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RESUMO 

 

Quantificação tecidual do anti-chagásico benznidazol: aspectos regulatórios e técnicos no 

desenvolvimento de uma metodologia bioanalítica 

 

O benznidazol (BNZ) é o único recurso disponível para o tratamento da doença de Chagas no 

Brasil. Apesar de ser utilizado desde a década de 1970, existem poucos estudos sobre a 

biodistribuição deste fármaco. É sugerido que sua variável eficácia na fase crônica se deva ao 

fato de apresentar limitada penetração tecidual. O presente estudo propõe discutir aspectos 

regulatórios e técnicos essenciais para o desenvolvimento de uma metodologia bioanalítica para 

quantificar o anti-chagásico benznidazol em amostras de matrizes biológicas caninas, já que, 

até então, não há registro de desenvolvimento ou validação de um método para análise de tecido 

de cães. Para tal, pesquisou-se, em literatura, estudos que descreviam técnicas de extração, 

separação e análise de BNZ em material biológico e comparou-se os critérios de validação 

preconizados pelas agências regulatórias do Brasil, Estados Unidos e Europa (Anvisa, FDA e 

EMA, respectivamente). Finalmente, foram selecionadas condições iniciais de extração e 

cromatográficas adequadas para o desenvolvimento do método bioanalítico de análise de 

biodistribuição do benznidazol. A técnica de extração mais recomendada foi a extração líquido-

líquido: é simples, rápida, de baixo custo e possui boa recuperação, precisão e exatidão. A 

separação foi realizada pelo método cromatográfico CLAE (cromatografia líquida de alta 

eficiência) com detector de arranjo de diodos (DAD) no comprimento de onda de 324 nm. As 

soluções reagentes e as condições iniciais selecionadas para desenvolvimento do método foram: 

a acetonitrila (ACN) é ideal para ser usada tanto como solvente extrator quanto para fazer parte 

da fase móvel, em uma composição 30:70 de ACN:água; o volume de injeção foi de 20 µL, 

com vazão de 1,0 mL/min, utilizando coluna cromatográfica e pré-coluna C18; como padrão 

interno foi selecionado o fármaco omeprazol; as análises foram realizadas à temperatura de 40 

°C. 

 

Palavras-chave: doença de Chagas, benznidazol, farmacocinética, biodistribuição, 

desenvolvimento, validação, método bioanalítico.  
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ABSTRACT 

 

Tissue quantification of the anti-chagasic drug benznidazole: regulatory and technical 

aspects in the development of a bioanalytical methodology 

 

Benznidazole (BNZ) is the only resource available for Chagas disease’s treatment in Brazil. 

Despite being used since the 1970s, there are few studies on the biodistribution of this drug. It 

is suggested that its variable effectiveness in the chronic phase is due to its limited tissue 

penetration. The present study proposes to discuss essential regulatory and technical aspects for 

the development of a bioanalytical methodology to quantify the anti-chagasic agent 

benznidazole in biological matrices’ samples of dogs, since, until then, there is no record of 

development or validation of a method for canine tissue analysis. With this purpose, it was 

researched in literature for studies describing extraction, separation and analysis techniques for 

BNZ in biological material and compared some validation criteria recommended by regulatory 

agencies in Brazil, United States and Europe (Anvisa, FDA and EMA, respectively). Finally, 

adequate extraction and chromatographic conditions were selected for the development of a 

bioanalytical method for benznidazol’s biodistribution analysis. The most suitable extraction 

technique was liquid-liquid extraction: it is simple, fast, low cost and has good recovery, 

precision and accuracy. Separation was done by the HPLC (high efficiency liquid 

chromatography) chromatographic method with a diode-array detector (DAD) at a wavelength 

of 324 nm. The reagent solutions and initial conditions selected for this method’s development 

were: acetonitrile (ACN) is an ideal solvent to be used as an extractor solvent and to be part of 

the mobile phase, in a 30:70 composition of ACN:water; The injection volume was of 20 µL, 

with a flow rate of 1,0 mL/min, using a C18 chromatographic column and a C18 pre-column; 

As an internal standard, the drug omeprazole was selected; The analysis was carried out at a 

temperature of 40 °C. 

 

Keywords: Chagas disease, benznidazole, pharmacokinetics, biodistribution, development, 

validation, bioanalytical method.  
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1. INTRODUÇÃO 

A doença de Chagas (DCh), também conhecida como tripanossomíase americana, é uma 

doença tropical cujo agente etiológico é o parasito Trypanosoma cruzi. Ela está incluída no 

grupo de doenças tropicais negligenciadas da Organização Mundial da Saúde (OMS) e do 

Ministério da Saúde do Brasil, sendo endêmica em 21 países das Américas (DNDi, 2023). 

Atualmente, é estimado que 6-7 milhões de pessoas no mundo todo estejam infectadas pelo T. 

cruzi (WHO, 2020) e que aproximadamente 30 mil novos casos surjam anualmente, sendo que 

12 mil pessoas venham a óbito todos os anos por conta das manifestações clínicas da doença de 

Chagas (DNDi, 2023).  

Figura 1:  Distribuição global de casos de doença de Chagas. 

Fonte: SANGENITO, 2020 - Adaptada. 

Apesar da maior prevalência de casos em países da América Latina, um aumento notável 

no número de casos de DCh em países não endêmicos foi observado nas últimas duas décadas, 

sendo as migrações humanas apontadas como o fator crítico para o aparecimento da DCh em 

áreas onde não havia sido descrita anteriormente (Pinazo, 2015), já podendo ser identificadas 

ocorrências nos Estados Unidos, Canadá, alguns países da Europa - principalmente na Espanha 

- e na região do Pacífico Ocidental, em países como a Austrália, Nova Zelândia e Japão (Lidani, 
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2019). Neste contexto, a enfermidade em questão é um problema epidemiológico, político, 

social e econômico a nível mundial. 

