 

produção de íons por transferência de prótons, mas também através da transferência 

de cargas, a DA-APPI é passível de aplicação para a ionização de um maior número 

de substâncias, englobando, sobretudo, compostos de baixa polaridade (Kauppila, 

2004). 
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O mecanismo inicial de ionização das moléculas de interesse vem a ser a 

absorção da energia proveniente dos fótons emitidos pela lâmpada krypton, os quais 

podem provocar a ejeção de um elétron do composto, formando um íon molecular 

por transferência de carga. A ejeção de um elétron, ou, em última análise, a 

ionização por meio deste princípio, depende da energia de ionização (IE) 

característica de cada composto, a qual varia em função do tamanho e estrutura 

deste. Neste particular a energia emitida pela lâmpada krypton é da ordem de 10 eV 

o que é inferior à energia necessária para a ionização da maioria dos solventes 

utilizados em cromatografia líquida de alta eficiência (ver Tabela 1). Isto possibilita 

um menor nível de ruído em função da não ionização direta dos solventes, o que 

contribui para a seletividade do método. 

Tabela 1: Energia de ionização e afinidade a prótons de dopantes, solventes e 
outras substâncias eventualmente envolvidas no processo de ionização. 

Substância IE (eV) PA (KJ/mol) 
Anisol * 8.20 839.6 

Tolueno * 8.83 784.0 
Benzeno * 9.24 750.4 
Acetona * 9.70 812.0 
Amônia 10.07 853.6 
Metanol 10.84 754.3 

Ácido Acético 10.65 783.7 
Oxigênio 12.07 421.0 

Acetonitrila 12.20 779.2 
Água 12.62 691.0 

Dióxido de Carbono 13.78 540.5 
Nitrogênio 15.58 493.8 

 Notas:   *dopantes;  IE = Energia de Ionização;  PA = Afinidade a Prótons   
 FONTE: (NIST, 2006) 

 

Algumas moléculas de interesse farmacológico, como é o caso de moléculas 

aromáticas, possuem energia de ionização abaixo de 10 eV e, desta forma, podem 

ser ionizadas diretamente conforme apresentado a seguir (ver Eq. 1). Todavia, 

conforme ponderado por Robb et al. (2000), uma vez que o processo se dá à 

pressão atmosférica, as moléculas de interesse encontram-se vaporizadas 
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juntamente com um grande número de outras substâncias que, independentemente 

de virem a ionizar, também absorvem os fótons, o que resulta em uma baixa 

eficiência de ionização. Além disto, enquanto os diversos componentes da mistura 

encontram-se à pressão atmosférica, inúmeras reações pós-ionização podem ocorrer, 

com o potencial de neutralizar os íons de interesse formados. 

M + hν (10 eV)  →  M+• + e-  (se IE(M) < 10 eV) (Eq. 1) 

Onde: 
M – molécula de interesse; 
hν - energia; 
IE (M) – energia de ionização da molécula de interesse 

 

Por outro lado, o mesmo princípio pode ser explorado favoravelmente com a 

introdução de substâncias dopantes (“D”). Se, no eluente, for adicionada em 

concentração relativamente elevada uma substância com energia de ionização 

inferior à produzida pela lâmpada krypton, esta será então ionizada de forma mais 

eficiente, devido à sua relativa abundância no meio (ver Eq. 2). O íon assim formado 

pode, então, reagir com a molécula de interesse (“M”) proporcionando uma 

transferência de carga, se a IE da molécula de interesse for inferior à energia de 

ionização do dopante  (ver Eq. 3). 

D + hν (10 eV)  →  D+• + e-  (se IE(D) < 10 eV) (Eq. 2) 

D+• + M  →  M+• + D (se IE(M) < IE(D)) (Eq. 3) 

Onde: 
D – dopante;  
IE(D) – energia de ionização do dopante 
M, IE(M) – já definidos. 
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Além dos mecanismos de ionização por transferência de carga, acima 

apresentados, a formação de íons mais usual é aquela em que ocorre a protonação 

ou desprotonação da molécula de interesse. 

Na ionização em modo positivo, a transferência de prótons é regida pela 

afinidade a prótons (PA), competindo, no caso, as moléculas de interesse, a 

substância dopante, os solventes e os aditivos presentes na mistura vaporizada.  

Segundo os experimentos realizados por Syage (2004), há dois mecanismos 

para formação de íons [M+H]+, os quais são decorrentes dos íons formados a partir 

das reações (Eq. 1 e Eq. 2) apresentadas acima: 

D+• + M  →  [M+H]+ + [D-H]• (se PA(M) > [D-H]•) (Eq. 4) 

M+• + S  →  [M+H]+ +  [S-H]• (se PA(M) > [S-H]•) (Eq. 5) 

Onde: 
S – solvente ou aditivos utilizados;  
H – hidrogênio; 
M, D – já definidos. 

 

O referido autor ressalta que há evidências indicando que o mecanismo 

dominante de formação de íons [M+H]+ vem a ser o descrito na (Eq. 5), onde ocorre 

a abstração de um hidrogênio da molécula do solvente quando esta colide com o 

radical catiônico da molécula de interesse (M+). 

Analisando-se a (Eq. 5) também pode-se verificar que há, na realidade um 

equilíbrio entre a formação de [M+H]+ e M+•, sendo que, no modelo termoquímico 

envolvido, a formação de [M+H]+ é claramente correlacionada com a PA(M). 

