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Abstract 

Context: Albendazole is used in the treatment of cysticercosis and hydatid disease, and its prolonged administration can generate adverse effects attributed 

to the active metabolite, albendazole sulfoxide (ABZSO), whose measurement requires validated methods that help monitor patients under treatment. 

Aims: To validate a high-performance liquid chromatography method with mass detection (HPLC-MS) for the determination of ABZSO in human plasma. 

Methods: HPLC-MS was performed on C18 columns (100 × 4.6 mm × 3.5 µm) and mobile phase composed of methanol, water and ammonia solution (25%) 

(800:200:0.1 v /v/v) at a flow rate of 0.5 mL/minute. The calibration curve was built with an albendazole standard, and detection in a triple quadrupole system. 

Results: The method was linear (1-1500 ng/mL, R2 = 0.999) with a detection limit of 1 ng/mL. ABZSO concentrations at 1, 5, 50, 100, 200, 500, 1000, and 1500 

ng/mL had relative standard deviations of 10.4, 8.4, 7.8, 2.9, 7.4, 3.2, 3.4 and 1.3%. It was highly precise with a mean coefficient of variation of 1.411%, and 
accurate with a bias of -14.7; 2.8 and -0.8% in ABZSO concentrations of 5, 500 and 1000 ng/mL. The average recovery was 89.2%, and the stability of ABZSO 

after refrigeration had an average coefficient of variation of 2.3%.  

Conclusions: The HPLC-MS method is valid and reliable to determine ABZSO, and could be used in pharmacokinetic, bioequivalence, and other studies that 

evaluate the biological monitoring of patients receiving oral treatment with albendazole.  

Keywords: albendazole; analytical validity; HPLC. 

 

Resumen 

Contexto: El albendazol es utilizado en el tratamiento de cisticercosis e hidatidosis, y su administración prolongada puede generar efectos adversos 

atribuidos al metabolito activo, albendazol sulfóxido (ABZSO), cuya medición requiere métodos validados que ayuden al monitoreo en pacientes en 

tratamiento.  

Objetivos: Validar un método de cromatografía líquida de alto rendimiento con detección de masas (HPLC-MS) para la determinación de ABZSO en plasma 

humano. 

Métodos: La HPLC-MS fue realizada en columnas C18 (100 × 4,6 mm × 3,5 µm) y fase móvil compuesta de metanol, agua y solución de amonio (25%) 

(800:200:0,1 v/v/v) a un flujo de 0,5 mL/minuto. La curva de calibración fue construida con un estándar de albendazol y la detección en un sistema de triple 

cuadrupolo. 

Resultados: El método fue lineal (1-1500 ng/mL, R2 = 0,999) con límite de detección de 1 ng/mL. Las concentraciones de ABZSO a 1, 5, 50, 100, 200, 500, 1000 y 

1500 ng/mL tuvieron desviaciones estándar relativas de 10,4; 8,4; 7,8; 2,9; 7,4; 3,2; 3,4 y 1,3%. Fue altamente preciso con coeficiente de variación promedio de 

1,411%, y exacto con sesgo de -14,7; 2,8 y -0,8% en concentraciones de ABZSO de 5, 500 y 1000 ng/mL. La recuperación promedio fue de 89,2%, y la 

estabilidad del ABZSO tras la refrigeración tuvo un coeficiente de variación promedio de 2,3%. 

Conclusiones: El método HPLC-MS es válido y confiable para determinar ABZSO, y podría ser empleado en estudios de farmacocinética, bioequivalencia, y 

otros que evalúen el monitoreo biológico de pacientes que reciben tratamiento oral con albendazol. 

Palabras Clave: albendazol; HPLC; validez analítica. 
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INTRODUCCIÓN 

