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Profa. Dra. Cláudia Martins Carneiro - Orientadora - Universidade Federal de Ouro Preto

Dra. Lorena Cera Bandeira - Co-orientadora - Universidade Federal de Ouro Preto

Prof. Dr. Guilherme de Paula Costa - Examinador - Universidade Federal de Ouro Preto

Me. Viviane Flores Xavier  - Examinadora - Universidade Federal de Ouro Preto
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RESUMO 

 

 
A doença de Chagas é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi (T. cruzi), e apresenta 

duas fases principais, a fase aguda e a fase crônica. Na fase crônica, cerca de 30% dos 

indivíduos irão desenvolver a forma cardíaca e/ou digestiva da doença. O benznidazol 

(BNZ) é o único fármaco disponível para o tratamento da doença de Chagas (DCh), 

embora útil na fase aguda apresenta baixa eficácia terapêutica na fase crônica com reações 

adversas frequentes e intensas. O presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto 

das diferentes fases da infecção pelo T. cruzi sobre os parâmetros farmacocinéticos do 

benznidazol no modelo canino e como objetivo específico visou (i) Validar o método de 

análise do benznidazol em soro de cães experimentalmente infectados; (ii) Investigar a 

disposição cinética do benznidazol após dose múltipla de 3,5mg/Kg/12h em cães 

infectados pelo T. cruzi e tratados durante a fase aguda da infecção; (iii) Investigar a 

disposição cinética do benznidazol após dose múltipla de 3,5mg/Kg/12h em cães 

infectados pelo T. cruzi e tratados durante a fase crônica da infecção; (iv) Comparar os 

parâmetros farmacocinéticos do benznidazol obtidos de cães infectados pelo T. cruzi na 

fase aguda e crônica da doença. Para cumprir com o objetivo foram investigados 19 cães 

(10 na fase aguda e 9 na fase crônica), com 10 a 12 meses de idade, pesando 15-30 Kg. 

As amostras seriadas de sangue foram coletadas nos tempos 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4; 6; 

8; 10; 12h após a administração de dose múltipla oral de 3,5 mg/Kg/12h de benznidazol. 

As análises foram realizadas por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e os 

parâmetros farmacocinéticos do BNZ foram calculados no programa Phoenix WinNonlin 

(versão 7.0). Os dados foram comparados utilizando o teste de Mann-Whitney (p ≤ 0.05) 

com auxílio do software R (versão 3.4.3). A infecção crônica pela cepa Be-78 de T. cruzi 

aumenta os valores de Cmáx (10,55 vs 17,97), Css (7,08 vs 12,56), Cmin (4,32 vs 8,25) e 

AUC (84,98 vs 150,76) e reduziu os valores de Vdss (13,92 vs 9,20) e CLss (0,99 vs 0,56) 

quando comparado com os dados de fase aguda. Este estudo evidencia que a infecção 

crônica experimental pela cepa Berenice-78 de T. cruzi influencia a farmacocinética do 

BNZ. Outras análises ainda são necessárias para melhor compreensão das diferenças 

observadas até o momento. 

 

 
 

Palavras-chave: Doença de Chagas, Benznidazol, Farmacocinética 
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ABSTRACT 

 

 

 
Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi), it has two main 

phases, an acute phase and a chronic phase. In the chronic phase, about 30% of individuals 

will develop the cardiac and/or digestive form of the disease. Benznidazole (BNZ) is the 

only drug available for the treatment of Chagas disease (DCh), although useful in the 

acute phase, it has low therapeutic efficacy in the chronic phase with frequent and intense 

reactions. The present study aimed to evaluate the impact of the different stages of T. 

cruzi infection on the pharmacokinetic parameters of benznidazole in the canine model 

and as a specific objective aimed to (i) Validate the method of analysis of benznidazole 

in serum from experimentally infected dogs; (ii) Investigate the kinetic disposition of 

benznidazole after a multiple dose of 3.5mg/Kg/12h in dogs infected with T. cruzi and 

treated during the acute phase of the infection; (iii) Investigate the kinetic disposition of 

benznidazole after a multiple dose of 3.5mg/Kg/12h in dogs infected with T. cruzi and 

treated during the chronic phase of the infection; (iv) Compare the pharmacokinetic 

parameters of benznidazole obtained from dogs infected with T. cruzi in the acute and 

chronic phases of the disease. To meet the objective, 19 dogs (10 in the acute phase and 

9 in the chronic phase) were investigated, aged 10 to 12 months, weighing 15-30 kg. 

Serial blood samples were collected at times 0.25; 0.5; 0.75; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12 hours 

after administration of multiple oral doses of 3.5 mg/Kg/12 hours of benznidazole. 

Analyzes were performed by high-performance liquid chromatography (HPLC) and BNZ 

pharmacokinetic parameters were calculated using the Phoenix WinNonlin program 

(version 7.0). Data were compared using the Mann-Whitney test (p ≤ 0.05) with the aid 

of the R software (version 3.4.3). Chronic infection with the Be-78 strain of T. cruzi 

increases Cmax (10.55 vs 17.97), Css (7.08 vs 12.56), Cmin (4.32 vs 8.25) and AUC 

values (84.98 vs 150.76) and included Vdss (13.92 vs 9.20) and CLss (0.99 vs 0.56) 

values when compared with acute phase data. This study shows that chronic experimental 

infection by the Berenice-78 strain of T. cruzi influences the pharmacokinetics of BNZ. 

Further analyzes are still needed to better understand the differences observed so far. 

 

 

 
 

Keywords: Chagas disease; benznidazole; Pharmacokinetics 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 
1.1 DOENÇA DE CHAGAS 

 
 

A doença de Chagas (DCh), uma zoonose amplamente distribuída no continente 

americano, completou mais de cem anos de seu descobrimento. Entretanto, muitos 

aspectos relacionados ainda necessitam de esclarecimentos. A doença apresenta 

importantes questões socioculturais e político-econômicos que envolvem iniquidade e 

globalização, que muitas vezes não são consideradas (MALAFAIA, 2009). 

Em fevereiro de 1909, Carlos Chagas consultou uma paciente chamada Berenice, 

com apenas 2 anos de idade e que seria o primeiro caso de DCh descrito na literatura. A 

criança apresentava febre alta, hepatoesplenomegalia, edema de face e presença de 

parasita no sangue (Carlos Chagas) que foi descrito como “tripanossomacruz” 

(COUTINHO; DIAS, 1999) em homenagem a Oswaldo Cruz. O relatório original de 

Chagas é o único na história da medicina, onde um único cientista descreveu em detalhes 

o ciclo de transmissão, vetor, hospedeiros, um novo organismo infeccioso (RASSI; 

RASSI; MARIN-NETO, 2010) e as manifestações clínicas. A DCh se tornou conhecida 

por tripanossomíase americana sendo então causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi 

(T. cruzi). 

A DCh estava restrita aos pequenos mamíferos das matas e campos da América, 

desde a Patagônia até o sul dos Estados Unidos. Esses animais (tatus, gambás, roedores) 

convivem com o inseto denominado "barbeiro" silvestres, e por meio de um mecanismo 

biológico, entre eles circula o T. cruzi, agente etiológico da DCh que tem a capacidade de 

infectar centenas de espécies de hospedeiros mamíferos (LUZ, 2013), inclusive o ser 

humano. Devido aos processos de colonização na sociedade humana moderna, em muitos 

lugares aconteceram desequilíbrios ecológicos (desmatamentos, queimadas) e os 

barbeiros foram desalojados, invadindo as habitações rústicas e pobres dos lavradores e 

colonos, fazendo com que a doença chegasse   ao homem e aos mamíferos domésticos 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1989). Vale descatar, que uma análise de múmias da região 

do Vale do Peruaçu (MG), aponta que a infecção pelo parasito já acontecia em terras 

brasileiras há pelo menos 4.500 anos (FIOCRUZ, 2007). 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) a DCh é endêmica em 

21 países das Américas. Existem cerca de 6 milhões de pessoas infectadas pelo T. cruzi 
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no mundo, ocasionando, em média, por ano 12.000 mortes e 30.000 novos casos por . 

Apenas 30% dos infectados foram diagnosticados esse alto número de pessoas que 

permanecem infectadas sem    diagnóstico ou sem tratamento coloca em risco cerca de 

75 milhões de pessoas em contrair a doença (DNDi, 2021). Na figura 1 observamos 

a distribuição mundial de casos da DCh  (WHO,2017) 

 

Figura 1 - Distribuição global de casos de doença de Chagas 
 

 

 

 
Fonte: WHO,2017 

 
 

No Brasil, de acordo com boletim epidemiológico emitido pelo Ministério da 

Saúde em 2020, foram registrados 51.293 óbitos por doença de Chagas entre o período 

de 2007 a 2017 com uma média de 4.663 óbitos por ano (Tabela 1) superando a média 

anual de óbitos atribuídos à tuberculose e às hepatites virais durante o mesmo período. A 

forma cardíaca é considerada como a principal responsável pela elevada carga de 

morbimortalidade da doença, sendo uma das quatro principais causas de óbito por 

doenças infecciosas e parasitárias no Brasil. 
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Tabela 1- Total de óbitos por doença de Chagas entre 2007 a 2017 
 
 

Ano 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 

Total de 

óbitos por 

ano 

 
4.725 

 
5.096 

 
4.741 

 
4.876 

 
4.673 

 
4.650 

 
4.628 

 
4.428 

 
4.472 

 
4.461 

 
4.543 

Fonte: Ministério da Saúde, 2020 

 
 

Na economia, mundialmente a DCh causa perdas de aproximadamente 7 bilhões 

de dólares anuais (PORTAL CHAGAS, 2016). No Brasil, utilizando indicadores de 

mortalidade, essa estimativa representa uma perda mínima estimada de 5,6 milhões de 

dólares por ano devido à ausência dos trabalhadores no local de trabalho (BOLETIM 

EPIDEMIOLÓGICO, 2020). 