Encontra-se descrito por Syage (2004) as considerações em detalhe sobre este 

modelo. 
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Além disto, o dopante (radical catiônico) pode ionizar moléculas de solvente 

pela transferência de prótons, caso a afinidade a prótons do solvente for superior a 

do radical desprotonado (Eq. 6). Considerando que as moléculas de solventes 

formam “clusters” e que estes têm afinidade a prótons superior à molécula isolada, 

esta reação é também freqüente (Kaupilla, 2004a). O solvente protonado pode, por 

sua vez ter seu próton transferido para a molécula de interesse (M), caso a afinidade 

a prótons desta for maior que a afinidade a prótons do solvente (Eq. 7). 

 

D+• + nS  →  [D-H]- + SnH+ (se PA(nS) > PA([D-H]-) (Eq. 6) 

SnH+ + M  →  nS + [M+H]+ (se PA(M) > PA(Sn) (Eq. 7) 

Onde: 
S – solvente ou aditivos utilizados;  
H – hidrogênio; 
M, D – já definidos. 

 

O mecanismo de transferência de prótons propicia a formação de íons 

semelhantes àqueles que se formam através da técnica de ionização por 

eletronebulização (ESI), embora através de processos distintos. Contudo, conforme 

descrito por Kauppila (2004), a ESI apresenta melhor desempenho com compostos 

polares que já se encontram carregados em solução. Na DA-APPI, em função do 

dopante, há maior flexibilidade no sentido de ionização de moléculas menos polares. 

Em ambos os casos a composição da fase móvel pode ser otimizada para 

proporcionar maior eficiência da ionização. 

Na ionização em modo negativo, a partir da reação inicial com o dopante 

(Eq. 2), onde ocorre a liberação de elétrons, podem ocorrer diferentes reações que 

resultam na formação de íons negativos, quer por captura de elétrons, transferência 
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de cargas, transferência de prótons ou reações de substituição. Neste caso estão 

envolvidas as propriedades de afinidade a elétrons (EA) e acidez das substâncias em 

fase gasosa (∆ácG ). Um dos possíveis mecanismos para formação de [M-H]- é, 

inicialmente, a formação de O2
-, por captura de elétrons (Eq. 8), que por sua vez 

reage com [M], formando [M-H]- quando a ∆ácG da molécula de interesse é menor 

que a do HO2
-• (Eq. 9). Uma descrição detalhada dos princípios envolvidos pode ser 

encontrada em Kauppila et al. (2004a). 

O2 + e-  →  O2
-•  (Eq. 8) 

M + O2
-• →  [M-H]- + HO2

-• (se ∆ácG (M) < ∆ácG (HO2
-•) (Eq. 9) 

Onde: 
O – oxigênio; 
M, H – já definidos. 
 

 

Dentre as substâncias comumente empregadas como dopantes em DA-APPI, 

encontram-se o tolueno, a acetona e, mais recentemente, o anisol. Estas substâncias 

são escolhidas devido à disponibilidade em alto grau de pureza e por possuírem uma 

energia de ionização inferior, mas próxima àquela proporcionada pela fonte de fótons 

(10 eV).  

Embora existam diversos estudos na literatura em que o tolueno é aplicado 

como substância dopante (Raffaelli e Saba, 2003; Hout, et al., 2003; Wang et al., 

2005), incluindo avaliações que demonstram casos de melhor desempenho quando 

comparado à acetona (Hanold et al., 2004), nos dois artigos apresentados na 

presente tese (Capítulos 3 e 4), a acetona foi utilizada como substância dopante, já 

que ela tem vantagens práticas por poder ser adicionada diretamente à fase móvel, 

sem prejudicar a coluna cromatográfica.  
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Esta abordagem, além de ser mais simples de implementar, já que não 

envolve o emprego e controle de duas bombas, garante a manutenção de uma 

proporção constante entre o fluxo de fase móvel e o fluxo de dopante empregado.  

Conforme apontado por Robb e Blades (2006), a taxa de ionização do 

dopante é afetada pela taxa de fluxo do solvente, efeito que é anulado quando a 

proporção entre os dois fluxos é mantida. Embora outros fatores possam ainda 

contribuir para a variação da eficiência de ionização do dopante, o emprego desta 

técnica minimiza a variação oriunda desta questão contribuindo, portanto, para uma 

maior precisão do método analítico.  

Além disto, segundo Kauppila et al. (2004b), a acetona se comporta melhor 

que o tolueno na ionização de compostos com alta afinidade a prótons, o que implica 

em vantagem de sua utilização com tais classes de compostos.  

Por outro lado, considerando-se os compostos não polares, que constituem o 

principal alvo do emprego da DA-APPI como técnica de ionização, verifica-se que a 

introdução do anisol como substância dopante apresenta grande vantagem. 

Comparado à acetona e ao tolueno, ele é capaz de aumentar em até cerca de 100 

vezes a eficiência de ionização quando empregado na ionização de compostos com 

baixa afinidade a prótons. Devido a sua maior afinidade a prótons, os íons D+• do 

anisol não reagem rapidamente com os solventes do meio formando [D-H]• por 

transferência de prótons e, portanto, permanecem disponíveis para efetuarem a 

troca de carga com os compostos de interesse (Kauppila et al., 2004b). 