A doença e o protozoário foram descobertos e descritos, em 1909, pelo cientista Carlos 

Ribeiro Justiniano das Chagas. Entre os anos de 1907 e 1909, Chagas fez parte da equipe de 

Oswaldo Cruz no combate à malária em Minas Gerais, mais precisamente na cidade de 

Lassance. Dentre outros achados, suas pesquisas o levaram a encontrar uma nova espécie de 

protozoário circulando entre insetos hematófagos chamados de “barbeiros”. 

Em busca de informações sobre as principais enfermidades que acometiam os 

moradores daquela região, chegou ao seu encontro, em 1909, uma criança febril de 2 anos de 

idade chamada Berenice. Nas amostras biológicas da paciente, Chagas se deparou novamente 

com a espécie peculiar de protozoário que possuía como características singulares um 

cinetoplasto grande e movimentação intensa. Berenice é, então, a primeira ocorrência 

documentada em humanos da doença de Chagas (De Lana e Tafuri, 2004). Seu descobrimento 

é um feito incomparável já que Chagas descreveu o parasito e seu ciclo evolutivo, o vetor e seus 

hábitos (Fiocruz, 2019). 

O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado que possui diferentes tipos de cepas 

ou linhagens quanto à morfologia, antigenicidade, patogenicidade, composição genética, 

infectividade (Coura, 2003). O seu ciclo de vida inicia-se quando o inseto triatomíneo, 

comumente chamado de “barbeiro”, pica uma pessoa ou outro animal infectado, sugando, então 

sangue contendo as formas tripomastigotas sanguíneas do T. cruzi, tornando-se um barbeiro 

infectado (Sucen, 2019). No intestino do inseto, o protozoário sofre alterações morfológicas e, 

então, as formas tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas que multiplicam-se, 

realizando a manutenção da infecção no vetor. Após migrarem para a região do reto do barbeiro, 

se transformam em tripomastigotas metacíclicas, forma infectante para este parasito (Jansen, 

2000). Ao realizar o repasto sanguíneo, o barbeiro elimina simultaneamente fezes contendo as 

tripomastigotas metacíclicas que, em contato com tecidos cutâneos e mucosas lesionados, irão 

infectar outro humano ou mamífero. As tripomastigotas metacíclicas, uma vez no organismo 

do hospedeiro vertebrado, infectam novas células e, em seu interior, transformam-se em formas 

amastigotas replicativas. A replicação exacerbada do protozoário provoca a ruptura das células 
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infectadas, liberando, então, formas tripomastigotas (Guarner, 2019). Os parasitos irão infectar 

células vizinhas ou cair na circulação sanguínea, se disseminando e se difundindo para 

diferentes órgãos e tecidos. O hospedeiro infectado porventura entrará em contato com outro 

inseto vetor e, por fim, irá infectá-lo, fechando assim o ciclo.  

Dentre as principais formas de transmissão podemos evidenciar o contato das fezes 

contaminadas com os tecidos lesionados pela picada do vetor, transfusão de sangue, via oral, 

através da placenta (Coura, 2003; OMS, 2021). Atualmente, em nosso país, a via oral se 

sobressai como principal mecanismo de transmissão já que essa via é a responsável pela 

infecção em grande maioria dos casos novos ocorridos na última década (Moreno, 2017). 

A DCh apresenta-se em duas fases bem distintas: fase aguda e fase crônica. A fase aguda 

da doença caracteriza-se pela presença do parasito no sangue que pode ser facilmente detectado 

pelo método de Brener. Este método foi desenvolvido pelo pesquisador Zachary Brener no ano 

de 1962, baseando-se no método de Pizzi (1957). A metodologia, utilizada em parasitemias, 

consiste em colocar uma alíquota de 5 µL de sangue em uma lâmina cobrindo-a com lamínula 

de 22 x 22 mm e analisar o material ao microscópio. Realiza-se a contagem determinando, 

assim, o número de parasitos em 50 campos, aplicando-se, em seguida, o fator de correção do 

microscópio para obter-se a carga parasitária do hospedeiro (Brener, 1962). 

Pelos vasos sanguíneos, as tripomastigotas se disseminam por todo organismo do 

hospedeiro, multiplicando-se predominantemente no baço, fígado e linfonodos (Coura, 2003). 

A maioria dos casos é assintomática, porém, quando aparente, possui sintomas inespecíficos 

como febre leve a alta, edema generalizado e edema localizado no fígado e baço, mal-estar e 

inflamação dos gânglios linfáticos (Funasa, 2000). É possível ocorrer insuficiência cardíaca e 

perturbações neurológicas em situações raras. Em alguns casos, no entanto, há o aparecimento 

de sinais específicos desta doença: sinal de Romaña e chagoma de inoculação (De Lana e 

Tafuri, 2004; Pérez-Molina, 2018). 

Como na maioria das infecções, as manifestações clínicas se interrompem sem o 

conhecimento da origem dos sintomas e sem a necessidade de intervenção médica. O 

diagnóstico, que poderia ser feito facilmente por meio do exame de sangue a fresco, raramente 
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é realizado (Prata, 2001). Após a fase aguda e suas manifestações, evolui-se para a fase crônica 

da doença, quando o paciente pode passar por um longo período assintomático que dura anos 

ou desenvolver sintomas na vida adulta (Westphalen, 2012). 