Uma avaliação dos gastos por doença de Chagas em todo o mundo mostrou que 

ela apresenta custos superiores a outras doenças infecciosas, a exemplo da cólera (LEE et 

al., 2013). Na saúde pública, por exemplo, Da Silva e cols no período de 2008- 2018 

avaliaram através da plataforma DATASUS o perfil dos registros hospitalares em 

decorrência de DCh na região nordeste e concluíram que durante todo o período, foram 

gastos R$4.935.785,87 em internações hospitalares nesta região. 

O investimento com os medicamentos para as doenças negligenciadas é pequeno 

quando comparado com o gasto total, uma vez que se trata de fármacos que não se trazem 

um retorno financeiro para a indústria farmacêutica; portanto, há pouca inovação nessa 

área. Dessa forma, os medicamentos utilizados são aqueles desenvolvidos há mais de 50 

anos (GARCIA, 2011). 90% dos problemas de saúde continuam recebendo apenas 10% 

dos recursos. Esses números exibem a existência de uma política de pesquisa excludente 

(SOARES SOBRINHO et al., 2007). 

Frente a crise sanitária causada pela COVID-19, o Ministério da saúde alterou a 

Portaria de Consolidação nº 4/GM/MS, de 28 de setembro de 2017, para incluir a doença 

de Chagas crônica na Lista Nacional de Notificação Compulsória de doenças, agravos e 

eventos de saúde pública nos serviços de saúde públicos e privados em todo o território 

nacional (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). No período de março a agosto de 2020, 

foram registrados 125.691 óbitos por COVID-19, dos quais 0,2% (n=207) faziam menção 
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à doença de Chagas enquanto comorbidade. Em relação aos óbitos por doença de Chagas 

como causa básica, foram registrados no país  1.746 óbitos, dos quais 29 registros 

mencionam a COVID-19 ou a Síndrome respiratória aguda grave (SRAG) enquanto 

comorbidades que tenham agravado ou contribuído tanto diretamente ou indiretamente 

ao óbito. 

 

1.2 Agente etiológico 

 
 

O T. cruzi (Figura 2), agente etiológico da DCh, é um protozoário flagelado que 

pertence à ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae (MASSARO, REZENDE, 

CAMARGO, 2008). Apresenta diferentes tipos de cepas que se diferenciam quanto à 

morfologia, antigenicidade, patogenicidade, composição genética, infectividade 

(COURA, 2003) e susceptibilidade ao tratamento (FILARDI & BRENER, 1987). É 

considerado multi-hospedeiro, visto que possui capacidade de infectar diversas espécies 

de hospedeiros mamíferos e transmitir através triatomíneos hematófagos da família 

Reduviidae e subfamília Triatominae (PORTAL CHAGAS, 2017). 

 
Figura 2 - Tripomastigotas de T. cruzi em esfregaço de sangue corado com giemsa. 

 

Fonte: CDC – DPDx, 2021 

 

 

1.3 Ciclo evolutivo 

 
 

O triatomíneo se infecta ao ingerir as formas tripomastígotas presentes na corrente 

sanguínea do hospedeiro vertebrado durante o hematofagismo. No intestino médio, essas 
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formas tripomastigotas se diferenciam em epimastígotas que se multiplicam por divisão 

binária simples, realizando a manutenção da infecção no vetor (PERIN, 2019). Após 

migrarem para o reto, se transformam em tripomastigotas metacíclicas, onde são 

eliminados junto com as fezes e a urina do triatomíneo (JANSEN et al., 2000) (Figura 3). 

 

 

Figura 3 - Ciclo evolutivo do parasito no hospedeiro invertebrado 
 
 

 
Fonte: Portal da Doença de Chagas, 2017 

 

 

Para que ocorra a infecção em humanos faz-se necessário carrear o material 

depositado pelo triatomíneo à mucosa ou ao ferimento na pele, fato que ocorre 

normalmente ao coçar o local. Vale ressaltar que o parasito não tem capacidade de 

penetrar a pele intacta. As tripomastigotas metacíclicas, uma vez no organismo do 

hospedeiro vertebrado, infectam novas células e, dentro delas, se convertem em 

amastigotas replicativas que em um determinado momento, com a diferenciação das 

amastigotas em tripomastigotas provoca a ruptura da célula do hospedeiro, liberando 

dessa vez as tripomastigotas (GUARNER, 2019) que infectam células vizinhas ou caem 

na circulação disseminando-se para invadir outras células de diferentes órgãos e tecidos, 

repetindo-se o ciclo (DIAS, JCP., e COURA, JR, 1997). A Figura 4 evidencia o ciclo 

evolutivo. 
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Figura 4 - Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi 

 

 
 

Fonte: CDC 2019 - Adaptada 

 
 

1.4 Mecanismos de transmissão 

 
 

Dentre os principais mecanismos de transmissão destacam-se: comtato com o 

vetor (triatomíneos), via oral (comida contaminada), transfusão de sangue e através da 

placenta. Outros mecanismos menos frequentes, incluem os acidentes de laboratório, 

manuseio de animais infectados, transplante de órgãos, transmissão sexual (feridas, 

esperma ou fluidos menstruais) e pela infecção induzida criminalmente por inoculação ou 

por via oral (COURA, 2007). 

Com a implementação de programas muito bem-sucedidos, implantados no Brasil 

a partir da década de 1980, envolvendo o combate ao vetor, a melhoria das condições 

habitacionais e o controle sorológico efetivo nos bancos de sangue, houve uma 

diminuição significativa da transmissão no campo e nas cidades (PORTAL CHAGAS, 

2017). Em reconhecimento, o país recebeu em 2006 a Certificação Internacional de 

Interrupção da Transmissão da doença pelo T. infestans, concedida pela Organização Pan- 

Americana da Saúde (OPAS) e OMS (FIOCRUZ, 2013). 
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Atualmente no Brasil, a via oral vem se destacando como principal mecanismo de 

transmissão, e corresponde pela quase totalidade dos casos novos ocorridos na última 

década (ALEJANDRO, 2017). Segundo o Ministério da Saúde, das infecções ocorridas 

no país no período de 2008 a 2017, 72% foram por transmissão oral pela ingestão de 

alimentos contaminados (caldo de cana, açaí, bacaba, entre outros). 

 

1.5 Quadro clínico 

 
 

A DCh é caracterizada por uma fase aguda com duração de 4 a 8 semanas após a 

infecção pelo T. cruzi sendo que a maioria dos indivíduos permanecem assintomáticos e 

quando a resposta imune é insuficiente para erradicar completamente o patógeno, há a 

evolução para a fase crônica da doença. Nesta fase cerca de 30% dos indivíduos 

desenvolve a forma mais severa da doença com complicações clínicas graves, 

principalmente cardiovasculares (ALBAREDA et al., 2006; NUNES, 2018). 

A fase aguda é caracterizada pela presença do protozoário no sangue do paciente 

podendo apresentar sinais de infecção, como sinal de Romaña e o Chagoma de Inoculação 

(CAVALCANTE et al., 2019). Alguns indivíduos podem apresentar sintomas que 

incluem febre, edema, adenomegalia, hepatoesplenomegalia e ou meningoencefalite além 

de dilatação cardíaca e derrame pericárdico. 

A fase crônica inicia-se quando há uma baixa parasitemia, geralmente semanas 

após o início da infecção (COURA, 2003), e o diagnóstico é baseado na detecção de IgG 

contra antígenos de T. cruzi ou testes moleculares. Essa fase inclui duas formas de doença: 

uma forma indeterminada (latente ou pré-clínica), e uma forma determinada, ou com 

expressão clínica, que se subdivide em cardíaca, digestiva ou cardiodigestiva (SIMÕES 

et al., 2018). 

A forma indeterminada representa aproximadamente 60-70% dos casos, onde os 

pacientes apresentam sorologia reativa e podem permanecer sem qualquer manifestação 

clínica durante toda a vida ou evoluírem para formas clínicas definidas (NUNES, 2018). 

Cerca de 30% dos pacientes infectados evoluem para a Cardiopatia Chagásica Crônica 

(CCC) e em torno de 10% desenvolvem a forma digestiva da doença (BASTETTI et al., 

2014). 
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1.6 Tratamento 

 
 

Em 1967, foi introduzido no mercado o nifurtimox (3-metil-4 {(5- 

nitrofurfurilidene) amino} tiomorfoline-1- ,1-dioxide), produzido pelo Laboratório Bayer 

e lançado com o nome comercial de Lampit ®, na forma de comprimidos com 120 mg de 

princípio ativo sendo a primeira droga usada no tratamento da fase aguda da doença de 

Chagas (BRENER, 2000). Devido a sua toxicidade, teve sua comercialização suspensa 

na Argentina, Chile,Uruguai e Brasil na década de 80 (CANÇADO, 2002;  COURA & DE 

CASTRO, 2002; BERN, 2011). Atualmente nestes países, o único fármaco disponível 

para o tratamento é o benznidazol (BNZ) [N-benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol) acetamida] 

considerado um derivado 2-nitroimidazólico (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 

2006) que foi sintetizado em 1972, por Wineholt e Liebman e produzido pelo laboratório 

Hoffman - La Roche, na Suíça (CANÇADO, 2000). No momento atual é fabricado pelo 

Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE). 