Para a avaliação da influência do emprego do anisol como dopante em 

substituição à acetona, foi conduzido um ensaio, comparando o emprego destes dois 

dopantes. Foi avaliada a ionização por transferência de prótons, no modo positivo e 

negativo e a ionização por transferência de carga.  
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O referido ensaio foi conduzido com o etinil-estradiol (MM 296,4 g/mol), 

composto de característica não apolar, o qual foi preparado em solução aquosa à 

concentração de 1 µg*ml-1 e infundido a um fluxo de 30 µl*min-1 em conjunto com a 

fase móvel e o dopante em estudo. A eficiência de ionização foi avaliada através da 

intensidade do sinal obtido pelo espectrômetro de massas após a otimização 

automática dos parâmetros da fonte e de fragmentação. Os detalhes do método 

empregado nestas avaliações específicas encontram-se descritos no Apêndice 1. Os 

resultados obtidos são apresentados na Figura 1. Na Tabela 3, constante no 

Apêndice 2, também apresentam-se os resultados obtidos no ensaio de ionização do 

etinil-estradiol. 

Etinil-Estradiol
 Íon Precursor

n.a. 1 2 5 7 10 100 Acet.
0.0×10 -00

1.0×10 06

2.0×10 06

ES+
ES-
PS+
PS-
PS e-

% do Dopante

In
te

ns
id

ad
e 

do
 S

in
al

(c
ps

)

296 m/z

297 m/z

295 m/z

[M]+

[M+H]+

[M-H]-[M-H]-
[M+H]+

ES+ = Eletronebulização em modo positivo;    ES- = Eletronebulização em modo negativo; 
PS+ = Fotoionização em modo positivo por transferência de prótons;  
PS- = Fotoionização em modo negativo por transferência de prótons;     PS e- = Fotoionização por transferência de carga (elétrons); 
n.a. = não aplicável;   1, 2, 5, 7, 10, 100 = proporção de Anisol em relação à fase móvel (v/v);    Acet. = Acetona (5%) 

Figura 1: Intensidade do íon precursor de etinil-estradiol após a otimização dos parâmetros 
da fonte e de fragmentação, gerados por DA-APPI com anisol em diferentes 
proporções em relação à fase móvel (v/v) e DA-APPI com acetona, considerando 
a ionização em modo positivo e negativo e a ionização por transferência de 
elétrons.   
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Observa-se que, de acordo com o estimado, em se tratando de substância 

de característica não polar, a ionização mais eficiente foi aquela obtida através da 

transferência de carga (“PS e-”) com o emprego do anisol como substância dopante, 

na proporção de 7 a 10% do volume da fase móvel.  Nestas condições, foram 

produzidos íons [M]+ na intensidade de 1.480.000 contagens por segundo (cps). 

Com a acetona, na proporção de 5% da fase móvel, este valor foi de cerca de 

57.000 cps, o que é cerca de 20 vezes menor que o valor produzido com a mesma 

proporção de anisol. A produção de íons [M+H]+ foi da ordem de 60.000 cps para 

ionização com ESI e de cerca de 340.000 cps para DA-APPI com anisol 7%, ou seja, 

cerca de ¼ da eficiência obtida com a formação de íons por transferência de carga. 

A ionização em modo negativo que produziu melhores resultados foi a obtida com 

acetona (5%), apresentando valores de cerca de 150.000 cps.  

Estes resultados evidenciam que o anisol apresenta vantagens para fins de 

ionização de compostos não polares, quando comparado com o emprego da acetona 

como dopante. Ressalta-se, no entanto, que os testes foram realizados com a 

molécula de interesse em solução aquosa; a magnitude desta eficiência em 

condições reais de realização do estudo (matriz biológica com o emprego de 

separação cromatográfica) não foi avaliada. 

Outro fator considerado importante, que produz reflexos na sensibilidade 

exatidão, precisão e desempenho de um método analítico é a ocorrência de 

interferências em função de efeitos de supressão iônica. Esta supressão é causada 

por outros elementos presentes na matriz biológica ou outros materiais não voláteis, 

que interferem na evaporação do solvente e vaporização dos compostos de 

interesse, levando, em última instância, a uma redução no grau de ionização e, 

conseqüentemente, redução na detecção dos compostos de interesse.  

Bonfiglio et al. (1999) e Annesley (2003) descrevem procedimentos 

específicos a serem utilizados para validação de métodos bioanalíticos, no sentido de 

estimar o grau de supressão iônica que possa estar associado às condições do 
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ensaio. Kauppila (2004) cita que a fotoionização à pressão atmosférica é menos 

susceptível a efeitos de supressão iônica quando comparada à eletronebulização.  

Embora não tenham sido realizados estudos específicos para a avaliação 

destes efeitos, os testes descritos por Bonfiglio et al. (1999), realizados como parte 

dos procedimentos de validação dos métodos analíticos descritos no presente 

trabalho, bem como de outros métodos já desenvolvidos no laboratório, não 

permitiram evidenciar diferenças expressivas entre a utilização de DA-APPI e ESI. 

  

B) Anastrozol 

No Capítulo 3 é apresentado um método de quantificação de anastrozol em 

plasma humano através de cromatografia líquida de alta eficiência associada à 

espectrometria de massas, onde é empregada uma fonte de ionização à pressão 

atmosférica por meio de fotoionização, utilizando-se a acetona como dopante.  

