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Resumen

El Mal de Chagas es una enfermedad parasitaria endémica en América del
Sur y Central. Existen dos fármacos disponibles para el tratamiento médico
de la enfermedad, el Nifurtimox (Nfx) y el Benznidazol (Bz). No existen pro-
tocolos estandarizados, validados y accesibles en laboratorios regionales para
determinar niveles de los antichagásicos en sangre. En este trabajo se pre-
senta un método espectrofotométrico para la determinación de Nfx y Bz en
sangre. Los metabolitos en sangre se extraen con columnas Extrelut®. Los
extractos se evaporan, se redisuelven en mezclas de metanol/agua y se ana-
lizan espectrofotométricamente a 400 nm y a 320 nm para Nfx y Bz, res-
pectivamente. Se cuantifica comparando con soluciones estándar de Nfx o
Bz en el solvente. La metodología utilizada fue validada entre 0,5 y 50 µg/mL
de sangre para Nfx y entre 0,5 y 100 µg/mL de sangre para Bz. La exactitud,
precisión, linealidad y robustez del método fueron satisfactorias. Se aplicó
el procedimiento determinando concentraciones sanguíneas post adminis-
tración de ambos fármacos a ratas.

Palabras clave: Benznidazol * Nifurtimox * sangre * enfermedad de Chagas *
espectrofotometría

Summary
Chagas’ Disease is an endemic parasitic disease in South and Central Amer-
ica. There are two drugs available for medical treatment of the disease, Nifur-
timox (Nfx) and Benznidazol (Bz). There are no standardized or accessible
protocols in regional laboratorios to determine the levels of antichagasic drugs
in blood. A spectrophotometric method for Nfx and Bz determination in blood
is presented in the present work. Blood metabolites are extracted through Ex-
trelut® columns. Extracts are evaporated, redissolved in metanol/water mix-
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Introducción
El Mal de Chagas es una enfermedad parasitaria de ca-

rácter endémico en algunas áreas de América del Sur y
Central. En la actualidad, existen aproximadamente  18-
20 millones de individuos infectados con Trypanosoma
cruzi. A su vez, se considera que 100 millones de perso-
nas están en riesgo de contraer la infección por el pará-
sito (1).

Existen dos fármacos disponibles para el tratamiento
etiológico de la enfermedad de Chagas, el Nifurtimox
(Nfx) y el Benznidazol (Bz). El Nfx (Lampit®) fue in-
troducido en el mercado en 1967 por Bayer y el Bz (Ro-
chagan® en Brasil, Radanil® en Argentina) fue intro-
ducido en 1972 por Roche (2). La producción de Nfx
fue suspendida por Bayer en 1997 al no ser redituable.
Sin embargo, se retomó su producción para tratar la en-
fermedad del sueño en África (3). Actualmente, lo pro-
duce Bayer en El Salvador y lo entrega sin cargo por me-
dio de la OPS (Organización Panamericana de la Salud)
y OMS (Organización Mundial de la Salud), lo que hace
que su empleo sea mayor en América Central (2-4). En
Argentina, Brasil, Chile y Uruguay, el Nfx se retiró del
mercado y se usa el Bz que se produce, actualmente, en
Brasil (4).

El tratamiento con Nfx, tanto como con Bz, es relati-
vamente prolongado (ej. 60-90 días) y se ha evidenciado

en el curso de los mismos la aparición de serios efectos
laterales adversos que, con frecuencia, fuerzan la inte-
rrupción por parte del médico (5)(6). El uso de estos dos
fármacos en las etapas aguda e indeterminada de la en-
fermedad ha sido considerado imprescindible, a pesar de
los efectos indeseables observados. El empleo de los mis-
mos en la fase crónica, en cambio, es motivo de contro-
versia debido a sus efectos laterales y a las dudas exis-
tentes acerca del beneficio de su empleo (7-10). De
hecho, algunos autores mencionan evoluciones favora-
bles en pacientes con la enfermedad aún cuando en la
etapa crónica están en curso trastornos cardíacos o di-
gestivos (megacolon o mega esófago) (8)(10). El empleo
de Nfx o Bz en esos casos podrían ocasionar riesgos adi-
cionales a los derivados de las lesiones propias de la en-
fermedad (5)(6)(11-14) o provenientes de otras patolo-
gías presentes ajenas a la enfermedad de Chagas (ej.
renales, hepáticas o derivadas de otros tratamientos o ex-
posiciones simultáneas) (7), lo que requeriría un cui-
dadoso monitoreo de niveles de Nfx y Bz presentes en
sangre. Estas consideraciones sugieren la necesidad de
contar con la existencia de protocolos para monitoreo de
Nfx y Bz en sangre validados y accesibles a la mayor
parte de los laboratorios hospitalarios.