O BNZ é proposto ser um composto de classe 4 no Sistema de Classificação 

Biofarmacêutica com base em sua baixa solubilidade em água e coeficiente de partição 

(MAXIMIANO et al., 2010), porém estas propriedades físico-químicas podem estar 

relacionadas aos efeitos adversos observados e com a sua baixa eficácia principalmente 

na fase crônica da doença. 

O mecanismo de ação do BNZ ainda não está completamente elucidado, alguns 

autores como Castro; Diaz De Toranzo, (1988) e Urbina, (2002) relatam a presença de 

reações de redução do grupo nitro (NO2). Há a formação de ligações covalentes entre o 

radical nitro formado com macromoléculas do T. cruzi. O radical nitro formado exerce o 

efeito tripanocida do BNZ através de ligações covalentes com macromoléculas do 

parasita: DNA nuclear e mitocondrial, lipídeos e proteínas (LESLIE,2017). 

De acordo com a bula, a dose diária para o tratamento adulto é de 5 a 7 mg/kg de 

peso corporal, devendo ser dividida em duas doses, uma após o café da manhã e outra 

após o jantar, com intervalo aproximado de 12 horas entre elas. O tratamento deve ser 

mantido durante 30 a 60 dias consecutivos, com uma dose máxima diária recomendada 

de 300mg/dia. (LAFEPE, 2013). Em 2011, surgiu uma apresentação que atendesse às 

necessidades das crianças registrado na Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), e adicionado à Lista de Medicamentos Essenciais da OMS para crianças 

em 2013. A posologia adaptada do BNZ para crianças consiste em 12,5 mg por 

http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/en/
http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/en/
http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/en/
http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/en/
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comprimido, duas vezes ao dia, por 60 dias (DNDi, 2008; WHO, 2013). O medicamento é 

distribuído pelo Ministério da Saúde gratuitamente através do Sistema Único de Saúde 

(SUS). 

Quando avaliado o tratamento em humanos, de acordo com o Consenso Brasileiro 

de doença de Chagas, cerca de 30% dos usuários de BNZ apresentam reações adversas 

(PONTES et al., 2010) que são classificadas em 3 grupos: 1) Sintomas de 

hipersensibilidade, dermatite com erupções cutâneas (que surgem entre o 7º e o 10º dia 

de tratamento), febre, edema, linfoadenopatia, dor muscular e nas articulações; 2) 

Depressão de medula óssea, trombocitopenia púrpura e agranulocitose, nas manifestações 

mais severas; 3) Polineuropatia, parestesia e polineurite dos nervos periféricos (COURA 

& DE CASTRO, 2002) fazendo com que ocorra interrupção do tratamento com taxas 

variando de 15 a 20% dos pacientes (KRATZ et al., 2018; MOLINA et al., 

2015;MORILLO et al., 2015). Diante disso, observa-se a importância de investigar o 

BNZ no sentido de evitar hospitalização e sequelas devido ao aparecimento das reações 

adversas a medicamentos, demonstra também a necessidade de uma revisão na atual 

posologia e esquema de tratamento. 

Os dados atuais de cura parasitológica evidenciam que o sucesso da quimioterapia 

com BNZ está intimamente relacionado com a fase da infecção em que o tratamento é 

administrado apresentando uma maior eficácia terapêutica na fase aguda da doença 

(CALDAS; SANTOS; NOVAES, 2019). Porém, isso raramente acontece devido à 

natureza inespecífica dos sintomas nesta fase e ao baixo acesso aos cuidados de saúde em 

áreas remotas afetadas pela doença (MAGALHÃES et al., 2022). 

Uma investigação da taxa de cura, utilizando quimioterapia específica com BNZ 

em pacientes com doença de Chagas aguda e crônica, observou a cura em 76% dos 

pacientes agudos e de apenas 8% dos crônicos. A hipótese do autor, é que na doença 

crônica o T. cruzi persiste nos tecidos conseguindo, assim, escapar da ação do 

medicamento (CANÇADO, 2002). Machado-De-Assis e cols (2013) compararam as 

avaliações laboratoriais e clínicas de pacientes com doença de Chagas, revelou que o 

tratamento etiológico com BNZ pode beneficiar os pacientes na evolução clínica da 

doença de Chagas e no prognóstico. O tratamento da fase crônica tardia visa reduzir os 

níveis de parasitemia, evitar o aparecimento ou progressão de lesões viscerais e 

interromper a cadeia de transmissão (OLIVEIRA; MARGIOTO, 2014). Mas, para Pérez- 

Molina e cols (2009) a eficácia do tratamento na infecção crônica tardia é duvidosa 

mesmo que os dados geralmente apontem para um efeito benéfico. 
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1.7 Farmacocinética do Benznidazol 

 
 

A farmacocinética pré-clínica é uma ferramenta importante para auxiliar no 

alcance da posologia ideal, além de possibilitar a compreensão da ocorrência dos efeitos 

adversos. O principal objetivo é garantir que as doses administradas sigam dentro da 

janela terapêutica que garanta a eficácia e segurança para o paciente (LEONARDI, 2019). 

Este processo é apoiado em princípios farmacocinéticos que promovem e auxiliam na 

determinação adequada e/ou ajustes na posologia, na compreensão da ação dos fármacos, 

no desenvolvimento de novos fármacos além de promover uma utilização mais racional 

do medicamento. 

Mesmo sendo utilizado e desenvolvido a décadas, ainda não há informações claras 

a respeito da farmacocinética e farmacodinâmica do BNZ (ALONSO-PADILLA et al., 

2019) e, portanto, diversos modelos experimentais vêm sendo utilizados em busca de 

melhores esclarecimentos. Workman e cols (1984) investigaram a farmacocinética 

detalhada do benznidazol em camundongos, cães e ovelhas com o objetivo de fornecer 

dados para a estimativa das doses necessárias para quimiossensibilização no ser humano. 

Com o mesmo intuito, Davanço e cols (2015) avaliariam a farmacocinética do BNZ após 

administração de dose única oral de BNZ em ratos, desenvolveram e validaram um 

método bioanalítico para a quantificação do BNZ em plasma, concluindo que os 

parâmetros farmacocinéticos podem ser utilizados para futuros ensaios pré-clínicos do 

BNZ e em associação com outros medicamentos ou de novas formulações. E em seguida, 

avaliaram a farmacocinética pré-clínica do BNZ administrado na forma farmacêutica de 

comprimidos de liberação prolongada em coelhos demonstrando que houve um 

prolongamento da liberação do fármaco a partir da matriz polimérica e aumento da 

permanência do fármaco in vivo. Com o propósito de avaliar a cinética do BNZ aliado as 

ciclodextrinas, Leonardi e cols (2013) observaram em ratos a melhora da 

biodisponibilidade oral, da taxa de dissolução e o aumento na concentração plasmáticas, 

com valores de AUC até 3,7 vezes e Cmáx aumentado 2,5 vezes em comparação com BNZ 

sozinho. Já Moreira e cols (2012) avaliaram a farmacocinética do BNZ aliado a 

Itraconazol no modelo murino a fim de avaliar os possíveis mecanismos que influenciam 

na melhora da terapia, após a verificação de alteração em parâmetros farmacocinéticos os 

pesquisadores sugeriram que o principal efeito dessa interação é o acúmulo de BNZ no 

sistema biológico. Esse efeito pode contribuir para a melhora da eficácia terapêutica, além 
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do sinergismo dos diferentes mecanismos de ação do benznidazol e do itraconazol contra 

o T. cruzi in vivo. Melo e cols (2019) avaliaram o BNZ em camundongos Swiss após 

diferentes esquemas terapêuticos obtendo como resultado que a resposta terapêutica ao 

BNZ parece não ser dose-dependente. 

A farmacocinética em humanos foi pouco estudada até o momento, com literatura 

científica bem restrita (DAVANÇO, 2015). Os primeiros ensaios farmacocinéticos com 

BNZ foram publicados por Raaflaub e Ziegler (1979) e, segundo esses autores, o BNZ é 

rapidamente absorvido a partir do trato gastrointestinal, com picos de concentração 

plasmática de 2,2 a 2,8 μg/mL entre 3 a 4 horas após a administração por via oral na dose 

de 100 mg. O fármaco é rapidamente e uniformemente distribuído no plasma com valor 

de volume de distribuição (Vd/F) igual a 0,56 L/kg. A meia-vida de eliminação (t1/2) é 

de 12 horas e a taxa de ligação a proteínas plasmáticas é de cerca de 40%. A eliminação 

do fármaco é de 60 a 67% por via renal (metabólitos) e de 22 a 28% por via fecal 

(RAAFLAUB, 1980). 

Soy, em 2015, com o objetivo de construir um modelo de farmacocinética 

populacional para caracterizar a farmacocinética do BNZ em adultos com DCh crônica, 

observou em estudos de modelagem e simulação que o regime de 2,5 mg/kg/12h pode 

levar a exposição excessiva dos pacientes e o regime de 2,5 mg/kg/24h mantém as 

concentrações plasmáticas mínimas de BNZ dentro do intervalo alvo recomendado para 

a maioria dos pacientes. Molina e cols (2017) em um estudo farmacocinético de fase I, 

aberto, não randomizado do BNZ realizado com 8 voluntários adultos saudáveis concluiu 

que os regimes de dose (150 mg / 12 h ou 100 mg / 8 h) atingiram um intervalo de 

concentração de estado estacionário acima da dose terapêutica experimental mínimo 

notando algumas alterações em parâmetros farmacocinéticos quando comparados o sexo 

masculino e feminino. 