Com o objetivo de apreciar a influência da fotoionização (DA-APPI) em 

relação à ionização por eletronebulização (ESI) foi realizado um ensaio comparando 

estas duas técnicas de ionização em modo positivo e negativo, considerando a 

eficiência de ionização proporcionada com o emprego de anisol ou acetona como 

dopante. Além disso, procurou-se também avaliar a influência da disponibilidade de 

ácido acético na eficiência de ionização. Estes ensaios preliminares foram realizados 

com o anastrozol em solução na concentração de 100 ng*ml-1, através da infusão 

direta a um fluxo de 20 µl*min-1, em conjunto com a fase móvel e o dopante 

(quando apropriado), infundidos através de uma conexão “T”. Os detalhes do 

método empregado nestas avaliações específicas encontram-se descritos no 

Apêndice 1 e os resultados obtidos são apresentados nas figuras 2 a 5. 
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Figura 2: Espectro de massas produzido após a ionização de uma solução de anastrozol 

(MM 293,366 g/mol) com o emprego de uma fonte APPI operando em modo 
positivo com a utilização de acetona como dopante, acrescentada à fase móvel 

acetonitrila / metanol/ água / acetona (60/20/15/5; v/v/v/v), com adição de 
 ácido acético a 0,1%. 

 
Figura 3: Espectro de massas produzido após a ionização de uma solução de anastrozol 

(MM 293,366 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em modo 
positivo com a utilização de anisol como dopante, acrescentada à fase móvel 

acetonitrila / metanol / água / anisol (60/20/15/5; v/v/v/v), sem adição de ácido. 
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Figura 4: Espectro de massas produzido após a ionização de uma solução de anastrozol 
(MM 293,366 g/mol), com o emprego de uma fonte ESI operando em modo 
positivo com fase móvel acetonitrila / metanol / água (60/20/20; v/v/v), com 

adição de ácido acético 1,0% 

 

A análise da Figura 2 permite verificar que na ionização do anastrozol em 

modo positivo, com a utilização de fonte APPI e emprego de acetona (5%) como 

dopante, o principal íon formado vem a ser o íon quasimolecular [M+H]+  

(m/z 294,0). O principal íon produto vem a ser o de m/z 225,0, proveniente da 

fragmentação indicada na estrutura molecular apresentada na referida figura. 

Comparando-se com a Figura 3, é possível notar que, mantido o mesmo 

modo de ionização, a variação do dopante ou da concentração de ácido não altera os 

íons produzidos, havendo apenas variação da abundância absoluta do íon precursor 

– reflexo da eficiência de ionização - e da abundância relativa dos íons produto.  

Mesmo com o emprego da ionização por eletronebulização (ESI) em modo 

positivo (Figura 4), não há alteração dos principais íons produzidos, embora 

provavelmente estejam envolvidos outros mecanismos na formação dos mesmos. 
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Nota-se, entretanto, que o ruído de fundo é mais intenso, na medida em que surgem 

diversos outros fragmentos que podem corresponder à ionização dos solventes e 

outros constituintes presentes no meio. 

A figura 5 apresenta o espectro de massas produzido após a ionização de 

uma solução de anastrozol com o emprego de uma  fonte APPI operando em modo 

negativo com a utilização de anisol como dopante. 

 

 
Figura 5: Espectro de massas produzido após a ionização de uma solução de anastrozol 

(MM 293,366 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em modo 
negativo com a utilização de anisol como dopante, acrescentada à fase móvel 

acetonitrila / metanol / água / anisol (60/20/15/5; v/v/v/v), com adição  
de ácido acético a 0,1% 

 

Da análise da Figura 5, verifica-se que a ionização do anastrozol em modo 

negativo, produz o íon quasimolecular [M-H]- (m/z 292,2) e íons produto diferentes 

daqueles visualizados no modo positivo, denotando a ocorrência de mecanismos de 

fragmentação distintos. 
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Vale destacar que não foi visualizada a formação de íons por transferência de 

cargas, o que permite supor que a polaridade da molécula e, em paralelo, a 

afinidade a prótons, não contribui para que este mecanismo de formação de íons se 

expresse em níveis apreciáveis. 

Na Tabela 2 são apresentadas as intensidades dos íons precursores após a 

otimização automática dos parâmetros ionização e detecção por intermédio do 

programa computacional responsável pelo controle e operação do espectrômetro de 

massas. Esta intensidade reflete a eficiência de ionização do anastrozol nas 

diferentes condições experimentadas. 

 
Tabela 2: Intensidade do íon precursor do anastrozol após a otimização dos parâmetros de 

ionização e detecção, gerados por ESI, DA-APPI com Acetona e DA-APPI com 
Anisol, considerando a ionização em modo positivo e negativo e a influência da 

adição de diferentes concentrações de ácido acético à fase móvel. 

    Íon Precursor 

Fonte Dopante 
  Percentual de    
Ácido Acético Modo 

Massa 
(m/z) 

Intensidade 
(cps) 

APPI Acetona 5% 0.00% positivo 294,180       981.740  
APPI Acetona 5% 0.05% positivo 294,179    1.792.000  
APPI Acetona 5% 0.10% positivo 294,174    1.839.220  
APPI Acetona 5% 0.50% positivo 294,178    1.708.280  
APPI Acetona 5% 1.00% positivo 294,170       853.540  
APPI Acetona 5% 0.00% negativo 292,000          9.440  
APPI Acetona 5% 0.05% negativo 292,206          1.080  
APPI Anisol 5% 0.00% positivo 294,172       666.840  
APPI Anisol 5% 0.05% positivo 294,178       458.060  
APPI Anisol 5% 0.10% positivo 294,178       129.920  
APPI Anisol 5% 0.00% negativo 292,029       154.780  
APPI Anisol 5% 0.05% negativo 292,016       143.280  
APPI Anisol 5% 0.10% negativo 292,026       151.700  
ESI n.a. 0.00% positivo 294,179          3.080  
ESI n.a. 0.05% positivo 294,192         91.160  
ESI n.a. 0.10% positivo 294,159         97.820  
ESI n.a. 0.50% positivo 294,154         85.820  
ESI n.a. 1.00% positivo 294,138       122.020  
ESI n.a. 0.00% negativo 292,232          1.220  
ESI n.a. 0.05% negativo 292,075          1.020  
ESI n.a. 0.10% negativo 291,895          2.160  
ESI n.a. 0.50% negativo 292,074          5.720  
ESI n.a. 1.00% negativo 292,166          9.260  
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Da análise dos dados apresentados na Tabela 2, verifica-se que o composto 