Sendo assim, a fase crônica pode ser assintomática ou sintomática, com suas 

manifestações aparecendo mais tarde, 20 a 40 anos depois da infecção inicial. As ocorrências 

sintomáticas podem ser observadas em aproximadamente 40% dos pacientes infectados 

(Fiocruz, 2017), sendo possíveis as formas cardíaca, digestiva ou mista. A inflamação é o 

principal determinante da progressão da doença na fase crônica, assim como a virulência da 

cepa e o tropismo tecidual (Pérez-Molina, 2018). 

A forma cardíaca ocorre em 20-30% dos pacientes infectados pelo T. cruzi. Ela ocorre 

não apenas devido à presença do parasito no tecido, mas também em razão da interação 

parasito-hospedeiro que gera uma inflamação determinante para a patologia desta doença. 

Ambos fatores levam à alteração na fisionomia do miocárdio, ocasionando quadros de arritmia 

cardíaca e insuficiência cardíaca congestiva (Brener, 1987; Prata, 2001), sendo, então, de 

grande relevância devido à frequência em que é acometido, às características do acometimento 

e às graves consequências que gera ao paciente.  

Do ponto de vista anatômico, a miocardiopatia chagásica crônica é caracterizada pelo 

aumento progressivo do coração devido à dilatação das câmaras. Corroborando com o aspecto 

macroscópico do órgão, o padrão histopatológico do coração mostra pontos de inflamação, 

fibrose e uma morfologia desordenada dos miócitos (Muñoz-Saravia, 2012). A miocardiopatia 

chagásica crônica vem sendo atribuída a múltiplos fatores como imunodepressão e dilatação da 

microvasculatura associadas a uma resposta inadequada do hospedeiro, podendo resultar em 

danos permanentes ao coração, sendo frequentes os casos de morte súbita (Prata, 2001; Coura, 

2003). Este quadro se manifesta em homens e mulheres com frequência comparável, geralmente 

aparecendo entre as idades 30 e 50 anos (Muñoz-Saravia, 2012).   

A forma digestiva acontece em aproximadamente 8-10% dos pacientes. A prevalência 

de envolvimento gastrointestinal varia entre áreas geográficas, provavelmente devido ao tipo 

de cepa do T. cruzi circulando em cada região (Prata, 2001). Ainda que seja observado com 
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menos frequência do que a forma cardíaca, a forma digestiva também pode levar à perda da 

qualidade de vida do paciente infectado, já que esta forma da doença é caracterizada pelas 

alterações morfológicas e funcionais causadas pelo aumento considerável do esôfago e cólon, 

condições chamadas de “mega-esôfago” e “mega-cólon”. Seus principais sintomas são disfagia, 

odinofagia, regurgitação, pirose, soluço, aspiração, tosse, sialorréia e perda de peso (Brener, 

1987; De Lana e Tafuri, 2004; Pérez-Molina, 2018). 

Existem diversos estudos recentes focados na progressão da doença cardíaca, mas 

infelizmente poucas publicações tentam compreender o envolvimento gastrointestinal. Embora 

a patogênese da forma digestiva não esteja bem esclarecida, sugere-se que a inflamação seja 

um dos pontos essenciais para a progressão da doença, principalmente por afetar neurônios do 

plexo mioentérico - que coordenam principalmente as contrações no trato gastrointestinal - 

tanto no esôfago quanto no cólon (Neto, 2022). Essas alterações digestivas levam a distúrbios 

na absorção, motilidade e secreção, perda do peristaltismo e, consequentemente, interrupção da 

passagem de alimentos ou bolo fecal (Echeverria, 2019; Neto, 2022). Por fim, a forma mista é 

determinada pela presença simultânea da forma cardíaca e digestiva. 

Nas décadas de 60 e 70 foram desenvolvidos os principais fármacos utilizados para o 

tratamento da DCh, sendo eles, o Nifurtimox (NFX) e o Benznidazol (BNZ). O NFX, 

entretanto, não é distribuído no Brasil e em alguns outros países da América Latina há vários 

anos, já que apresentou efeitos secundários severos (Sobrinho, 2009). Dessa forma, o BNZ é o 

único recurso medicamentoso de caráter etiológico disponível em território brasileiro, porém, 

está longe de ser um agente terapêutico adequado. 

O benznidazol (N-benzil-2-nitro-1H-imidazol-1-acetamida), cuja fórmula molecular é 

C12H12N4O3, é um fármaco derivado da classe dos nitroimidazóis com atividade antiprotozoária 

(Figura 2). Ele foi primeiramente sintetizado em 1972, por Wineholt e Liebman e produzido 

pelo laboratório Hoffman - La Roche, na Suíça (Cançado, 2000). Atualmente, é fabricado pelo 

Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco (Lafepe). Está disponível na clínica na 

forma de comprimidos de 100 mg para adultos e 12,5 mg para crianças de até dois anos de idade 

(Martindale, 2005; Lafepe, 2013) e sua posologia consiste na administração oral de 2,5–3,5 

mg/kg em adultos e 2,5–5 mg/kg em crianças, duas ou três vezes ao dia, com regime de 
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tratamento de 60 dias, não excedendo dose diária de 300 mg de benznidazol (Lafepe, 2013). O 

medicamento é distribuído pelo Ministério da Saúde gratuitamente através do Sistema Único 

de Saúde (SUS). 