Apesar da existência de alguns estudos farmacocinéticos do BNZ em algumas 

espécies animais, a farmacocinética pré-clínica do BNZ ainda é pouco explorada e com 

resultados insatisfatórios. Devido à escassez dessas informações, compreende-se que a 

experimentação animal pode auxiliar na melhoria da eficácia do tratamento, identificação 

dos efeitos colaterais, investigação de novas aplicações terapêuticas e na determinação 

dos parâmetros farmacocinéticos que podem trazer informações acerca da dosagem e o 

intervalo de administração. Além disso, sabe-se que para a realização de estudos em 

humanos é necessária estar fundamentada na experimentação prévia realizada em 
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animais, em laboratórios ou em outros fatos científicos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2012). Em 1988, Tafuri e colaboradores descreveram que o cão seria o modelo mais 

próximo do almejado para o estudo da DCh pois seria capaz de desenvolver de forma 

adequada a fase aguda e indeterminada semelhante ao observada no ser humano. Guedes 

e cols (2002) investigaram o papel deste modelo experimental para as fases aguda e crônica 

da doença de Chagas, antes e após os tratamentos terapêuticos e os resultados também 

foram positivos quanto ao uso deste modelo em pesquisas envolvendo a quimioterapia da 

DCh. O modelo experimental é relevante para estudos de quimioterapia para o controle 

da doença de Chagas. 

 

1.8 Validação Bioanalítica do método para quantificação do BNZ 

 
 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), tornou possível a análise de 

compostos orgânicos, incluindo drogas nas últimas duas décadas. Esse rápido aumento e 

aprimoramento da metodologia analítica com CLAE permitiu aos pesquisadores e 

cientistas lidar com outros desenvolvimentos científicos e instrumentais em seus campos 

de trabalho (COLLINS et al.,2006). É uma técnica utilizada na separação dos vários 

componentes de uma mistura de substâncias, com o objetivo de identificar esses 

componentes, quantificá-los ou purificá-los. 

O desenvolvimento de um método bioanalitico deve ser guiado pelas diretrizes 

estabelecidas na RDC nº 27, de 17 de maio de 2012 da ANVISA (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária) que dispõe sobre os requisitos mínimos para a validação de métodos 

bioanalíticos empregados em estudos com fins de registro e pós-registro de 

medicamentos. Os parâmetros de desempenho analítico mais comumente analisados são: 

seletividade, efeito residual (carry over), precisão, exatidão, linearidade, estabilidade, 

limite inferior de quantificação e recuperação (EMEA, 2011; BRASIL, 2012; US-FDA, 

2013). 

Diversos autores desenvolveram e validaram métodos para a quantificação do 

BZN em diferentes modelos e matrizes biológicas utilizando a Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (GUERRERO et al., 2011; PADRO et al., 2012; PINAZO et al., 2012; 

ALTCHEH et al., 2014; DAVANÇO et al., 2014; DAVANÇO et al., 2015; SILVA et 

al.,2012; PERIN et al.,2015). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 
 

Considerando que: (i) A doença de Chagas é uma doença negligenciada; (ii) O benznidazol 

é o único fármaco disponível para o tratamento da doença de Chagas no Brasil; (iii) A 

limitada eficácia e segurança do benznidazol no tratamento padrão da DCh, pode ser 

devido a propriedades farmacocinéticas desfavoráveis do fármaco; (iv) A escassez de 

dados na literatura a respeito da sua farmacocinética, inclusive no modelo cão; (v) que o 

modelo cão é considerado um bom modelo para a doença de Chagas experimental. O 

presente estudo propôs investigar os parâmetros farmacocinéticos do BNZ na fase aguda  

e crônica da doença de Chagas. 

 

3. OBJETIVOS 

Geral 

 
Avaliar o impacto das diferentes fases da infecção pelo T. cruzi sobre os parâmetros 

farmacocinéticos do benznidazol no modelo canino. 

Específicos 

 
I. Validar o método de análise do benznidazol em soro de cães 

experimentalmente infectados; 

II. Investigar a disposição cinética do benznidazol após dose múltipla de 

3,5mg/Kg/12h em cães infectados pelo T. cruzi e tratados durante a fase aguda 

da infecção; 

III. Investigar a disposição cinética do benznidazol após dose múltipla de 

3,5mg/Kg/12h em cães infectados pelo T. cruzi e tratados durante a fase 

crônica da infecção; 

IV. Comparar os parâmetros farmacocinéticos do benznidazol obtidos de cães 

infectados pelo T. cruzi na fase aguda e crônica da doença. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

Aspectos éticos 

 
O protocolo de pesquisa nº 2017/38 foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Ouro Preto-MG (CEUA/UFOP) e, 

posteriormente, foi encaminhado para o Centro de Ciência Animal da UFOP 

(CCA/UFOP), local da realização dos experimentos (Anexo 1). 

Delineamento experimental 

 
Animais 

 
Foram investigados 19 cães sem raça definida (SDR), com idade entre 10 a 12 

meses e peso entre 15 a 30 kg. Os cães foram mantidos no canil do CCA/UFOP, seguindo 

as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). 

Inóculo e infecção 

 
A obtenção do inóculo com a cepa Berenice-78 de T. cruzi foi realizado no 14º dia 

de infecção em camundongos Swiss (pico de parasitemia para cepa Be-78), mediante 

retirada do sangue do plexo orbital. Em cada passagem, o número de formas 

tripomastigotas foi determinado de acordo com a técnica descrita por Brener (1962). Para 

o ajuste foi usado um tampão fosfato-salino PBS estéril pH 7,2. Com a obtenção dos 

inóculos padronizados, os cães foram inoculados pela via intraperitoneal com 2.000 

tripomastigotas sanguíneas da cepa Be-78 por quilograma de peso corporal. Após 

infecção, os animais foram avaliados diariamente quanto aos sinais clínicos, e a 

parasitemia foi realizada diariamente segundo Brener (1962) até 5 dias depois da primeira 

negativação. 

Protocolo experimental 

 
Dez (10) cães foram randomicamente selecionados para compor o grupo Fase 

aguda que conrresponde a um mês pós-infecção e nove (9) cães foram randomicamente 

selecionados para compor o grupo Fase crônica que corresponde a 1 ano pós-infecção. 

Para cada fase de infecção os animais foram distribuídos em dois grupos quanto à 

instituição ou não do tratamento com BNZ. A dosagem utilizada foi baseada na posologia 
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máxima da bula do medicamento. A Figura 5 ilustra a divisão dos grupos. 

 

Fase Aguda (n=10)  

• Grupo I ou controle (n=4, 2 machos e 2 fêmeas): animais infectados e não 

tratados; 

• Grupo II (n=6, 4 machos e 2 fêmeas): dose múltipla oral de 3,5 

mg/Kg/12h de BNZ durante 60 dias consecutivos.; 

Fase Crônica (n=9) 

• Grupo I ou controle (n=4, 2 machos e 2 fêmeas): animais infectados e não 

tratados; 

• Grupo II (n=5, 1 macho e 4 fêmeas): dose múltipla oral de 3,5 mg/Kg/12h 

de BNZ durante 60 dias consecutivos.; 

 

 

Figura 5 - Delineamento experimental 
 

 
 

 

 

Extração de materiais biológicos 

 
 

Coleta de sangue 

O método de coleta de sangue utilizado em todo o estudo foi por punção da veia 

Fase crônica 
(n=09) 

Fase aguda 

(n=10) 

19 cães sem raça 
definida (SDR) 

Grupo II (n=5): 

dose múltipla oral 

de 3,5 mg/Kg/12h 

de BNZ durante 60 

dias consecutivos. 

Grupo I ou 

controle (n=4): 

Animais 

infectados e não 

tratados. 

Grupo II (n=6): 

dose múltipla oral 

de 3,5 mg/Kg/12h 

de BNZ durante 60 

dias consecutivos. 

Grupo I ou 

controle (n=4): 

Animais 

infectados e não 

tratados. 
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cefálica. A contenção do animal foi realizado com uso de cordas de algodão e mãos para 

amordaçar a boca. Após garrotear a pata dianteira do animal, foi realizada a assepsia do 

local a ser puncionado com algodão embebido em álcool 70°Gl. Aspira-se o sangue e 

após retirar a agulha, pressiona-se a região com algodão umedecido com água oxigenada 

20 volumes. 

Para a determinação dos parâmetros farmacocinéticos, amostras seriadas de 5mL 

de sangue dos cães foram coletadas em seringas não heparinizadas após a administração 

do BNZ nos tempos 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12h. As coletas foram realizadas 

após 10, 30, 40 e 60 dias de tratamento com BNZ. 

A administração dos fármacos por via oral foi realizada com uso de provendas 

e/ou palatabilizantes, estimulando o reflexo de deglutição/tosse pela compressão manual 

do terço médio da traqueia para garantir a ingestão das formas farmacêuticas. Os animais 

não foram submetidos ao jejum ou restrição hídrica antes da administração dos fármacos.   

O sangue coletado foi transferido para tubos de 5 mL com gel ativador de coágulo (Olen®) 

previamente identificados, acondicionados em caixa térmica com gelo e encaminhados 

para o Laboratório de Imunopatologia do NUPEB/UFOP. As amostras de soro para 

análise cromatográfica foram obtidas por centrifugação (2500 rpm por 10 minutos a 

4 ºC / centrífuga refrigerada Eppendorff® modelo 5810r), separadas em 2 replicatas 

nos tempos 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12h (análise de BNZ) . Todas as 

amostras foram armazenadas a – 80 ºC até o momento da análise. 

Para garantir a higidez dos cães, foram realizadas avaliações hematológicas e 

bioquímicas, entre e após as fases do estudo. 

 

 
Análise cromatográfica 

 
A análise do BNZ como concentração total foi realizada por Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência (CLAE-DAD). O sistema CLAE foi constituído por cromatógrafo da 

Shimadzu (Kyoto, Japão) equipado com bomba LC-20AT, auto injetor modelo SIL-20A 

HT, forno CTO-20A e sistema controlador modelo SCL 20A, equipado com detector 

DAD modelo SPD-M20A operando a 324 nm. 