não favorece a formação de íons em modo negativo. Devido às características da 

molécula do anastrozol, decorrente de seu grau de afinidade a prótons, a substância 

dopante mais adequada foi a acetona, obtendo-se a maior eficiência de ionização 

quando esta foi associada à adição de ácido a um percentual da ordem de 0,1%. 

Esta eficiência, considerando-se especificamente as condições do ensaio, é cerca de 

10 a 15 vezes superior àquela obtida com o emprego de ESI. 

As condições delineadas correspondem àquelas empregadas na validação do 

método analítico para a quantificação de anastrozol em plasma humano, apresentada 

no Capítulo 3, onde foi monitorada a transição m/z 294,0 > 225,2. O método foi 

validado atendendo aos critérios de validação estabelecidos para a quantificação de 

amostras biológicas (ANVISA, 2003b; FDA, 2001) com um limite inferior de 

quantificação (LLOQ) de 50 pg*ml-1, ou seja, apresentando ampla margem em 

relação àquele necessário para a quantificação das amostras do estudo em questão, 

o que demonstra o alto grau de sensibilidade proporcionado pelo emprego da DA-

APPI.  

 

C) Di-hidropiridinas 

No Capítulo 4, apresenta-se uma comparação entre métodos utilizados para 

quantificação de distintas di-hidropiridinas através de ESI e DA-APPI. No que se 

refere à fotoionização, apresentam-se os resultados de validação dos métodos para a 

quantificação de nimodipina, nifedipina, amlodipina e felodipina, os quais 

empregaram acetona como dopante, explorando-se a ionização em modo negativo.  

Para visualizar a influência do emprego do anisol como dopante e 

correlacionar com os demais achados, também foi realizado um ensaio com o 

emprego de solução aquosa de felodipina, no qual se monitorou a produção de íons 

decorrente da transferência de prótons em modo positivo e negativo, bem como a 

formação de íons através da transferência de carga. Os detalhes do método utilizado 
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nestes ensaios encontram-se descritos no Apêndice 1 e os resultados obtidos são 

apresentados nas figuras 6 a 10. Na Tabela 4, constante no Apêndice 3, 

apresentam-se os resultados obtidos no ensaio de ionização da felodipina. 

 

Figura 6: Espectro de massas produzido após a ionização de uma solução de  
felodipina (MM 383,2 g/mol), com o emprego de uma fonte ESI  

operando em modo positivo. 
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Figura 7: Espectro de massas produzido após a ionização de uma solução de  
felodipina (MM 383,2 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em 
modo positivo com a utilização de anisol (5%) como dopante, acrescentada à 

fase móvel acetonitrila / metanol / água / anisol (60/20/15/5; v/v/v/v), com adição 
de ácido acético a 0,1%. 

 

 
Figura 8: Espectro de massas produzido após a ionização de uma solução de  

felodipina (MM 383,2 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em 
modo negativo com a utilização de anisol (5%) como dopante, acrescentada à 

fase móvel acetonitrila / metanol / água / anisol (60/20/15/5; v/v/v/v), com adição 
de ácido acético a 0,1%. 
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Figura 9: Espectro de massas produzido após a ionização de uma solução de felodipina 

(MM 383,2 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em modo posi-
tivo com a utilização de anisol (5%) como dopante, acrescentada à fase móvel 
acetonitrila / metanol / água / anisol (60/20/15/5; v/v/v/v), com adição de ácido 
acético a 0,1%, na qual foi monitorada a ionização por transferência de carga. 

 
 

* maior abundância do íon produto ES+ = Eletronebulização em modo positivo;    ES- = Eletronebulização em modo negativo; 
PS+ = Fotoionização em modo positivo por transferência de prótons; PS- = Fotoionização em modo negativo por transferência de prótons; 
 PS e- = Fotoionização por transferência de elétrons;   n.a. = não aplicável;   1, 2, 5 = proporção de Anisol em relação à fase móvel (v/v/)    

Figura 10: Intensidade do íon precursor após a otimização dos parâmetros de ionização  
e detecção, gerados por ESI, DA-APPI com Anisol (1, 2 e 5%), considerando  

a ionização em modo positivo e negativo e por transferência de elétrons. 
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A partir da observação das informações apresentadas da Figura 6 à Figura 

10, verifica-se que a produção de íons mais abundante é aquela proporcionada por 

transferência de cargas (Figura 9), a qual é seguida pela ionização em modo positivo 

por transferência de prótons (Figura 7). Estes achados permitem ponderar que, 

devido às características do anisol no que se refere à energia de ionização e 

afinidade a prótons, a ionização se dá através de mecanismos distintos daqueles 

descritos para a ionização com o uso de acetona, apresentada no Capítulo 4.  