La cisticercosis (Moyano et al., 2016; Rodriguez et 
al., 2018) e hidatidosis (Reyes et al., 2012; Santivañez 
et al., 2010), zoonosis producidas por los estadios 
larvarios de los helmintos Taenia solium y Echinococcus 
granulosus, respectivamente, son consideradas pro-
blemas de salud pública por los efectos debilitantes 
asociados (Brunetti and White, 2012). El tratamiento 
farmacológico se basa en el uso del albendazol (ABZ); 
sin embargo, el ciclo de tratamiento de estas dos zoo-
nosis es diferente. Para la cisticercosis son periodos 
cortos (hasta un mes) con dosis que varían entre 800 a 
1200 mg/día (García et al., 2002), mientras que para la 
hidatidosis son periodos más prolongados (hasta seis 
meses), con dosis que varían entre 600 y 800 mg/día 
(Horton, 2003). El ABZ actúa a nivel sistémico a través 
de su metabolito activo, el albendazol sulfóxido 
(ABZSO), el cual debe alcanzar niveles óptimos en 
sangre para ejercer la acción escolicida, por lo que se 
requiere utilizar dosis altas por tiempos prolongados 
(Dehkordi et al., 2019). A la fecha, la técnica de mayor 
confiabilidad para cuantificar ABZSO en sangre es la 
cromatografía líquida de alto rendimiento acoplado a 
espectroscopía de masas (HPLC-MS). Estas evalua-
ciones son complejas y puede implementarse con 
diferentes metodologías, pero todas requieren áreas 
especialmente acondicionadas, haciendo difícil su 
implementación en zonas endémicas. 

Previamente se han empleado diferentes metodo-
logías para cuantificar el ABZSO en matrices biológi-
cas, entre las que destacan la HPLC con detección de 
fluorescencia (Belaz et al., 2008), ultra LC-MS (Li et 
al., 2014), electroforesis capilar (Procházková et al., 
2000) e incluso espectrofotometría en luz visible 
(Swamy and Basavaiah, 2014). Sin embargo, los sis-
temas de detección son muy variables y los protocolos 
presentan claras diferencias, sobre todo en el pre-
tratamiento de las muestras (Aguilera-Luiz et al., 
2008; Bonato et al., 2003; González-Hernández et al., 
2012; Shaw et al., 2012). La baja hidrosolubilidad del 
ABZSO dificulta su cuantificación, pese a la impor-
tancia del monitoreo de la eficacia del tratamiento de 
pacientes con hidatidosis y neurocisticercosis, dos 
zoonosis que son tratadas con altas concentraciones 
de ABZ (Jung et al., 2011). En consecuencia, a la fecha 
no existe consenso sobre cuál es la metodología ideal 
para la cuantificación del ABZSO en plasma humano. 
Esto dificulta la implementación de metodologías 
válidas, limitando el estudio de la biodisponibilidad, 
fármaco vigilancia, e incluso la seguridad y eficacia 
del ABZ en ensayos clínicos, sea sólo o combinado a 
otros fármacos antiparasitarios. 

El presente estudio tuvo por objetivo implementar 
y validar una metodología de HPLC-MS para la cuan-
tificación de ABZSO en plasma humano. Esta meto-
dología es crucial para implementar ensayos clínicos 
que involucren el tratamiento con albendazol, sobre 
todo en personas con zoonosis parasitarias como la 
cisticercosis e hidatidosis. En estas dolencias, el se-
guimiento y monitoreo del paciente es fundamental 
para lograr un tratamiento efectivo y reducir la pro-
babilidad de desarrollar eventos adversos asociados 
al uso de este fármaco.  

MATERIALES Y MÉTODOS 

Insumos químicos y materiales 

Albendazol sulfóxido ácido clorhídrico liofilizado 
(pureza ≥ 99%, Batch 61113003) procedente de la em-
presa Changzhou Yaband-Qh Pharmachem Co., 
LTD., China; hidróxido de amonio al 35% (CAS 1336-
21-6, grado HPLC masas) y metanol (CAS 67-56-1, 
grado HPLC masas) de la empresa Merck, Alemania; 
isopropanol (CAS 353800010002, grado HPLC masas) 
provisto por Alcopharma, Perú; y el acetonitrilo (CAS 
75-05-8, grado HPLS masas) por la empresa JT Baker, 
Estados Unidos. Se utilizaron columnas C18 de 100 × 
4.6 mm × 3.5 µm (CAS 12000310082) de la marca Pu-
rospher, Alemania; y micropipetas de rangos 2-20 µL 
(Lote 4642060), 10-100 µL (Lote 4642070), 100-1000 µL 
(Lote 4642080) y 500-5000 µL (Lote 4642100) de la 
marca Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos. 

Consideraciones éticas 

La investigación fue parte del estudio “Validación 
de una prueba para medición de albendazol sulfóxido 
en plasma, eficacia y actividad enzimática hepática en 
pacientes con hidatidosis hepática en tratamiento oral 
con albendazol”, el cual fue registrado en el Sistema 
Descentralizado de Información y Seguimiento a la 
Investigación (SIDISI N° 104243) y aprobado por el 
Comité de Ética de la Universidad Peruana Cayetano 
Heredia, con constancia N° 456-18-9, el 26 de agosto 
de 2019.  