En este trabajo se presenta y describe una técnica es-
pectrofotométrica UV-visible para determinar Nfx y Bz
en sangre.

analysed by spectrophotometry at 400 nm and 320 nm for Nfx and Bz, respectively. They are
quantified comparing with standard Nfx or Bz solutions in the solvent. The methodology used
was validated between 0.5 and 50 µg/mL of blood for Nfx, and between 0.5 and 100 µg/mL
of blood for Bz. The accuracy, precision, lineality and robustness of the method were satis-
factory. The procedure was applied determining blood concentrations after administration of
both drugs to rats. 

Key words: Benznidazol * Nifurtimox * blood * Chagas’ disease* spectrophotometry

Resumo
O Mal de Chagas é uma doença parasitária endêmica na América do Sul e Central. Existem
dois fármacos disponíveis para o tratamento médico da doença, o Nifurtimox (Nfx) e o Benz-
nidazol (Bz). Não existem protocolos padronizados, validados e acessíveis em laboratórios re-
gionais para determinarem níveis dos antichagásicos em sangue.  Neste trabalho se apresenta
um método espectrofotométrico para a determinação de Nfx e Bz em sangue. Os metabólitos
em sangue são extraídos com colunas Extrelut®. Os extratos se evaporam, são redissolvidos
em misturas de metanol/água e se analisam espectrofotometricamente a 400 nm e a 320 nm
para Nfx e Bz, respectivamente. São quantificados comparando com soluções padrão de Nfx
ou Bz no solvente. A metodologia utilizada foi validada entre 0,5 e 50 µg/mL de sangue para
Nfx e entre 0,5 e 100 µg/mL de sangue para Bz. A exatidão, precisão, linearidade e robustez
do método foram satisfatórias. Aplicou-se o procedimento determinando concentrações san-
guíneas pós- administração de ambos os fármacos em ratos. 

Palavras chave: Benznidazol * Nifurtimox * sangue * doença de Chagas * espectrofotometria
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Materiales y Métodos

REACTIVOS

Benznidazol o N-bencil-2-nitro-1-imidazol acetamida
(Bz, Lot NºBS05041005, 98,6% pureza) fue donado por
F. Hoffmann La Roche y Cía, Nifurtimox (Nfx, Lote Nº
R-0176-03, 99.7% pureza) fue donado por Bayer y, el re-
lleno Extrelut® fue adquirido en Merck. El resto de los
reactivos utilizados fueron de grado analítico. 

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
Las muestras de sangre (1 mL) se diluyeron con so-

lución fisiológica (1,5 mL) y se pasaron por columnas de
Extrelut® (2,4 g en jeringas de 10 mL con agujas 25 G)
que luego se eluyeron con diclorometano (15 mL). El
solvente fue evaporado hasta sequedad en atmósfera de
nitrógeno. Los extractos de las muestras se conservaron
en cámara fría (12 ºC, en oscuridad) hasta el momento
de la medición, luego se redisolvieron (1 mL) en una
mezcla metanol/agua (CH3OH:H2O, 60:40) y se anali-
zaron con un espectrofotómetro Shimadzu 2550 (Tokio,
Japón) a 400 nm para Nfx y 320 nm para Bz.

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES ESTÁNDAR 
DE BENZNIDAZOL Y NIFURTIMOX

Se prepararon soluciones estándar de 100 µg/mL de
Nfx o Bz en metanol/agua, (60:40) a partir de soluciones
estándar 1 mg/mL en dimetilformamida, almacenadas en
viales de vidrio a -20 ºC (estables durante más de un mes). 

VALIDACIÓN DEL MÉTODO

La validación se realizó siguiendo los procedimientos
de las guías de International Conference on Harmonization
(ICH), USP (United States Pharmacopeia) and FDA (Food
and Drug Administration) (16-18). Los parámetros eva-
luados fueron: linealidad, límite de detección y cuanti-
ficación, exactitud, precisión y robustez. 