Administrado por via oral, o BNZ é absorvido em maior quantidade no intestino 

delgado. O fármaco vai para a circulação porta, passando pelo fígado, onde é metabolizado para 

então ser distribuído para circulação sanguínea (Larini, 2008). Ainda que utilizado há vários 

anos, pouco se sabe sobre o mecanismo de ação deste fármaco. Contudo, sabe-se que o 

benznidazol atua como pró-fármaco, sendo ativado dentro do parasito por uma enzima nitro-

redutase tipo I NADH-dependente. O grupo nitro é, então, reduzido a um grupo amino, com a 

formação de vários intermediários de radicais livres e metabólitos eletrofílicos. A reação de 

redução resulta na geração de um metabólito citotóxico, que provoca a adição de grupos 

incomuns ao DNA do parasito, impedindo a formação de novas cadeias de DNA (García-

Huertas, 2021). 

 

Figura 2: Estrutura química do benznidazol. 

 

Apesar de ser um medicamento eficaz na fase aguda da doença, possui eficácia variável 

na fase crônica (Caldas, 2019). Estudos recentes que discutem a cura parasitológica 

demonstram que o sucesso do tratamento com BNZ está principalmente relacionado com a fase 

da infecção em que se inicia o tratamento. Existem também algumas hipóteses para explicar a 

diferença de eficácia terapêutica entre as fases da doença: é possível que, como durante a fase 
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crônica o T. cruzi permanece nos tecidos, ele presumivelmente consegue escapar da ação do 

fármaco (Cançado, 2002).  

Outra explicação para essa ineficácia na fase crônica são os resultados de alguns estudos 

farmacocinéticos e de biodistribuição. Em tais estudos, o BNZ não só apresentou uma 

penetração tecidual limitada como também revelou ter uma baixa biodisponibilidade devido ao 

metabolismo de primeira passagem no fígado, o que reduziria consideravelmente a ação do 

fármaco nos órgãos alvo (Perin, 2017). Há ainda uma crença passada, que persistiu até o final 

da década de 1990, que levou à desconfiança sobre a utilidade do tratamento antiparasitário na 

infecção crônica pelo T. cruzi: atribuía-se a miocardiopatia crônica e os “megas” apenas a 

respostas anti-autoimunes, sendo a presença do parasito nos tecidos irrelevante para a 

patogênese (Urbina, 2003; Bern, 2011). Esse pensamento adiou os estudos e descobertas acerca 

do BNZ. 

Adicionalmente, um fator que complica o manejo farmacológico para esta doença é que 

o BNZ é um fármaco que apresenta efeitos secundários de certa importância, uma vez que 30% 

dos pacientes apresentam alguma das reações adversas (Maximiano, 2010). Tal fator é uma das 

causas mais comuns do abandono do tratamento. Desse modo, foram observadas reações de 

menor gravidade como leve perda de peso, parestesia, náuseas e vômito em 5-30% dos 

pacientes em tratamento. Outros efeitos adversos como dermatite e fotossensibilização foram 

percebidos em cerca de 35-40% dos pacientes e, em maior gravidade, a neuropatia periférica 

atingiu até 30% deles. Além disso, reações menos comuns mas que também demandam a 

suspensão imediata do uso do fármaco como, por exemplo, a supressão da medula óssea foi 

observada em menos de 1% dos pacientes (Bern, 2011). 

Para que haja melhora no tratamento já existente ou até mesmo para o desenvolvimento 

de novas estratégias terapêuticas para a DCh, é necessário entender melhor o comportamento 

do BNZ nos fluidos biológicos (sangue, urina e tecidos). No entanto, são escassas as 

informações a respeito da farmacocinética, farmacodinâmica e biodistribuição deste fármaco. 

E, apesar dos conhecimentos serem restritos neste aspecto, sabe-se que o BNZ apresenta 

limitações sendo então sugerido que tais limitações estejam relacionadas com as suas 

propriedades farmacocinéticas (Lamas, 2006; Urbina, 2010; Moreira da Silva, 2012).  
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A farmacocinética é um ramo das Ciências Farmacêuticas que estuda, a partir de 

modelos matemáticos, a concentração do fármaco nos líquidos e tecidos do organismo ao longo 

do tempo (Kok-Young, 2015). Em termos quantitativos, ela estuda os processos de absorção, 

distribuição, metabolismo (ou biotransformação) e excreção de um fármaco (Storpirtis, 2011). 

Nesse contexto, a partir de estudos de farmacocinética, foi possível observar que o BNZ 

apresenta baixa biodisponibilidade, reduzida distribuição tecidual e parasitária, alto clearance 

e/ou curta meia-vida de eliminação (Lamas, 2006; Urbina, 2010; Moreira da Silva, 2012). Além 

disso, aspectos relativos às suas propriedades físico-químicas (Maximiano, 2010) e da auto 

indução dos seus sistemas de biotransformação (CYP3A hepática e GST intestinal) e transporte 

(P-gp e MRP2) (Perdomo, 2013) podem contribuir para sua ineficácia na promoção da cura 

parasitológica dos pacientes. 

A fim de buscar mais esclarecimentos no que se refere aos estudos farmacocinéticos, 

diversos modelos experimentais vêm sendo empregados. O uso de modelos animais no estudo 

dos fármacos é uma etapa mais que necessária para garantir que parâmetros como a eficácia e 

a segurança sejam seguidos. Estes modelos são usados na fase pré-clínica do desenvolvimento 

de um novo fármaco devido à semelhança estrutural e fisiológica entre o homem e as espécies 

frequentemente empregadas (Van Meer, 2014). 