Preparo das amostras 

 
As amostras de soro branco foram obtidas dos cães incluídos neste estudo. Foram 

coletadas amostras de soro de todos os cães em dias e horários distintos (não tratados com 
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BNZ), e após foi realizado uma mistura destes soros. 

Em tubos cônicos de 1,5 mL, alíquotas de 100 μL de soro foram enriquecidas com 

5 μL da solução de padrão interno (omeprazol). As misturas foram acrescidas com 500 

μL de acetonitrila e agitadas por 10 minutos em agitador tipo vortex. A seguir, os tubos 

foram centrifugados por 20 minutos a 13800 rpm. As fases orgânicas foram transferidas 

para tubos cônicos de 1,5 mL e evaporadas a vácuo usando evaporador rotatório. Os 

resíduos foram reconstituídos com 100 L da fase móvel, agitados por 1,5 minuto em 

agitador tipo vortex, centrifugados por 5 minutos a 13800 rpm, e então 85 μL do 

sobrenadante foram coletados e 20 μL submetidos à análise cromatográfica. 

 
Análise do benznidazol em soro empregando CLAE-DAD 

 
 

O método de análise do benznidazol em soro empregando CLAE-DAD foi 

desenvolvido com base no procedimento analítico anteriormente desenvolvido e validado 

em plasma de camundongo (MOREIRA DA SILVA et al., 2012; PERIN et al.,2017) pelo 

nosso grupo de pesquisa e seus colaboradores. 

 
Soluções padrão e Reagentes 

 
 

A solução estoque de cloridrato de benznidazol (99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA) foi preparada na concentração de 4000 µg de base livre/mL de acetonitrila 

(ACN). A partir dessa solução foram realizadas diluições para obtenção das soluções de 

uso, nas concentrações 2; 4; 10; 20; 100, 200; 400; 500; 1000 e 2000 µg de 

benznidazol/mL de ACN. A solução de omeprazol (padrão interno - PI, 99%, Sigma- 

Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi preparada na concentração de 2000 µg de base livre/mL 

de ACN e diluída para 200 µg /mL de ACN. Todas as soluções padrão foram armazenadas 

a -20˚C. 

Os solventes empregados para diluição das soluções padrão, preparo da fase 

móvel e das amostras foram obtidos da J.T.Baker (Fairfield, EUA) como grau de 

cromatografia. 

A água ultrapura utilizada nos experimentos foi obtida em sistema de purificação 

Milli-Q Direct 8® (Millipore, Molsheim, França). 
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Validação do método de análise do benznidazol em soro 

 
 

O método de análise do BNZ em soro de cão experimentalmente infectado foi 

validado de acordo com as recomendações da ANVISA para métodos bioanalíticos, sendo 

efeitos matriz e residual, limite de quantificação, linearidade, recuperação, precisão, 

exatidão, estabilidade e seletividade os parâmetros que foram avaliados. 

 
Curvas de calibração em soro 

 
 

As curvas de calibração representam a relação entre a resposta do instrumento e a 

concentração conhecida do analito. Foram construídas em triplicata utilizando alíquotas 

de 100 µL de soro branco enriquecidas com 5 µL de cada solução padrão de uso de BNZ 

e do PI e submetidas aos respectivos processos de extração descritos anteriormente. 

Assim, as concentrações de BNZ foram de 0,1; 0,2; 0,5; 1; 5; 10; 20; 25; 50 e 100 µg /mL 

de soro. 

As equações de regressão linear e os coeficientes de correlação foram obtidos das 

razões das áreas dos picos plotadas (padrão/PI) em função das respectivas concentrações 

séricas. 

 
Limite inferior de quantificação 

 
 

O limite inferior de quantificação (LIQ) que é caracterizado pela menor 

concentração do analito na curva de calibração preparada na matriz foi estabelecido para 

BNZ em 0,1 µg/mL de soro. A partir disso, foram realizadas análises de 10 replicadas 

destas concentrações para verificar se estas se enquadrariam nos valores determinados de 

precisão e exatidão. O LIQ foi definido como a menor concentração sérica analisada com 

CV e erro padrão relativo (EPR) inferiores a 20%. 

 
Linearidade 

 
 

A linearidade foi definida como a maior concentração sérica (limite superior de 

quantificação) que apresentou relação linear com a resposta do detector na situação de 

inclusão do LIQ. Foram avaliadas amostras de soro enriquecidas com concentrações 
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crescentes de BNZ (em triplicata para cada concentração) em relação àquelas empregadas 

na construção das curvas de calibração e, a seguir, submetidas aos procedimentos de 

extração e análise cromatográfica. 

Para a aprovação das curvas, os padrões de calibração deveriam apresentar um 

desvio de até 15% e o LIQ um desvio de até 20%. O coeficiente de correlação linear 

deveria ser igual ou superior a 0,98. 

 
Efeito Residual 

 
 

O efeito residual é gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal do analito ou PI 

causado por contaminação proveniente de amostras anteriores foi avaliado com 3 injeções 

da mesma amostra branco, sendo uma antes e duas logo após a injeção de uma amostra 

processada de matriz adicionada de BNZ em concentração acima da maior concentração 

da curva de calibração (200 µg/mL soro). Os resultados foram comparados com aqueles 

obtidos de amostras processadas do LIQ. As respostas de picos interferentes no tempo de 

retenção do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras 

processadas do LIQ. As respostas de picos interferentes no tempo de retenção do PI 

devem ser inferiores a 5 % da resposta do PI. 

 
Amostras de controle da qualidade em soro 

 
 

As amostras de controle da qualidade (CQs) consistem em uma amostra de matriz 

branco (soro), adicionada de BNZ em concentrações específicas, usadas para validar e 

monitorar o desempenho do método bioanalítico. Existem 3 tipos de amostras de controle 

da qualidade: controle da qualidade de baixa concentração, média concentração, alta 

concentração. O controle da qualidade de baixa concentração (CQB) representa uma 

amostra de matriz adicionada de uma concentração de BNZ até 3 vezes o limite inferior 

de quantificação (LIQ), ponto mais baixo da curva analítica. O controle da qualidade de 

média concentração (CQM) representa uma amostra de matriz adicionada de uma 

concentração de BNZ próxima à média entre o ponto mais alto e o mais baixo da curva. 

E o controle da qualidade de alta concentração (CQA) representa uma amostra de matriz 

adicionada de uma concentração de BNZ entre 75% e 85% do maior ponto da curva 
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analítica. Os controles da qualidade foram preparados nas concentrações de BNZ de 0,2 

(CQB), 50 (CQM) e 80 µg /mL (CQA). 

Para aprovação da corrida analítica, no mínimo 67% do total de CQs e no mínimo 

50% dos CQs de cada concentração devem apresentar desvio menor ou igual a 15% em 

relação aos seus respectivos valores nominais. Os controles da qualidade para análise das 

amostras em soro foram armazenados à - 20◦C até a análise. 

 
Efeito Matriz 

 
 

Estudo realizado para verificar se há supressão iônica ou aumento de resposta do 

fármaco em análise ou do padrão interno devido à interferência de algum componente 

endógeno presente na matriz biológica. A investigação do efeito de matriz durante a 

quantificação de compostos endógenos ou exógenos e/ou seus metabólitos é um 

importante parâmetro a ser avaliado durante o desenvolvimento e validação de um 

método bioanalítico (CASSIANO e cols 2009). Para a sua realização foram utilizadas 

mistura de amostras de soro de todos os cães incluídos neste estudo. Estas amostras foram 

coletadas em dias e horários distintos (incluindo amostras hemolisadas), no intuito de 

aumentar a variabilidade na qualidade do soro. 

Os soros foram processados de acordo com o descrito em “Preparo de amostras”. 

Para cada amostra foi calculado o fator de matriz normalizado por PI (FMN), conforme 

a equação a seguir: 

 

(resposta do analito em matriz)/(resposta do PI em matriz) 
FMN = 

(resposta do analito em solução)/(resposta do PI em solução) 
 
 
 
 

O coeficiente de variação (CV) dos FMNs relativos a todas as amostras deve ser 

inferior a 15%. O CV é expresso em porcentagem e calculado conforme a equação abaixo: 

 

 

 
 

CV = 
Desvio padrão 

Média 

 

× 100 
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Recuperação 

 
A recuperação foi avaliada em quintuplicata em amostras de soro enriquecidas 

com soluções padrão CQB e CQA de BNZ. As amostras foram analisadas como acima 

descrito e a recuperação calculada por meio da comparação direta das áreas dos picos das 

amostras extraídas com as áreas dos picos obtidos de soluções padrão adicionadas a 

extratos de soro branco. 

 

 
Estabilidade 

 
 

Visa determinar se a concentração de um analito se mantém dentro de limites 

estabelecidos, numa dada matriz, sob condições específicas. Para assegurar que a 

estabilidade do analito seja mantida nas condições de preparo, análise e estocagem das 

amostras, vários tipos de estabilidade devem ser avaliados durante a validação de um 

método analítico. O ensaio garante que todos os passos do método (matriz, anticoagulante, 

condições de armazenamento, extração e análise). Os ensaios devem ser realizados 

utilizando amostras CQB e CQA em triplicata e os resultados devem ser ± 15 

% em relação a concentração nominal da curva de calibração (EMEA, 2011). 

 
 

Precisão e exatidão 

 
 

O estudo de precisão mede a proximidade dos resultados obtidos por repetidas 

aferições de múltiplas alíquotas de uma única fonte de matriz este é dividido em precisão 

intracorrida e precisão intercorridas. Foram utilizadas amostras de CQA, CQM e CQB. 