Não obstante a maior eficiência de ionização proporcionada para o íon 

precursor, não produz o mesmo reflexo na formação de íons produto havendo, da 

mesma forma que no caso do trabalho apresentado no Capítulo 4, maior eficiência 

na formação de íons produto através da fotoionização em modo negativo (Figura 

10).  

Estes resultados, de qualquer forma, apontam para a grande flexibilidade do 

emprego da técnica, a qual possibilita que ocorram inúmeras formas de ionização do 

composto de interesse. Tal flexibilidade traz como vantagem a possibilidade de 

explorar tais condições de forma a encontrar a que melhor satisfaça às demais 

condições de validação. Ao alterar o método de ionização e/ou as transições 

selecionadas, está-se procurando maximizar não somente a sensibilidade como a 

especificidade, em função do menor ruído provocado por interferentes em uma 

determinada transição, possibilidade de menor supressão iônica, entre outros. 

 

D) Relevância da técnica em estudos farmacocinéticos e 

desenvolvimento de novos fármacos. 

Conforme já destacado, procedimentos relativamente simples e robustos que 

permitam análises de alto desempenho são quesitos prioritários que, não só 

norteiam, como também justificam a escolha da cromatografia líquida de alto 
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desempenho associada à espectrometria de massas para o desenvolvimento de 

métodos bioanalíticos voltados à avaliação de estudos farmacocinéticos. 

A DA-APPI, como técnica de ionização mais eficiente, não só possibilita que 

novas classes de compostos sejam contempladas, como também viabiliza, em alguns 

casos, que sejam atingidos limites de quantificação cada vez menores.  

Considerando que os estudos farmacocinéticos implicam caracterizar a meia-

vida de eliminação das drogas, a obtenção de limites de quantificação mais baixos é 

de suma importância, já que possibilita uma melhor avaliação desse parâmetro 

farmacocinético. Além disto, a extensão do perfil ao longo do tempo, com a 

conseqüente quantificação de valores de concentração mais baixos, permite 

caracterizar as diferentes meias-vidas e constantes de eliminação, possibilitando 

fazer inferências sobre o processo de eliminação em diferentes compartimentos. 

Igualmente, vale mencionar que a disponibilidade de um LLOQ reduzido 

pode também ser necessária para caracterizar adequadamente o início da fase de 

absorção, o que é útil, sobretudo nos casos em que medicações de liberação 

imediata atingem rapidamente a concentração máxima. 

Não raro, a introdução de formulações com liberação modificada, com 

concentrações máximas mais reduzidas, também implica o desenvolvimento de 

métodos mais sensíveis, pois do ponto de vista da regulamentação aplicável 

(ANVISA, 2003), o LLOQ a ser atendido pelo método analítico é balizado pela 

concentração máxima (Cmáx) atingida.  

Na instituição de pesquisa da qual este autor faz parte, além de métodos 

para quantificação de drogas, mencionados nos Capítulos 3 e 4, foram 

desenvolvidos outros métodos com base em DA-APPI, incluindo o acetato de 

betametasona, ciproterona, dexclorfeniramina, fluoxetina, isosorbida, paroxetina, 

quinapril, entre outros. A viabilização de alguns dos métodos citados é relevante para 
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fazer frente à política de medicamentos genéricos no Brasil, sem os quais a 

quantificação, de forma a atender os requisitos de sensibilidade para os estudos 

farmacocinéticos, possivelmente não teria sido atingida. 

No que se refere à descoberta de novas drogas, a necessidade de maior 

produtividade tem implicado o desenvolvimento de métodos analíticos de alto 

desempenho para a análise molecular de bibliotecas de compostos. De acordo com 

Syage (2001), “o método de ionização ideal é aquele que ioniza todas as moléculas 

de interesse com igual eficiência e produz um único sinal identificável para cada 

composto”.  

Neste sentido, verifica-se que a utilização de APPI traz claras vantagens 

neste processo. Segundo Cai (2005), um estudo comparativo entre as técnicas ESI, 

APCI e APPI, realizado com mais de 100 drogas de diferentes estruturas e 

polaridades permitiu demonstrar que a APPI possui desempenho igual ou superior às 

outras duas técnicas para a detecção dos compostos estudados, destacando-se, 

sobretudo, na análise daqueles menos polares. Kostiainen et al. (2003) também 

citam o emprego de APPI para a realização de quantificação de metabólitos de 

drogas durante estes estudos. 
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6. CONCLUSÃO 

A aplicação da fotoionização à pressão atmosférica, conforme constatado na 

revisão da literatura, tem sido considerada uma solução mais universal para a 

associação da cromatografia líquida à espectrometria de massas. A partir das 

avaliações efetuadas neste trabalho e da experiência adquirida com o 

desenvolvimento de diferentes métodos analíticos, considera-se que esta interface 

tem o potencial de proporcionar um desempenho igualmente satisfatório quando 

empregada na avaliação de moléculas passíveis de análise pela aplicação dos 

métodos de ionização tradicionais, como é o caso da ionização por eletronebulização.  

Além disto, a fotoionização à pressão atmosférica apresenta desempenho 

significativamente superior no que se refere à ionização de moléculas de baixa 

polaridade. Neste particular, a introdução do anisol como substância dopante 

permitiu que fosse atingida uma eficiência de 10 a 100 vezes maior no processo de 

ionização dessas moléculas, inclusive quando comparado ao uso de dopantes 

tradicionais, como a acetona, conforme foi evidenciado no ensaio realizado. Todavia, 

demonstrou-se também que o anisol não é a única substância de escolha, pois, com 

compostos mais polares, o emprego de acetona pode resultar em ionização mais 

eficiente.  