Um dos primeiros a investigar detalhadamente a farmacocinética do BNZ foi Workman 

e cols (1984). Neste estudo foram utilizados camundongos, cães e ovelhas com o objetivo de 

estimar as doses necessárias que produziriam efeitos no corpo humano. De forma mais tardia, 

Davanço e cols (2014) desenvolveram e validaram um método bioanalítico para a quantificação 

do BNZ em plasma com o intuito de avaliar a farmacocinética do BNZ após administração de 

dose única oral de BNZ em ratos e, em outro estudo, pesquisou a farmacocinética pré-clínica 

do BNZ em coelhos. Outros autores realizaram estudos acerca da farmacocinética do BNZ 

quando aliado a outros fármacos, como é o caso dos trabalhos de Moreira da Silva e cols (2012) 

que utilizou camundongos e Leonardi e cols (2013) que utilizou ratos para seu estudo. 

Recentemente, Perin e cols (2020) avaliaram a farmacocinética do BNZ após diferentes 

esquemas terapêuticos em modelo murino. 
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Embora seja de grande importância, assim como a farmacocinética, a biodistribuição do 

BNZ é pouco estudada nos diferentes modelos animais. O termo “biodistribuição” refere-se ao 

movimento do fármaco do sangue para os tecidos após ser absorvido e distribuído (Kok-Young, 

2015) e para que seja quantificado em tais tecidos, é necessário o desenvolvimento de um 

método bioanalítico. Estes são essenciais para a obtenção de respostas que esclareçam a 

problemática envolvendo o uso de BNZ na quimioterapia da DCh. No entanto, o 

desenvolvimento de um método cromatográfico é uma tarefa complicada, já que uma grande 

variedade de parâmetros interfere no resultado final do método. Frente a essa realidade, o 

método desenvolvido deve ser eficiente e estar em conformidade com critérios específicos para 

que seja validado e, subsequentemente, reprodutível.  

Os processos de validação podem ser aplicados para análise de medicamentos das mais 

diversas classes farmacológicas e propósitos terapêuticos. A validação de métodos analíticos é 

o procedimento através do qual se comprova que uma determinada metodologia analítica é 

aceitável para o propósito a qual foi desenvolvida (Brito, 2003), ou seja, garante a 

confiabilidade nos resultados obtidos experimentalmente. Para tal objetivo, agências 

regulatórias como a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), Food and Drug 

Administration (FDA) e European Medicines Agency (EMA) orientam sobre os processos de 

validação de métodos bioanalíticos e implementam resoluções visando o aperfeiçoamento dos 

métodos bioanalíticos já definidos. 

Em suma, o grande trunfo dos métodos bioanalíticos está relacionado à sua aplicação 

como ferramenta no estudo, planejamento e desenvolvimento de novos fármacos ou de novas 

formulações. No caso do BNZ, especificamente, o estudo da biodistribuição tecidual pode 

ajudar no sentido de melhorar o esquema terapêutico e possivelmente a biodisponibilidade do 

fármaco e a adesão ao tratamento (Davanço, 2014). 

 

1.1. Justificativa 

Considerando que:  
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(i) O benznidazol é o único fármaco disponível para o tratamento da DCh no Brasil; (ii) A 

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

propriedades farmacocinéticas desfavoráveis do fármaco; (iii) A escassez de dados na literatura 

a respeito da sua biodistribuição, o presente estudo propõe discutir aspectos regulatórios e 

técnicos fundamentais para o desenvolvimento de  uma metodologia bioanalítica para 

quantificar o anti-chagásico benznidazol em amostras de tecidos.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Discutir aspectos regulatórios e técnicos necessários para o desenvolvimento de um método 

analítico para quantificação de benznidazol de acordo com as recomendações da Anvisa, FDA 

e EMA para métodos bioanalíticos. 

2.2. Objetivos específicos 

I.  Revisar os métodos bioanalíticos para quantificação do BNZ disponíveis na literatura; 

II. Comparar os critérios de validação preconizados pelas agências regulatórias do Brasil, 

Estados Unidos e Europa; 

III. Selecionar as condições de extração e condições cromatográficas para o 

desenvolvimento do método analítico para análise de biodistribuição do benznidazol em 

tecido de cão. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Revisão da literatura 

  Foi realizada uma busca em bancos de dados e em plataformas digitais Pubmed e 

Google Acadêmico utilizando as seguintes palavras-chave em inglês: “benznidazole” e 

“pharmacokinetics”. Em seguida, após leitura e refinamento da pesquisa, foi elaborado um 

compilado com informações de artigos científicos de diversos autores. Foram excluídos aqueles 

trabalhos que abordavam a farmacocinética de outros fármacos, que tratavam-se de outros 

aspectos do comportamento do BNZ que não sua farmacocinética e aqueles que não explicitam 

o método analítico para a quantificação do BNZ. Dessa forma, dentre os artigos encontrados, 

foram mantidos para a confecção do quadro final aqueles que abordam o desenvolvimento e 

validação de métodos bioanalíticos e/ou a quantificação especificamente do benznidazol. 

3.2. Critérios de validação preconizados pelas agências regulatórias 

Foram avaliados os critérios de validação preconizados nos documentos que 

regulamentam a validação de métodos bioanalíticos de três agências: Anvisa, FDA e EMA. As 

orientações e critérios avaliados seguem a RDC nº 27 de 17 de maio de 2012 da Anvisa, o guia 

“Validação de Método Bioanalítico - Orientação para a Indústria” do FDA e o “Guia de 

validação de métodos Bioanalíticos” do EMA. 

3.3. Condições iniciais para o desenvolvimento do método bioanalítico 

Por meio de uma revisão da literatura e uma consulta a livros didáticos acerca de 

fundamentos da cromatografia, foi realizada uma seleção das condições iniciais para o 

desenvolvimento da metodologia bioanalítica. Foram propostas as seguintes condições: técnica 

analítica de separação, procedimento de extração, solvente extrator, fase móvel, fase 

estacionária, fluxo, coluna e pré-coluna, temperatura de análise, volume de injeção, 

comprimento de onda e padrão interno. 
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3.4. Delineamento  

 

Figura 3: Delineamento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Este estudo visou avaliar, na literatura e em diretrizes de órgãos regulatórios, os aspectos 

normativos e técnicos para o desenvolvimento e validação de um método bioanalítico de 

quantificação tecidual do fármaco anti-chagásico benznidazol. 