Linealidad. Se define como la capacidad de obtener
resultados proporcionales a las concentraciones de las
muestras. A las muestras de sangre se les adicionaron di-
ferentes cantidades de Nfx o Bz. Luego de la extracción
del metabolito y del análisis espectrofotométrico se de-
terminó el porcentaje de recuperación comparando la
respuesta del extracto con la respuesta del estándar. Las
muestras estándar para obtener el recupero del ensayo
se prepararon agregando concentraciones conocidas de
Nfx o Bz en solución fisiológica.

Límites de Detección (LD) y de Cuanti7cación (LC). Se
midieron con la linealidad, basados en la curva de cali-
bración (18).

La curva de calibración se elaboró a partir de dife-
rentes concentraciones de estándares analizadas por tri-

plicado. Se determinó el coeficiente de correlación (r2)
y otros parámetros de regresión. Se tomó como criterio
aceptable r2 ≥ 0,99.

El LD y el LC se calcularon basados en la desviación
estándar de la respuesta y la pendiente de la ecuación de
regresión. El LD se calculó utilizando 3.3 σ/S, y para el
LC se utilizó 10 σ/S, donde σ es la desviación estándar
de la intersección en y y S es la pendiente de la curva de
calibración.

Precisión. Se determinó por la repetitividad y repro-
ducibilidad en muestras que tenían 10 µg/mL de Nfx o
Bz. Los resultados se expresaron como la desviación es-
tándar relativa (RSD) de una serie de determinaciones.

Repetitividad. Se obtuvo examinando por duplicado
diez muestras individuales. 

Reproducibilidad. Se determinó por diferentes ana-
listas en diferentes días. Se analizaron 3 muestras por tri-
plicado. 

Exactitud. Se analizó calculando el porcentaje (%) de
Recuperación de la técnica analítica. Se prepararon tres
muestras con 1 mL de sangre + 1,5 mL de solución fi-
siológica y otras tres muestras con 2,5 mL de solución fi-
siológica solamente. Se le agregaron 50 µL de la solución
patrón de 100 µg/mL a cada una de las muestras. Cada
muestra y cada estándar se realizaron por triplicado.

Se preparó una alícuota de la muestra según lo indi-
cado en la técnica y se calculó la concentración del activo
de la muestra. Luego, se midió la muestra con el agre-
gado de estándar y calculó el % recuperado del activo.

Se realizó el procedimiento por triplicado.
Se calculó el % recuperado: 

%RECUPERADO = 
Concentración Obtenida x 100

Concentración Teórica

Donde:
Concentración Obtenida: concentración obtenida

por medio de la técnica analítica en estudio (mg/mL).
Concentración Teórica: concentración conocida de la

muestra calculada en forma  teórica (mg/mL).

Robustez. Se examinó la capacidad del método de
mantenerse inalterado ante pequeños cambios en las
condiciones experimentales. Se analizó esta propiedad
sometiendo las muestras a diferentes temperaturas.

Tratamiento estadístico. La significancia de las dife-
rencias entre los valores promedios se evaluó utilizando
el test de t no apareado (test t de Student) (18). Los cál-
culos se realizaron con el software GraphPad. Las dife-
rencias se consideraron significativas con p< 0,05.

ANIMALES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (10
semanas de vida, 260-290 g de peso) que se mantuvieron
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en un ambiente controlado con un ciclo de 12 h de luz-12
h de oscuridad (de 6 a 18 h luz); la temperatura fue con-
trolada en 23 ± 2 ºC y la humedad relativa entre 45 y 65%.
El procedimiento utilizado para el manejo y la crianza de
los animales siguió lo estipulado por la Administración Na-
cional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica
(ANMAT, Buenos Aires). Los animales se sometieron a
ayuno de 12-14 h antes del ensayo, recibiendo agua ad li-
bitum. Se les administró una única dosis intragástrica (ig)
de 100 mg de Nfx o Bz/kg de peso, en una suspensión ho-
mogénea de carboximetilcelulosa (CMC) al 1%; los con-
troles sólo recibieron CMC al 1%. Se sacrificaron por de-

capitación y sangrado a diferentes tiempos (1, 3, 6 y 24 h).
La sangre se extrajo en tubos con heparina y se procesó. 