A utilização de acetona ou anisol, adicionada diretamente à fase móvel 

demonstrou ser uma abordagem interessante, já que diminui o número de 

equipamentos envolvidos no processo e simplifica a operação diária, sobretudo 
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quando se considera os casos típicos de análises de biodisponibilidade relativa de 

fármacos, onde são analisadas centenas de amostras por dia.  

A adição do dopante à fase móvel também possibilita que a razão entre o 

fluxo do dopante e do eluente seja constante, o que é importante para reduzir a 

variabilidade da eficiência de ionização e, por conseguinte, contribuir para a maior 

precisão do método analítico. 

Os métodos que vêm sendo desenvolvidos com o emprego desta interface 

pela equipe de pesquisa da qual este autor faz parte demonstraram ser 

adequadamente sensíveis, específicos, precisos e exatos, atendendo assim aos 

quesitos de validação de métodos para fins de quantificação de amostras biológicas 

provenientes de estudos de biodisponibilidade relativa. Não raro, durante os 

experimentos de pré-validação de métodos, a fotoionização foi a única técnica que se 

mostrou viável para atender aos quesitos de sensibilidade, sobretudo no que se 

refere às necessidades para quantificação de esteróides. Ressalta-se também que os 

métodos desenvolvidos apresentaram vantagens em relação aos até então 

reportados, sem introduzir maior complexidade operacional. 

Os experimentos efetuados proporcionaram melhor entendimento dos 

mecanismos envolvidos na ionização. A variação de parâmetros como constituintes 

da fase móvel (adição de ácido), e, em certas circunstâncias, do dopante 

empregado, via de regra, não resultaram na formação de novos tipos de íons, 

embora seja possível que a geração dos íons se dê através de diferentes 

mecanismos. Não obstante, a variação destes constituintes, em função, por exemplo, 

de diferenças de afinidade a prótons ou elétrons das substâncias envolvidas, 

possibilitam a produção de íons em maior abundância, o que resulta em melhor 

relação sinal-ruído e, por conseguinte, maior sensibilidade e/ou precisão.  
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Todavia, há vários aspectos que necessitam ser ainda investigados. 

Sobretudo, deve-se considerar que a avaliação em soluções aquosas apenas fornece 

os primeiros subsídios, pois a análise de compostos em matrizes complexas (por 

exemplo, o plasma) exige avaliação caso a caso, no sentido de se contemplar 

situações específicas, como por exemplo, presença de interferentes, supressão 

iônica, etc. 

Mesmo considerando as análises em solução aquosa, é necessário investigar-

se a influência de outros parâmetros, como fluxo e componentes da fase móvel.  

Considera-se que uma futura contribuição para o melhor entendimento e 

aplicação desta técnica seja o estabelecimento uma abordagem sistemática de pré-

avaliação dos diferentes parâmetros, devido aos inúmeros fatores envolvidos. 

Não obstante, compreendidas as características e vantagens específicas de 

emprego da técnica de fotoionização à pressão atmosférica com assistência de 

substâncias dopantes, considera-se que a mesma possa gradativamente substituir as 

interfaces mais tradicionais como eletronebulização e ionização química à pressão 

atmosférica. 

Por fim, cabe enfatizar que, ao possibilitar a análise de novos compostos, 

assim como aumentar a sensibilidade dos métodos bioanalíticos em função da maior 

eficiência de ionização, esta técnica traz uma contribuição importante para a 

quantificação de fármacos e, em particular para a realização de estudos de 

biodisponibilidade relativa.  

Considera-se também que este trabalho tenha contribuído para a 

disseminação da técnica empregada promovendo, dessa maneira, o desenvolvimento 

de métodos com o seu emprego. 
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APÊNDICE 1  
MÉTODO DOS ENSAIOS COMPARATIVOS  

Para realização dos ensaios comparativos, soluções padrão de Anastrozol, 

Etinil-Estradiol e Felodipina foram preparadas em Metanol na concentração de  

1 µg/mL. Diluições subseqüentes, necessárias à realização dos testes, foram 

preparadas em Acetonitrila/água (50:50; v/v). 

As soluções dos analitos foram injetadas no espectrômetro por intermédio de 

uma bomba de infusão (Harvard Apparatus – Modelo 22), nas concentrações e fluxo 

apropriados às condições de cada experimento, através de um “T”, em conjunto com 

a fase móvel composta por acetonitrila/água nas proporções adequadas a cada 

experimento, acrescida de 10mM de Acetato de Amônia, a qual foi injetada através 

de uma bomba binária do sistema de CLAE (Agilent Modelo 1100 – bomba G1312A) 

mantida no fluxo de 500 µL/min. Conforme a natureza de cada avaliação, foram 

variados os parâmetros em estudo, como o tipo de dopante, proporção de dopante e 

quantidade de ácido (ácido acético) adicionado à fase móvel. 

Para comparação do método de ionização, foi utilizado um espectrômetro de 

quadrupolo de 3 estágios, Sciex API3000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

com suas respectivas fontes de ionização em pressão atmosférica (API), uma para 

ionização por eletronebulização (ES) e outra para ionização por fotoionização (PS), 

operando em modo positivo e, quando aplicável, em modo negativo. A temperatura 

foi ajustada para 650ºC e a voltagem no capilar para 5.5 kV, no caso da fonte por 

eletronebulização, e para 450ºC e 1,2 kV, respectivamente, no caso da fonte por 
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fotoionização. O Nitrogênio foi utilizado como gás para nebulização, “cortina” e 

colisão.   