4.1. Métodos bioanalíticos disponíveis na literatura para a quantificação do fármaco 

benznidazol 

Na literatura, vários são os estudos in vivo que desenvolveram um método bioanalítico 

inovador ou que possuem dados farmacocinéticos relevantes para os mais variados modelos 

animais (Quadro 1). Apesar disso, pouco se sabe sobre a farmacocinética e biodistribuição no 

modelo de experimentação canino, ainda que seja um ótimo modelo para estudos envolvendo a 

DCh e para futuros estudos de perfil cinético envolvendo o BNZ. 

A partir das pesquisas feitas, foram selecionados dez artigos científicos para compor o 

compilado. Os estudos foram publicados entre 1984 e 2020 e abordam a quantificação do 

benznidazol, sempre levando em consideração quais os requisitos mínimos para a 

reprodutibilidade e confiabilidade de resultados de acordo com as diferentes agências. 

As técnicas bioanalíticas nos estudos foram propostas para determinar as concentrações 

do fármaco benznidazol em diversas matrizes biológicas. Foram observados e levados em 

consideração para a confecção do quadro final os critérios modelo experimental, fase móvel, 

solvente extrator, qual o tipo de material biológico utilizado, diluente, padrão analítico e padrão 

interno além de volume de injeção, comprimento de onda de detecção, vazão, temperatura e 

fase estacionária. Os achados são apresentados no Quadro 1. 
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       Quadro 1: Métodos bioanalíticos disponíveis na literatura para a quantificação do fármaco benznidazol.  

 

(-) Não há informações disponíveis no artigo.
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Quanto aos modelos experimentais, foram utilizados camundongos, ratos e ovelhas e 

em apenas um dos estudos foi utilizado o modelo cão. Foram utilizadas colunas de várias 

marcas e modelos diferentes, porém todas elas são formadas pela cadeia com 18 carbonos, 

também conhecida como C18. Os solventes extratores foram metanol, dimetilsulfóxido, 

diclorometano, éter etílico, ácido tricloroacético, acetato de etila e a acetonitrila. Na fase móvel 

foram utilizados metanol e acetonitrila combinados em diferentes proporções com a água. Os 

materiais biológicos analisados foram plasma, urina, leite materno e tecidos. Os volumes de 

injeção variaram de 1 microlitro a 25 microlitros, com sua maioria padronizando no volume de 

20 microlitros. Em relação à temperatura, variou-se de 20 graus celsius a 80 graus celsius, com 

sua maioria ajustando a temperatura a 40 graus celsius. Quanto ao padrão interno, a informação 

não foi localizada em metade dos estudos. Para aqueles que o citaram, foram utilizados 1-(2-

nitroimidazol-1)-3-etoxipropan-2-ol, diazepam, benzocaína e omeprazol. A vazão variou de 0,2 

mL por minuto a 4,0 mL por minuto sendo que a maioria dos estudos utilizou uma vazão de 1,0 

mL por minuto e um comprimento de onda de 324 nm.  

4.2. Critérios de desenvolvimento e validação preconizados pelas agências regulatórias do 

Brasil, Estados Unidos e Europa 

A validação é um processo contínuo que se inicia na proposta ou estratégia analítica e 

continua ao longo de todo o seu desenvolvimento, culminando na comprovação da eficiência 

do método. Os resultados obtidos na validação podem ser utilizados para avaliar a qualidade, 

confiabilidade e uniformidade dos resultados analíticos (Huber, 2007). 

No Brasil, a RDC nº 27 de 17 de maio de 2012 do Ministério da Saúde estabelece 

critérios para a validação de métodos analíticos. Neste documento é possível encontrar 

definições, diretrizes e parâmetros a serem seguidos no processo de legitimação do método 

desenvolvido (Anvisa, 2017). Na Europa, o “Guia de validação de métodos bioanalíticos” do 

EMA fornece recomendações para a validação de métodos bioanalíticos aplicados na análise 

de fármacos em matriz biológica obtidas em estudos toxicocinéticos em animais e em todas as 

fases de ensaios clínicos. O guia do FDA, “Validação de Método Bioanalítico - Orientação para 

a Indústria”, por sua vez, ajuda na validação de métodos bioanalíticos usados em farmacologia 
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clínica humana, biodisponibilidade e estudos de bioequivalência que requerem avaliação 

farmacocinética, toxicocinética ou concentração de biomarcadores (FDA, 2018). 

De acordo com a RDC nº 27 de 17 de maio de 2012, os parâmetros de desempenho 

analítico a serem analisados são precisão, exatidão, curva de calibração, efeito residual, efeito 

matriz, seletividade e estabilidade (Anvisa, 2017). Além dos já citados, o limite inferior de 

quantificação é também preconizado como parâmetro essencial para garantir a aceitabilidade e 

confiabilidade dos resultados analíticos (EMA, 2015). Podem ser ainda estudados outros 

parâmetros como o efeito da matriz na identificação, quantificação de um analito, efeito residual 

(carry over) e limite inferior de recuperação (Huber, 2007; FDA, 2018). 

O Quadro 2 mostra os principais parâmetros para a validação de métodos bioanalíticos. 

Estes parâmetros são fundamentais para garantir a aceitação do desempenho e a confiança dos 

resultados analíticos de três diferentes órgãos regulatórios - Anvisa, FDA e EMA. 