Resultados 

En la Figura 1 se muestran los espectros de absorción
de los antichagásicos Nfx y Bz, donde se observan los má-
ximos de absorción a 400 y 320 nm, respectivamente.

En las condiciones descriptas para el procesamiento
de la muestra, la matriz biológica no interfiere en la de-
terminación de los antichagásicos (Figura 1).
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Figura 1. Barrido espectral de muestras de sangre que contenían Nifurtimox  o Benznidazol 

2

1,8

1,6

1,4

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0

200 240 280 320 360 400 440 480 520 560 600
nm

200 240 280 320 360 400 440 480 520 560 600
nm

4
0
0
 n

m
   

   
  A

bs
or

ba
nc

ia
3
2
0
 n

m
   

   
  A

bs
or

ba
nc

ia

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0



VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA
ESPECTROFOTOMÉTRICA PARA DOSAJE DE NFX Y
BZ EN SANGRE 

Linealidad. En el gráfico de absorbancia versus con-
centración (Figura 2) se observó una relación lineal en
todo el rango evaluado 0,25-10 µg/mL para Nfx y 0,5 –
100 µg/mL para Bz. El análisis de regresión lineal indica
que no existen desviaciones significativas de la linealidad
(r2: 0,99) para ambos antichagásicos (Tabla I).

Los límites de detección obtenidos fueron de 0,68
µg/mL para Bz y 0,69 µg/mL para Nfx. Los límites de
cuantificación fueron de 1,77 y 1,49 µg/mL para Bz y
Nfx, respectivamente.

Precisión: Repetitividad y Reproducibilidad. Las
muestras de sangre que contenían Bz o Nfx mostraron

un coeficiente de variación relativo en un mismo día de
4,14% y 3,64%, respectivamente (Tabla II). Las deter-
minaciones de las muestras en días diferentes dieron
como resultado un coeficiente de variación menor del
5% (Tabla II).

Exactitud. Las muestras de sangre que contenían Bz
o Nfx mostraron un RSD menor al 5% (Tabla II). El por-
centaje de recuperación obtenido fue de 75,45% para
Nfx y de  97,18% para Bz. 

Robustez. Se demostró que cambios en las condicio-
nes de temperatura durante el almacenamiento de los
extractos evaporados a sequedad no modificaron los re-
sultados de la cuantificación (12 ºC, 25 ºC con luz y
-20 ºC) (Tabla III).
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Figura 2. Curvas de Calibración de los fármacos antichagásicos Nifurtimox y Benznidazol
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Evolución del contenido de Bz o Nfx en muestras de
sangre de ratas

Se determinó la concentración de Bz o Nfx en sangre
a diferentes tiempos de la administración intragástrica
del antichagásico. En ambos casos hubo absorción in-
mediata. Se observó un máximo de concentración a las
3 h, decreciendo hasta un nivel no detectable a las 24 h
(Tabla IV).

Discusión
El objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar una

metodología para la determinación de Bz y Nfx en sangre.
La metodología propuesta pudo ser validada, resul-

tando ser un procedimiento exacto, reproducible, repe-
titivo y robusto. 

Los autores consideran que las diferencias encontradas
en los porcentajes de recuperación entre ambos anticha-
gásicos podrían atribuirse a una mayor unión de las pro-
teínas con el Nfx. Esta diferencia se ha observado con los
distintos solventes de extracción utilizados.

El empleo de una metodología sencilla como la es-
pectrofotometría UV, permitiría su posible aplicación al
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Variables Valores Bz Valores Nfx

Pendiente 0,0281 ± 0,0001 0,055187 ± 0,0013

Y-intercepción 0,0039  ± 0,0046 0,016392 ± 0,0066

X-intercepción -0,1387 -0,2970

1/pendiente 35,5397 18,1202

r² 0,9999 0,9974

Desviación de cero Significativa Significativa
F 64654,3550 1899,4269
valor de p < 0,0001 < 0,0001

Rango (µg/mL) 0,50 – 100 0,25-10

Límite de detección 
(µg/mL)a 0,68 0,69

Límite de cuantificación
(µg/mL)b 1,77 1,49

N 30 21

Los LD y LC fueron calculados como se indica a continuación: 
a LD: ( y-intercepción + 3.3 σ intercepción)/ pendiente
b LC: (y-intercepción + 10 s intercepción)/ pendiente