As soluções preparadas em soro foram armazenadas a -20ºC até a análise. Para o estudo 

de precisão intracorrida analisou-se 5 replicatas de cada controle da qualidade e uma 

curva de calibração. 

O estudo de precisão intercorridas foi composto por análises realizadas em 3 dias 

diferentes. Para que o método seja considerado preciso, o coeficiente de variação, entre 

os CQs de mesmas concentrações, deve ser igual ou inferior a 15%, exceto o LIQ, que 

aceita um CV de até 20%. 

O estudo de exatidão que é a concordância entre o resultado de um ensaio e um 

valor de referência intracorrida e intercorridas foi realizado da mesma maneira que o 
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estudo de precisão, porém o seu cálculo é baseado no Erro Padrão Relativo, obtendo então 

valores de até 15% do valor nominal, exceto para o LIQ, que aceita um EPR de até 20% 

do valor nominal. O EPR é calculado conforme a equação a seguir: 

 
 

𝐸𝑃𝑅 = 
(Concentração média experimental − Concentração teórica) 

(Concentração teórica) 

 

× 100 

 
 

 

4.1 Análise farmacocinética 

 
 

Os parâmetros farmacocinéticos do BNZ foram calculados a partir das 

concentrações séricas ao longo do tempo de 12h de coleta das amostras por meio do 

modelo monocompartimental, empregando o software Phoenix 64 / WinNonLin versão 

7.0 (Pharsight, CertaraTM Company). 

Os parâmetros de exposição calculados foram: Cmax (concentração sérica 

máxima) Tmax (tempo para alcançar Cmax), AUC 0-12 (área sob a curva concentração 

sérica versus 12h), t½el (meia-vida de eliminação), Css (concentração no estado de 

equilíbrio), Vd/F (volume de distribuição aparente no estado de equilíbrio), CL/F 

(clearance total aparente no estado de equilíbrio), Kel (constante de velocidade de 

eliminação), Flutuação (diferença entre concentração plasmática máxima e mínima 

comparada com a concentração plasmática média em um intervalo de12h). 

 

 
4.2 Análise estatística 

 
 

Os testes estatísticos foram realizados com auxílio do software R: A language and 

environment for statistical computing, versão 3.4.3 (R foundation for statistical 

computing, Viena, Áustria, 2014) para obtenção da mediana e intervalo de interquartil 25-

75% (IQ25-75%). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

O acompanhamento da fase aguda (n= 10) foi iniciado um mês após a infecção e 

para a cronificação dos animais (n=9) foi aguardado o período de um ano. A taxa de 

infectividade foi de 100% em ambas as fases da infecção. Para a confiabilidade nos 

resultados foi avaliado a saúde dos animais incluídos neste estudo. Os animais 

conseguiram responder bem ao tratamento sem manifestar efeitos adversos. Os exames 

bioquímicos e hematológicos para a avaliação das funções renais, hepáticas e musculares 

apresentaram resultados normais. Além disso, não houve alterações no peso dos animais 

permanecendo constante até o final do estudo. 

5.1 Análise do benznidazol em soro 

 
 

O presente estudo apresenta pela primeira vez, a análise do benznidazol em soro 

de cão infectado pelo T. cruzi utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

acoplado ao detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD). 

Com base nas propriedades físico-químicas do BNZ e na literatura, foram 

realizados testes de abordagem direta com a coluna analítica C18 (Phenomenex®, 

Gemini-NX, 150mm x 4,6mm x 5μm), no modo de fase reversa. Fases móveis com 

diferentes proporções da mistura água: acetonitrila foram empregadas variando-se a 

temperatura (30 a 45ºC) e vazão (0,7 a 1,2 mL/min). Já o detector DAD operou a 324 nm 

pois neste comprimento de onda, observou-se uma região de maior absortividade e 

seletividade para uma solução de BNZ na concentração de 100 ug/mL. 

Dentre todas as condições experimentadas com a coluna acima citada, a fase 

móvel constituída de mistura de água ultrapura:acetonitrila (65:35, v/v) na vazão de 1 

mL/min, temperatura de 40oC e tempo de corrida cromatográfica de 5 minutos, foi a eleita 

para o estudo (PERIN, 2017). Os cromatogramas obtidos das análises do BNZ em soro 

estão apresentados na figura 6. 
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Figura 6 - Cromatogramas referentes às análises do BNZ em soro canino. 

 

 
(A) Soro branco; (B) Soro branco enriquecido com 5 µg de BNZ/mL; (C) Soro de cão 

após 6 h de administração de dose múltipla de 3,5 mg/Kg/12h de BNZ. Picos: 1- BNZ; 2- 

omeprazol (PI). O eixo X corresponde ao tempo de retenção dos analitos e o eixo Y 

corresponde ao sinal analítico. 

Pode-se observar diferenças na composição e ou proporção da fase móvel 

utilizada, dimensões da coluna cromatográfica (comprimento) e vazão, mas em nenhum 

estudo foi utilizado o detector de arranjo de diodo. Davanço e cols (2014), avaliou BNZ 

em plasma de ratos empregado um sistema com um detector de UV-vis. A detecção 

ocorreu em 324 nm, a fase móvel era consistituída de água ultrapura-acetonitrila (65:35) 

por eluição isocrática. A taxa de fluxo da fase móvel foi de 0,55 mL / min, o volume de 

injeção foi de 1 μL e o tempo de execução foi de apenas 2 min e a coluna mantida a 45 ° C. 

Já Silva e cols (2012), realizaram a separação cromatográfica de BNZ e Itraconazol (ITC) 

em plasma de camundongos com a fase móvel constituída por uma mistura (60:40v/v) de 

acetonitrila e água ultrapura, bombeada isocraticamente a 1 mL / min. Os comprimentos 

de onda UV selecionados para quantificar BNZ e ITC foram de 324 e 263 nm, 

respectivamente, a uma temperatura de 40 °C e um volume de injeção de 25 μL. Perin e 

cols (2017), utilizaram fase móvel composta pela mistura de acetonitrila e água ultrapura 

(30:70 v/v), com fluxo de 1,0 mL/min, em temperatura de 40 °C, comprimento de onda 
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de 324 nm, volume de injeção de 20,0 µL utilizando soro de camundongos como matriz 

biológica. 

Para estudos utilizando o plasma humano, Guerrero e cols (2010) utilizaram a fase 

móvel composta pela mistura de acetonitrila e água ultrapura (40:60 v/v), com fluxo de 0,9 

mL/min, detecção em comprimento de onda de 324 nm e volume de injeção de 100 µL. 

Padró e cols (2012) em seu estudo utilizou fosfato tamponado contendo metanol (58:42; 

pH 2,70, 25 mM) com o fluxo 1mL/min, detecção em comprimento de onda em 320nm e 

volume de injeção com 5 µL, essa metodologia produziu melhorias significativas em 

relação aos métodos relatados anteriormente na literatura. Altched e cols (2014) realizou a 

análise de CLAE em plasma humano por eluição isocrática com uma taxa de fluxo de 1,0 

ml / min com detecção de UV em 313 nm com a composição da fase móvel de tampão 

de glicina / acetonitrila (75 ± 25 v / v). No entanto, não existem métodos padronizados de 

CLAE- DAD propostos para uso rotineiro em estudos clínicos em cães, sabe-se que a 

especificidade da matriz é muito importante devido a potenciais interferências de 

metabólitos na detecção e quantização do fármaco. 

 

5.2 Validação do método de análise do benznidazol em soro 

 
 

A validação da metodologia analítica desenvolvida para este trabalho foi realizada 

de acordo com as normas da Agência Nacional de Vigilância Sanitária para métodos 

bioanalíticos (RDC 27, ANVISA, 2012) e os resultados obtidos na validação do método 

de análise do BNZ em soro estão apresentados na Tabela 2. 

 
Tabela 2 - Parâmetros de validação do método de análise do benznidazol em soro. 

 
Parâmetro BNZ 

Efeito Matriz (CV%) 7,83 

Linearidade (µg/mL) 0,1 – 100,00 

Equação da reta y= 3,35643x - 0,01370 

Coeficiente de correlação linear r = 0,9999 

Limite de Quantificação (µg/mL) 0,1 

Precisão Intercorridas (CV%)  

CQB (n=5) 4,54 
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CQM (n=5) 8,34 

CQA (n=5) 5,35 

Precisão Intra-Corridas (CV%) 

CQB (n=5) 5,18 

CQM (n=5) 4,27 

CQA (n=5) 3,63 

Exatidão Intercorridas (EPR%) 

CQB (n=5) 3,47 

CQM (n=5) 1,32 

CQA (n=5) 5,26 

Exatidão Intra-corrida (EPR%) 

CQB (n=5) 1,00 

CQM (n=5) 0,96 

CQA (n=5) 2,19 

Controle da qualidade de alta concentração (CQA); Controle da qualidade de baixa 

concentração (CQB); Controle da qualidade de média concentração (CQM); Coeficiente 

de variação (CV) [(Desvio padrão/média) x 100]; Erro Padrão Relativo (EPR)= 

[(Cexperimental-Cnominal)/Cnominal]x 100. 

 
O método não apresentou efeito matriz e os coeficientes de variação entre todos 

os FMNs foram inferiores a 15%. 

As curvas de calibração construídas empregando as razões de áreas versus 

concentração apresentaram linearidade em um intervalo de 0,1-100 µg de BNZ /mL de 

soro com coeficientes de correlação linear superiores a 0,99. 

Os coeficientes de variação e os erros padrão relativos obtidos nos estudos de 

precisão e exatidão intra e intercorridas em soro (Tabelas 1) foram inferiores a 15%. 