Observou-se uma certa concordância entre as agências e, como é possível observar no 

Quadro 2, os parâmetros analíticos obrigatórios para mais de duas agências foram seletividade, 

precisão, exatidão, linearidade, estabilidade e limite de quantificação inferior. Os únicos 

parâmetros obrigatórios para todas as três agências foram precisão e limite inferior de 

quantificação. Os únicos parâmetros obrigatórios para todas as três agências foram precisão e 

limite inferior de quantificação. De acordo com a  RDC nº 27 de 17 de maio de 2012 da Anvisa, 

o parâmetro “precisão” é definido como a proximidade dos resultados obtidos por repetidas 

aferições de múltiplas alíquotas de uma única fonte de matriz e o parâmetro “limite inferior de 

quantificação” é definido como a menor concentração do analito na curva de calibração 

preparada na matriz. 
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Quadro 2: Parâmetros preconizados pelas agências regulatórias para a validação de método bioanalítico. 

PARÂMETRO Anvisa FDA EMA 

Seletividade X  X 

Precisão  X X X 

Exatidão X  X 

Linearidade X X  

Efeito residual    

Estabilidade X  X 

Limite de 

quantificação 

inferior 

X X X 

Recuperação X   

Curva de calibração   X 

Função da resposta   X 

Efeito matriz   X 

Especificidade   X  

Limite de detecção  X  

 

4.3. Condições iniciais para a metodologia de análise de biodistribuição do benznidazol  

Considerando um dos objetivos propostos no presente estudo e as características 

químicas do padrão analítico benznidazol, foram elencadas a seguir as condições iniciais que 
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foram utilizadas para o desenvolvimento do método analítico para análise de biodistribuição do 

BNZ. 

A cromatografia é um método físico-químico de separação de componentes de uma 

mistura. Esta técnica tem sido demasiadamente empregada já que possibilita uma considerável 

facilidade na separação, identificação e quantificação de espécies químicas (Collins, 2006). 

Estudos de desenvolvimento de metodologia bioanalítica dependem de técnicas sensíveis como, 

por exemplo, a cromatografia de alta eficiência (CLAE ou HPLC) e a espectrometria de massas. 

Na literatura, estão disponíveis diversos estudos que empregam, em sua maioria, a CLAE para 

determinar as concentrações de BNZ em matriz biológica (Workman, 1984; Morilla, 2003 e 

2005; Silva, 2007; Moreira da Silva, 2012; Leonardi, 2013; Marson, 2013; Davanço, 2014).  

A cromatografia líquida de alta eficiência é uma técnica analítica de separação que 

possui sensibilidade, ampla aplicabilidade e fácil adaptação para determinações quantitativas 

(Skoog, 2002). Além disso, a CLAE tem capacidade de realizar separações e análises 

quantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em diversos tipos de amostras, 

em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolução eficiência e detectabilidade. É uma 

técnica que proporciona um tempo de análise reduzido devido à alta eficiência da coluna e à 

vazão rápida da fase móvel através da coluna. É versátil já que pode ser empregada para análise 

de moléculas orgânicas ou inorgânicas sendo as amostras líquidas ou sólidas (Collins, 2006). 

Portanto, foi a técnica escolhida para o estudo.  

A separação das substâncias presentes na matriz tem como objetivo identificar o 

componente de interesse, purificá-lo e quantificá-lo. As técnicas mais comuns empregadas para 

a extração de compostos presentes em fluidos biológicos são extração líquido-líquido, extração 

em fase sólida, extração com fluido supercrítico e extração com membranas sólidas ou líquidas. 

Deve-se escolher uma técnica de extração que seja simples, rápida, de baixo custo, capaz de 

gerar extratos relativamente livres de interferentes e ter adequada recuperação com boa precisão 

e exatidão para o analito estudado (Queiroz, 2001). O procedimento de extração que apresenta 

a melhor recuperação dos padrões analíticos é a extração líquido-líquido (Perin, 2017) e, 

portanto, foi a metodologia selecionada para essa validação. 
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Com base nas propriedades estruturais do benznidazol e na literatura disponível, foram 

selecionadas condições cromatográficas iniciais para a quantificação do padrão analítico BNZ.  

No que diz respeito à fase móvel (FM), observou-se a constante utilização de 

Acetonitrila (ACN) e água ultra pura como FM em estudos de quantificação do BNZ em matriz 

biológica, como demonstrado no Quadro 1. Na CLAE, a FM desempenha dois papéis muito 

importantes: participa do processo de separação ao interagir com a amostra e promove o arraste 

dos componentes da amostra através do sistema cromatográfico. De um modo geral, o(s) 

solvente(s) escolhidos para serem empregados como FM devem ser de alto grau de pureza para 

não afetar a detecção do analito, solubilizar os compostos de interesse para que possa ser 

transportada através da coluna (Collins, 2006) e possuir baixa viscosidade e ponto de ebulição, 

características essenciais tanto na escolha da FM quanto da técnica de extração (Maximiano, 

2010). 

A proporção de ACN e água ultra pura na fase móvel, em modo isocrático, de 30:70 

(v/v) obteve a melhor separação dos analitos nos estudos analisados (Perin, 2017) e, portanto, 

foi a fase móvel sugerida. Quando diz-se “modo isocrático”, refere-se à eluição. A eluição é a 

corrida cromatográfica propriamente dita. Sendo assim, o modo isocrático de eluição é aquele 

que permite a manutenção da força cromatográfica durante toda a análise, ou seja, permite que 

a FM interaja com os componentes da amostra de forma constante no decorrer do processo 

cromatográfico (Collins, 2006). A eluição isocrática é considerada favorável pois é simples, 

facilmente reprodutível e também de menor custo quando comparado com outros tipos de 

eluição. 