Tabla I. Análisis de regresión lineal de las curvas de calibración de
los antichagásicos Nifurtimox y Benznidazol

Bz (µg/mL sangre) 

12 ºC 25 ºC (con luz) -20 ºC

Promedio ± DE 6,59 ± 0,25 6,90 ± 0,41 6,88 ± 0,27
RSD (%) 3,72 6,10 3,90

Nfx (µg/mL sangre) 

Promedio ± DE 4,56  ± 0,10 4,32 ± 0,09 4,74 ± 0,23
RSD (%) 2,10 2,05 4,81

Las muestras fueron almacenadas en diferentes condiciones ambientales. Los valores repre-
sentan el promedio ± DE (desviación estándar) de nueve muestras independientes analizadas
por triplicado por UV. No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre las
muestras sometidas a diferentes condiciones de almacenamiento.

Tabla III. Ensayo de Robustez

Bz (µg/mL) Nfx (µg/mL)

Promedio ± DE RSD (%) Promedio ± DE RSD (%)

Exactitud (n=9) 6,76 ± 0,64 9,52 4,36  ±  0,14 3,21
Precisión        
Repetitividad (n=20) 6,25 ± 0,27 4,14 4,07 ± 0,15 3,64

Reproducibilidad

Analista I, Día 1 (n=9) 6,24  ± 0,20* 3,28 4,34 ± 0,15* 3,4
Analista I, Día 2(n=9) 6,61 ± 0,47 7,15 4,59 ± 0,24 5,19
Analista II, Día 1 (n=9) 6,42 ± 0,28** 4,61 4,16 ± 0,15** 3,58

La repetitividad se obtuvo examinando diez muestras individuales por duplicado. La reproducibilidad se determinó con dos
analistas en días distintos. Se utilizaron 3 muestras individuales por triplicado. 
*Analista I, Día 1 vs Analista I, Día 2: p > 0,05 
**Analista I, Día 1 vs Analista II, Día 1: p> 0,05 

Tabla II. Exactitud y Precisión



biomonitoreo de muestras humanas en laboratorios de
baja complejidad por ejemplo, cuando los pacientes ma-
nifiesten reacciones adversas que requieran protocolos de
tratamiento modificados o cuando, por tener ciertas pa-
tologías adicionales al mal de Chagas, su capacidad de me-
tabolizar estos dos agentes quimioterápicos, se encuentre
perturbada. Esas circunstancias podrían ser más frecuen-
tes cuando los tratamientos se efectuaran a pacientes du-
rante las etapas indeterminada y crónica de la enferme-
dad. En esas etapas, los efectos adversos de ambos
quimioterápicos en diferentes órganos (1)(8)(11-15) po-
drían sumarse a otras patologías pre-existentes en los mis-
mos. Ello requeriría modificar los protocolos de trata-
miento en el propósito de atenuar los efectos adversos. En
todas estas circunstancias, el monitoreo de los niveles san-
guíneos de estos fármacos es recomendable al decidir el
protocolo nuevo a seguir.

Conclusiones

El procedimiento propuesto para la determinación de
los antichagásicos Nifurtimox y Benznidazol en sangre
resultó ser una metodología rápida y simple como para
ser estandarizada. Por lo tanto, se sugiere que la misma
podría ser de utilidad para su empleo en laboratorios re-
gionales donde se administran estos compuestos.
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Tiempo (h) Concentración de Bz Concentración de Nfx
(µg /mL sangre) (µg/mL sangre)

1 19,80 ± 0,56 5,87 ±  0,79
3 25,09 ± 7,98 10,76 ±  0,29
6 19,4 ±  1,43 6,07 ±  1,38
24 n.d. n.d.

A los animales se les administró una única dosis intragástrica (ig) de 100 mg
de Nfx o Bz/kg de peso, en una suspensión homogénea de carboximetilcelu-
losa (CMC) al 1%. Los controles sólo recibieron CMC al 1%. Se sacrificaron
por decapitación y sangrado a diferentes tiempos (1, 3, 6 y 24 h). La sangre
se extrajo en tubos con heparina y se procesó. Los valores representan el pro-
medio ± DE de determinaciones provenientes de cinco animales por grupo.

Tabla IV. Concentración de antichagásicos Benznidazol y Nifurti-
mox en sangre a diferentes tiempos.
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