Os íons foram monitorados em MRM (multiple reaction monitoring), 

efetuando-se a otimização dos parâmetros declustering potential (DP), focusing 

potential (FP), energia de colisão (CE) e potencial de saída da célula (CXP), através 

do modo automático de otimização oferecido pelo programa de computador (Analyst 

1.4) utilizado para operação do espectrômetro de massas. Sempre que possível foi 

efetuada a ionização em modo positivo e negativo, de modo a se obter o perfil de 

fragmentação de cada composto, nas diferentes condições em teste. O espectro de 

massas foi adquirido aproximadamente na faixa de 50 a 400 m/z. As faixas 

específicas de cada caso foram definidas automaticamente durante o processo de 

otimização de parâmetros. O procedimento de injeção, aquisição do sinal e 

otimização dos parâmetros foi repetido sempre que modificadas as condições ou 

variáveis que eram objeto de avaliação. 

Para o estudo do Anastrozol, foram comparadas as ionizações em PS 

(utilizando-se acetona ou anisol como dopante) e ES, onde foi avaliada a influência 

da concentração de ácido acético, iniciando-se com uma fase móvel sem a presença 

do ácido, o qual foi gradativamente adicionado nas concentrações relativas de 

0,05%, 0,1%, 0,5% e 1,0%.  

No que se refere às di-hidropiridinas, foram avaliados o uso de anisol como 

dopante da felodipina e a influência do emprego do mesmo em diferentes 

concentrações.  

Além disso, foram avaliadas as características de ionização do etinil-estradiol 

em relação ao emprego de acetona e anisol em diferentes concentrações.  
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APÊNDICE 2  
ENSAIO DE IONIZAÇÃO DO ETINIL-ESTRADIOL  

 

Tabela 3: Intensidade do íon precursor de etinil-estradiol após a otimização dos parâmetros 
de ionização e detecção, gerados por ESI, DA-APPI com Acetona (5%)  e   

DA-APPI com Anisol (1 à 100%), considerando a ionização em modo positivo e 
negativo e por transferência de carga. 

    Íon Precursor 

Fonte Dopante 
  Percentual de   
Ácido Acético Modo 

Massa 
(m/z) 

Intensidade 
(cps) 

ESI n.a. 0.1% positivo 297.202         62,560  
ESI n.a. 0.1% negativo 295.154         84,480  
APPI Anisol 1% 0.1% positivo 297.201       107,980  
APPI Anisol 2% 0.1% positivo 297.195       250,080  
APPI Anisol 5% 0.1% positivo 297.215       280,760  
APPI Anisol 7% 0.1% positivo 297.199       341,340  
APPI Anisol 1% 0.1% negativo 295.201         48,800  
APPI Anisol 2% 0.1% negativo 295.212         67,680  
APPI Anisol 5% 0.1% negativo 295.22         49,000  
APPI Anisol 7% 0.1% negativo 295.247         51,380  
APPI Anisol 1% 0.1% T.C (+) 296.232       542,300  
APPI Anisol 2% 0.1% T.C (+) 296.223       602,480  
APPI Anisol 5% 0.1% T.C (+) 296.221    1,050,980  
APPI Anisol 7% 0.1% T.C (+) 296.223    1,236,640  
APPI Anisol 10% 0.1% T.C (+) 296.224    1,481,620  
APPI Anisol ≅100% 0.1% T.C (+) 296.213       588,240  
APPI Acetona 5% 0.1% positivo 297.223         19,180  
APPI Acetona 5% 0.1% negativo 295.178       150,000  
APPI Acetona 5% 0.1% T.C (+) 296.339         57,360  
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APÊNDICE 3  
ENSAIO DE IONIZAÇÃO DA FELODIPINA 

 

Tabela 4: Intensidade do íon precursor e íons produto de felodipina após a otimização dos 
parâmetros de ionização e detecção, gerados por ESI, e  DA-APPI com  
Anisol (1 à 5%), considerando a ionização em modo positivo e negativo  

e por transferência de carga. 

    Íon Precursor 
Íon Produto mais 

intenso 

Fonte Dopante 
  Perc. de    
Ác. Acético Modo 

Massa 
(m/z) 

Intensidade 
(cps) 

Massa 
(m/z) 

Intensidade 
(cps) 

ESI n.a. 0.1% positivo 384.022       958,640  337.900       108,680  
ESI n.a. 0.1% negativo 382.081       109,380  144.800          9,360  
APPI Anisol 1% 0.1% positivo 384.085       852,720  356.000         51,420  
APPI Anisol 2% 0.1% positivo 384.218       552,920  81.200         10,990  
APPI Anisol 5% 0.1% positivo 384.154    1,149,560  355.900         73,180  
APPI Anisol 1% 0.1% negativo 382.045       284,780  144.800         67,450  
APPI Anisol 2% 0.1% negativo 382.05       401,380  144.800       112,720  
APPI Anisol 5% 0.1% negativo 382.046       183,800  144.800         44,420  
APPI Anisol 1% 0.1% T.C (+) 383.295    1,414,300  81.300         44,760  
APPI Anisol 2% 0.1% T.C (+) 383.285    1,337,180  81.100         46,030  
APPI Anisol 5% 0.1% T.C (+) 383.274    2,023,220  81.200         63,550  

 

 

 

 

 