No que se refere à extração, considera-se que, quando possível, o solvente extrator deve 

ser a própria FM ou algum dos componentes dela para que não haja precipitação de compostos 

durante a análise. Neste contexto, o solvente extrator mais adequado é a ACN. Outros solventes 

orgânicos foram considerados, porém, além deste solvente ser um dos constituintes da FM, o 

BNZ mostrou-se mais solúvel nele. 

A vazão sugerida é de 1,0 mililitro por minuto utilizando como fase estacionária uma 

coluna de separação analítica NX-C18 e uma pré-coluna C18. Este fluxo é considerado o ideal 
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considerando as dimensões da coluna (150.0 x 4.6 mm) e tamanho de suas partículas (5.0 µm) 

e já foi utilizado em alguns estudos (Moreira da Silva, 2012). Tais colunas apresentam melhor 

desempenho cromatográfico com uma melhor resolução já que ela possui um “recheio” 

composto por uma sílica modificada com o grupamento octadecil, sendo ideal para as 

características de polaridade observadas para o BNZ. Este tipo de fase estacionária consiste de 

um líquido quimicamente ligado a um suporte cromatográfico que, no caso deste estudo, é a 

sílica modificada. 

A sílica é um dos materiais mais utilizados em CLAE pois possui uma alta estabilidade 

química devido à ligação covalente entre ela e líquido que compõe a fase estacionária. Além 

disso, uma de suas características físicas mais favoráveis é que possui uma grande área 

superficial, possibilitando uma boa aceitação para os mais variados tipos de amostra e solvente, 

isto é, existe uma maior liberdade de escolha de fase móvel para as análises, por exemplo 

(Collins, 2006). Além disso, a coluna NX-C18 e pré-coluna C18 possuem seletividade 

exclusiva devido à ampla faixa de pH que oferecem, alta integridade estrutural e capacidade de 

carga aumentada devido a sua alta força mecânica. 

A temperatura de 40 °C foi selecionada para a análise, corroborando com estudos de 

Moreira da Silva e cols. (2012) e Perin e cols. (2017 e 2020). O aumento da temperatura em 

relação à temperatura ambiente diminui a viscosidade da fase móvel, o que pode permitir uma 

melhor transferência de massa e um tempo de corrida curto, interessante em experimentos de 

biodistribuição, que possuem um número grande de amostras (Moreira da Silva, 2012). É 

importante ressaltar que a temperatura máxima suportada pelas colunas utilizadas é de 60 °C. 

Assim como o parâmetro temperatura, é também muito relevante atentar-se à pressão ideal para 

a coluna utilizada, que é de 1.500 PSI. 

Nessas condições de separação, uma injeção de 20 µL mostrou-se a mais adequada. Este 

volume de injeção baseia-se nos trabalhos de Workman e cols. (1984), Morilla e cols. (2003 e 

2005), Leonardi e cols. (2013) e Perin e cols. (2017), cujos testes realizados apontaram este 

volume de injeção como mais apropriado para as análises cromatográficas. 
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A detecção foi feita por absorbância no detector espectrofotométrico por arranjo de 

diodos (DAD) no comprimento de onda de 324 nanômetros, sugerido por Morilla e cols. (2003) 

e, posteriormente, aplicado em outros estudos (Moreira da Silva, 2012; Leonardi, 2013; 

Davanço, 2014; Perin, 2017 e 2020).  

O funcionamento dos detectores espectrofotométricos baseia-se na absorbância da luz 

por parte do analito ao passar através dele radiação eletromagnética. O detector em questão, 

DAD, é um equipamento que realiza análises tanto qualitativas quanto quantitativas (Collins, 

2006). Nele, são possíveis leituras em diferentes comprimentos de onda, contudo no 

comprimento de onda selecionado (324 nm) temos uma região de maior absortividade molar e 

seletividade para uma solução de BNZ. 

O omeprazol (OPZ) foi o padrão interno escolhido para a quantificação. É um fármaco 

de estrutura química similar a substância a ser quantificada e de fácil aquisição. Foi escolhido 

pois apresentou boa detecção no mesmo comprimento de onda que o BNZ com uma separação 

bem definida dos picos de análise devido a seu tempo de retenção, ligeiramente maior do que o 

do padrão analítico de BNZ (Perin, 2017).  

             Assim, a partir das condições iniciais aqui elencadas, serão iniciados os testes para o 

estudo de biodistribuição do BNZ em amostras de tecido de cão. A análise dos cromatogramas 

obtidos será um direcionador para manutenção ou não de tais condições ao longo de todas as 

análises.  
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5. CONCLUSÃO 

No presente trabalho foi desenvolvido um novo método utilizando CLAE-DAD para 

quantificar o BNZ em tecido canino. Esta metodologia se mostra inovadora, visto que o único 

método disponível na literatura, para o modelo cão, foi descrito por Workman em 1984. O 

modelo cão é um bom modelo para estudos envolvendo a DCh já que desenvolvem uma 

infecção chagásica comparável à doença humana. 

Diante do exposto, conclui-se que o desenvolvimento de uma metodologia bioanalítica 

para a quantificação do benznidazol é essencial para estudos de biodistribuição na DCh. 

Levando-se em consideração os parâmetros cromatográficos previamente discutidos e 

selecionados, espera-se que esse método se prove eficaz, robusto e preciso para desvendar se a 

biodistribuição ocorre de maneira ampla, atingindo os órgãos de maior relevância na infecção 

pelo T. cruzi. 
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