Os valores da recuperação do método de extração do BNZ (extração líquido- 

líquido) com acetonitrila foram de aproximadamente 72% para o BNZ. Não foi 

apresentado efeito residual de acordo com os procedimentos descritos. 

E os testes de estabilidade estão dentro da variação permitida de 15 % para as 

amostras de CQB e CQA (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Estabilidade de ciclos de congelamento e descongelamento, pós-processamento e 

curta duração para as amostras CQB e CQA 

 

Estabilidade %Desvio 

Pós 3 ciclos de congelamento e descongelamento  

CQB 0,5 

CQA 8,55 

Pós-processamento (24 horas)  

CQB 0,9 

CQA 14,89 

Curta duração (4 horas)  

CQB 0,3 

CQA 12,32 

Controle da qualidade de alta concentração (CQA); Controle da qualidade de baixa concentração 

(CQB); % desvio= porcentagem de desvio da média das concentrações obtidas com relação ao 

valor nominal ou % desvio = [(Cexperimental-Cnominal)/Cnominal]x 100. 

 

 
A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) é uma técnica de separação 

que em menos de trinta anos passou a ser um dos métodos analíticos mais utilizados para 

fins qualitativos e quantitativos. As razões para esse crescimento estão relacionadas à sua 

adaptabilidade para determinações quantitativas com boa sensibilidade e a possibilidade 

de separar espécies não voláteis e termicamente instáveis (TONHI et al., 2009). A CLAE 

é definida como um método físico-químico de separação dos componentes de uma 

mistura, realizada através da distribuição entre duas fases. Uma das fases permanece 

estacionária enquanto a outra move-se através dela. Durante o desenvolvimento 

cromatográfico, os componentes da mistura são distribuídos entre as duas fases, 

resultando em migrações diferenciais destes componentes (MCMASTER, 1994). Vários 

métodos bioanalíticos que utilizam técnicas cromatográficas foram propostos para 

determinar as concentrações de BNZ em diversas matrizes biológicas como urina, leite e 

plasma animal e humano (GUERRERO et al., 2010; PADRO et al., 2012; PINAZO et 

al., 2012; MARSÓN et al., 2013; ALTCHEH et al., 2014; DAVANÇO et al., 2014; 

DAVANÇO et al., 2015; SILVA et al., 2012; PERIN et al.,2015). 
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Estes métodos foram desenvolvidos empregando a CLAE que opera com fase 

móvel líquida sob pressão e com métodos de detecção sensíveis possibilitando análises 

de rapidez comparável àquela obtida em cromatografia gasosa fornecendo resultados 

altamente satisfatórios. 

A validação de métodos bioanalíticos aplicados a estudos farmacocinéticos ou 

para a quantificação, baseia-se na interpretação das diretrizes preconizada pela ANVISA 

que é fundamental para o estudo proposto. A cromatografia acoplada com arranjo de 

diodo aqui validado pode ser considerado um método inovador frente aos métodos pré- 

existentes. 

O efeito matriz ocorre quando substâncias inerentes à matriz biológica coeluem 

com os compostos de interesse. Logo, as concentrações séricas observadas não sofreram 

nenhuma influência da matriz utilizada no estudo visto que todos os coeficientes de 

variação FMNs foram inferiores a 15% (Tabela 2). Assim, a seleção das condições de 

preparo de amostra na análise do BNZ em materiais biológicos é uma tarefa difícil e a 

otimização de preparo de amostra merece atenção especial levando em consideração a 

natureza do analito (MARTINEZ et al, 2015). 

As curvas de calibração construídas empregando as razões de áreas versus 

concentração abrangem concentrações lineares do BNZ de 0,1-100 µg/mL de soro com 

coeficientes de correlação linear superiores a 0,99. O intervalo linear abrange todas as 

concentrações experimentadas. O método empregando CLAE-DAD mostra sensibilidade 

compatível com as exigências dos nossos estudos de farmacocinética. 

Em relação ao limite de quantificação observado no estudo (0,1 µg/mL), é 

importante destacar que é o menor quando comparado aos demais. Apenas Davanço e 

cols (2015) apresentaram um valor próximo (0,156 µg/mL) utilizando uma metodologia 

Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-UV) com vazão de 0,55mL/min e tempo 

de análise de 2 minutos. Deste modo, o método é mais sensível quando comparado com 

os dados disponíveis na literatura, sendo a menor concentração do analito de interesse na 

amostra, quantificada com valores aceitáveis de precisão e exatidão. 

Os resultados obtidos para os coeficientes de variação e os erros padrão relativos 

obtidos nos estudos de precisão e exatidão asseguram a reprodutibilidade e repetibilidade 

dos resultados, podendo assim, ser utilizado como método de referência para outros 

estudos que envolvam a quantificação do BNZ em soro. 
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5.3 Avaliação da farmacocinética pré-clínica 

 
 

Com o intuito de compreender a cinética do BNZ em soro de cães infectados pela 

cepa Be-78 de T. cruzi, o nosso grupo de pesquisa propôs avaliar os parâmetros 

farmacocinéticos após o tratamento com regime de dose múltipla oral de 3,5mg/Kg/12h 

de BNZ. 

Em 1980, Raaflaub realizou o primeiro estudo de farmacocinética do BNZ com 

doses múltiplas variando de 3 a 7mg/kg em pacientes Chagásicos crônicos e como 

resultados obteve que a meia-vida de eliminação do benznidazol variou entre 11,7 e 15,5 

h entre os 8 indivíduos investigados. A maior concentração máxima (Cmáx) foi de 16,4 

μg/ml e a menor concentração (Cmin)foi de 5,4 μg/ml demonstrando que todos os oito 

pacientes, durante o período do tratamento (10º a 30º dia), o fármaco apresentava as 

concentrações tripanocidas consideradas eficazes (3-6 μg/ml). Vale ressaltar que para o 

pesquisador não ocorria uma indução de enzimas microssomais com as doses de BNZ 

aplicadas em terapia humana. Mas, em 2012 Rigalli e cols demonstrou em células HepG2 

(um tipo celular que com propriedades bioquímicas, morfológicas e funcionais dos 

hepatócitos humanos) que o benznidazol produziu um aumento na expressão (proteína e 

mRNA) da classe P-gp, MRP2 e para CYP3A4 exibiu uma diminuição da atividade. Ou 

seja, o tratamento dessas células com BNZ aumentou seu próprio efluxo, por meio de uma 

regulação positiva de P-gp. Modificações na atividade em proteínas de transporte e de 

biotransformação podem alterar a farmacocinética e a eficácia do benznidazol. 

As concentrações séricas de BNZ avaliadas foram quantificadas até o último 

tempo de coleta planejado no protocolo, 12 horas após a administração de dose múltipla 

no regime proposto. Foram avaliados os seguintes parâmetros: Concentração máxima 

(Cmáx); Concentração Mínima (Cmin); Concentração plasmática no estado de equilíbrio 

(Css); Tempo necessário para atingir a máxima concentração (Tmáx); Área sobre a curva 

(AUC); Volume de distribuição no estado de equilíbrio (Vdss); Constante de velocidade 

de eliminação (Kel); Taxa de eliminação do fármaco (CLss); Flutuação que é a diferença 

entre concentração plasmática máxima e mínima comparada com a concentração 

plasmática média em um intervalo de 12h. Os parâmetros farmacocinéticos (Tabela 4) 

estão expressos como mediana (IQ25-75%). 
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Tabela 4 - Parâmetros farmacocinéticos do benznidazol administrado em dose múltipla 

oral de 3,5 mg/Kg/12h, por 60 dias, em cães SRD, nas fases aguda (n=6) e crônica (n=5) 

da infecção experimental pela cepa Be-78 de T. cruzi. Os valores estão expressos como 

mediana (IQ25-75%). 

 

Parâmetro (unidade) Infectados 

 

Cmax (µg/mL) 

Fase aguda Fase crônica 

10,55 (8,37 – 12,20) ° 17,97 (16,08 – 23,11) 

Css (µg/mL) 7,08 (6,18 – 8,32) ° 12,56 (10,26 – 16,37) 

Cmin (µg/mL) 4,32 (2,77 – 5,72) ° 8,25 (4,48 – 11,68) 

Tmax (h) 2,50 (2,00 – 4,00) 3,00 (2,00 – 6,00) 

AUC0-12 (µg.h/mL) 84,98 (74,20 – 99,92) ° 150,76 (123,07 – 196,56) 

Vdss (L) 13,92 (10,80 – 20,36) ° 9,20 (6,04 – 10,93) 

CLss (L/h) 0,99 (0,84 – 1,13) ° 0,56 (0,43 – 0,68) 

Kel (h-1) 0,07 (0,05 – 0,09) 0,08 (0,05 – 0,10) 

t 1/2el (h) 10,30 (7,83 – 15,38) 9,09 (7,19 – 15,22) 

Flutuação (%) 92,26 81,84 

°Infectados (fase aguda) x infectados (fase crônica): diferença dos parâmetros entre os 

grupos citados (p<0,05). 

Os animais infectados e tratados na fase aguda e na crônica apresentaram um Cmáx 

que é o pico plasmático, o qual representa a concentração máxima de 10.55 µg/mL e 17,97 

µg/mL respectivamente. Já o seu oposto, Cmin que é a mínima concentração alcançada por 

um fármaco antes da administração de uma segunda dose foi de 4,32 µg/mL para os 

animais na fase aguda e 8.25 µg/mL para os animais da fase crônica. O parâmetro Css  que 

é o ponto em que a taxa de eliminação do fármaco é igual à taxa de biodisponibilidade, ou 

seja, encontra-se em concentração constante (estado de equilíbrio) apresentou um valor 

de 7,08 µg/mL para os animais que compõe e fase aguda e 12,56 µg/mL para os animais 

que compõe a fase crônica. O tempo necessário para atingir a máxima concentração (Tmáx) 

foi bem similar entre os grupos com 2,50 h para os animais da fase aguda e de 3h para os 

animais da fase crônica. Os grupos apresentaram uma área sobre a curva de 84,98 e 150,76 

µg.h/mL, valores referentes aos animais de fase aguda e crônica respectivamente, esse 

parâmetro indica qual representa a medida fiel da quantidade da droga que penetrou o 

sangue. O Vdss corresponde ao volume de distribuição no estado de equilíbrio e foi de 
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13,92 (fase aguda) e 9,20L (Fase crônica). O CLss foi de 0,99 (fase aguda) e 0,56L/h (fase 

crônica). A constante de velocidade de eliminação foi bastante similar com resultados de 

0,07 e 0,08 h-1 enquanto que o tempo necessário para eliminar 50% do fármaco foi de 

10,30 e 9,09h. Nota-se que os primeiros valores são referentes a fase aguda enquanto o 

segundo valores são referentes a fase crônica. A flutuação observada foi de 92.26 % para 

o grupo dos animais presentes na fase aguda da doença e 81,84% para o grupo na fase 

crônica sendo esse parâmetro a diferença entre concentração plasmática máxima e mínima 

comparada com a concentração plasmática média em um intervalo de 12h. Como  pode ser 

observado, a infecção crônica pela cepa Be-78 de T. cruzi aumentou os valores de Cmáx 

(10,55 vs 17.97), Css (7.08 vs 12.56), Cmin (4.32 vs 8.25) AUC (84.98 vs 150.76) e 

ainda reduz os valores de Vdss (13.92 vs 9.20) e CLss (0.99 vs 0.56) quando comparados 

com os animais na fase aguda, inferindo alterações na farmacocinética do BNZ. 

Durante um processo farmacocinético, primeiramente o fármaco é absorvido e 

essa etapa corresponde a transferência do fármaco do seu local de administração para a 

corrente sanguínea. Os parâmetros Cmáx (10,55 vs 17,97) e Cmin (4,32 vs 8,25) AUC0-12 

(84,98 vs 150,76), Css (7,08 vs 12,56), dos animais presentes na fase crônica apresenta 

valores superiores quando comparados com os animais da fase aguda. Esses resultados  

velocidade de absorção do BNZ varia de acordo com a fase da doença. 

Na corrente sanguínea, temos a disponibilidade do fármaco. Na fase aguda, 

notamos que o parâmetro Css 7,08 µg/mL está acima do necessário para atingir 

concentrações antiparasitárias, justificando a eficácia do medicamento nesta fase da 

doença. Após a absorção o fármaco é distribuído. O fármaco sai da corrente sanguínea e 

migra para as células dos tecidos. Na fase crônica da doença de chagas em cães, o 

parâmetro Vdss (13,92 vs 9,20 L) é inferior quando comparado aos animais de fase aguda. 

Considerando que na fase crônica da doença o parasito se encontra predominantemente 

nos tecidos, esse dado contribui para o entendimento da baixa eficácia terapêutica nessa 

fase da doença. 

Decorrido o tempo de sua ação, o fármaco será eliminado do organismo. Notamos 

que a infecção crônica reduz o parâmetro Clss de (0,99 vs 0,56 L/h). 

Observa-se que a infecção crônica pela cepa Be-78 de T. cruzi promove alterações 

significativas nos parâmetros farmacocinéticos do BNZ no modelo canino. Faz-se 
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necessário levar em consideração essas modificações para próximos estudos de 

formulações que envolvam o BNZ.  

  Suponha-se que a interação entre o parasito e hospedeiro durante as diferentes fases 

da doença estabele um perfil de inflamatório diferente. Ja é sabido que determinada 

citocinas têm a capacidade de alterar a atividade e expressão de proteínas de transporte e 

enzimas de metabolismo. Faz-se necessário a realização de outros estudos para 

compreender melhor o que pode levar o perfil cinético diferenciado do benznidazol na 

fase aguda e crônica da doença de Chagas 

O nosso grupo já havia observado que a infecção crônica promovia alterações nos 

parâmetros farmacocinéticos no modelo murino. De Jesus e cols (2021) propôs observar 

o perfil cinético do BNZ em camundongos infectados pela cepa Be-78 de T.cruzi na fase 

crônica da doença. Houve um aumento dos valores da constante de taxa de absorção ( Ka 

) (3,92 versus 1,82 h-1 ), volume aparente de distribuição ( V / F ) (0,089 versus 0,036 

litros) e depuração aparente (CL / F ) (0,030 versus 0,011 litros / h) e reduziu os valores 

do tempo para a concentração máxima de fármaco no soro ( T max ) (0,67 versus 1,17 h) 

e meia-vida de absorção ( t 1/2 a ) (0,18 versus 0,38 h) quando comparados com os dados 

obtidos para animais sadios inferindo alterações nos processos de absorção, distribuição 

e eliminação do BNZ. 

Morilla e cols (2005) na tentativa de realizar um comparativo entre o BNZ vs o 

BNZ a lipossoma em ratos, utilizando um tratamento com uma dose única de 0,2 mg/kg 

pela via intravenosa, o BNZ sozinho promovia um Cmáx de 1,64 mg/mL, Tmáx de 0,5 h, 

com uma área sob a curva de 9,16 mg.h/mL; O volume de distribuição de 102 mL/Kg e 

um clearence 21,9 mL/h.Kg. Com o mesmo intuito, Moreira e cols (2012) investigaram 

o BNZ sozinho e associado ao Itraconazol e observaram que camundongos Swiss, tratados 

oralmente com 5 mg de BNZ isolado possuiu um Cmáx de 151,3 µg/Kg; Tmáx de 2,2 h; T1/2 

de 1,64 h; CL/F 416,74 ml/h.Kg e Vd/F de 2.112,33 mL/Kg. Utilizando do mesmo modelo 

animal, porém com 30 dias de tratamento e uma dose de 100 mg/kg de BNZ, Perin e cols 

(2017) quantificaram um valor de Cmáx de 41,61 µg/mL; Tmáx de 0,83 h; T1/2 de 2,03 h; 

CL/F de 13,29 mL/h e Vd/F de 38,81 mL. Por sua vez, Leonardi e cols (2013) com o 

objetivo de avaliar o BNZ sozinho e aliado as ciclodextrinas ao tratarem ratos com a dose 

de 10 mg/kg por via oral relataram um Cmáx de 665,2 ng/ml; Tmáx de 2 h; ASC de 455,7 

ng.h/mL do BNZ sozinho. 

Portanto, podemos resumir que os dados de dose múltipla oral do BNZ têm a 
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capacidade de alcançar as concentrações plasmáticas máximas em um curto período de 

tempo, os dados sugerem que há uma absorção rápida. O BNZ mostrou ser altamente 

distribuído pelo organismo. Uma vez, que apresentou valores altos no parâmetro do 

volume de distribuição (PERIN,2019). 

Existe na literatura alguns dados acerca da farmacocinética do BNZ, nota-se que 

os experimentos pré-clínicos apresentam grandes variações nos parâmetros 

farmacocinéticos, variações na dose utilizada, via de administração, modelo 

experimental. Portanto, faz-se necessários escolha de um modelo animal que apresente 

valores que mais se aproxime do homo sapiens. 

Com o objetivo de fornecer uma base de dados para a estimativa das doses 

necessárias do benznidazol para uma quimiossensibilização no homem, em 1984 

Workman e cols realizaram estudos de farmacocinética do BNZ em cães com as doses de 

25 e 50 mg/kg pela via oral observou um Cmáx entre 38,9-59,8 µg/mL; Tmáx entre 3-5h; 

T1/2 entre 6-10 h e ligação às proteínas de 52-59%. 

É sabido que o cão consegue reproduzir ambas as fases da infecção (ANDRADE, 

1984; LANA et al., 1991; GUEDES et al., 2010) por causa das semelhanças e evolução 

filogenética aproximada aos humanos. Pesquisadores demonstraram que o cão é um bom 

modelo animal para estudar a quimioterapia da DCh com base nos testes sorológicos, na 

avaliação da função cardíaca (eletrocardiograma) na lesão, exame parasitológico e 

avaliação pós-tratamento (CALDAS et al., 2013, CUNHA et al., 2019). 

A farmacocinética é um campo que visa explicar a absorção, distribuição e 

eliminação de um fármaco na corrente sanguínea. Apresenta como principal objetivo 

garantir que as doses administradas estejam dentro da janela terapêutica. Este processo é 

apoiado em princípios farmacocinéticos que promovem uma utilização mais racional do 

medicamento (WIENS, et al 2016; ICTQ). Esses resultados, podem auxiliar numa melhor 

compreensão acerca da farmacocinética do BNZ, bem como na determinação adequada 

e/ou ajustes na posologia, na compreensão da ação dos fármacos, nas novas formulações. 

Além de contribuir no delineamento de uma farmacoterapia mais racional para a doença 

de Chagas envolvendo o BNZ. 
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6. CONCLUSÕES 

 
 

O método de análise do benznidazol em soro empregando CLAE-DAD validado 

neste trabalho apresenta limites de confiança compatíveis com a aplicação em estudos de 

disposição cinética do benznidazol em cães experimentalmente infectados pelo T.cruzi. 

A infecção crônica experimental pela cepa Berenice-78 do T. cruzi promove 

alterações significativas nos parâmetros farmacocinéticos elevando os valores de Cmax, 

Css, Cmin e AUC 0-12 e reduzindo Vdss e CLss quando comparados com cães na fase 

aguda da doença. 



46  

7. ANEXO 1 
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