Procedimientos del estudio 

Curva de calibración 

Se preparó una solución stock de 0.1 mg/mL a 
partir del estándar de ABZSO de la marca Swiss TPH 
(serie 61113004). A partir del stock se hicieron solu-
ciones de trabajo con concentraciones de 0,5; 5; 10; 25; 
50; 75 y 100 µg/mL en fase móvil, las cuales fueron 
usadas para la construcción de la curva de calibración 
en concentraciones de ABZSO en plasma de 1, 5, 50, 
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100, 200, 500, 1000 y 1500 ng/mL. La solución stock 
fue almacenada a -20°C hasta por 30 días. El control 
de calidad interno se realizó sobre los análisis de 
muestras de plasma fortificados con soluciones de 
ABZSO a concentraciones de 5, 500 y 1000 ng/mL, y 
fueron congelados a -70°C hasta su uso. Se empleó 
como estándar interno, una solución de ABZ a una 
concentración de 0,5 µg/mL.  

Análisis de cromatografía líquida de alto rendimiento 
acoplado a detector de masas 

Las mediciones se realizaron en un sistema de 
cromatografía líquida de alto rendimiento acoplado a 
detector de masas (HPLC-MS) de triple cuadrupolo 
(Thermo Scientific™ TSQ Quantis™), utilizando una 
columna C18 (100 × 4,6 mm × 3,5 µm) a 25°C. La fase 
móvil estuvo constituida de metanol, agua y solución 
de amonio al 25% (800:200:0,1 v/v/v), y el flujo de 
inyección fue de 0,5 mL/min. Se inyectaron 5 µL de la 
muestra a través del automuestreador a 5°C. Las tran-
siciones de monitoreo de reacción múltiple para el 
ABZSO y ABZ fueron de 281,7 > 159,0 y 266,0 > 234,0, 
respectivamente; mientras que la energía de colisión 
fue de 5 y 20 eV (electronvoltio). El procedimiento 
para la medición de ABZSO ha sido adaptado de lo 
evidenciado por Saraner et al. (2016). Todos los pro-
cedimientos fueron realizados en el Laboratorio de 
Biodisponibilidad y Bioequivalencia del Centro Na-
cional de Control de Calidad del Instituto Nacional de 
Salud de Perú. 

Parámetros de validación analítica 

La validación analítica del método se realizó según 
la Guía de Validación de Métodos Bioanalíticos de la 
FDA (FDA, 2018). 

a. Linealidad: se evaluó mediante tres indicado-
res: (1) los puntos de la curva de calibración en el 
nivel del límite de cuantificación deben tener una 
desviación estándar relativa (DER) ≤ 20%, (2) Los 
otros estándares deben tener un DER ≤ 15%, y (3) el 
coeficiente de correlación debe ser ≥ 0,98. Así mismo, 
el p-valor debe ser menor a 0,05. 

b. Precisión: se evaluó mediante dos indicado-
res: (1) los puntos en el nivel del límite de cuantifica-
ción deben tener un coeficiente de variación (CV) ≤ 
20% de la concentración declarada, y (2) El CV de los 
controles en tres niveles de concentración (QCA = 3 
ng/mL, QCB = 9 ng/mL y QCC = 600 ng/mL) no 
debe ser mayor al 15% de la concentración nominal 
declarada. Para cada concentración el coeficiente de 
variabilidad (CV%) calculado con cinco alícuotas no 
debe exceder 15%. 

c. Exactitud: Para evaluar la exactitud del mé-
todo se compararon los resultados de concentración 

obtenidos frente a la concentración nominal de mues-
tras control (n = 6), analizadas paralelamente con una 
curva de calibración en plasma. Se consideró como 
exacto los valores con desviación relativa de ± 15% 
del valor de la concentración nominal y con precisión 
de no más de 15% para el valor del CV. Para el límite 
de cuantificación se consideró la concentración más 
baja del ABZSO con la cual se obtuvo una precisión 
satisfactoria (CV < 20%) y exactitud (expresada como 
el porcentaje de desviación relativa del valor nominal) 
con un valor límite de ± 20%. 

d. Límite de cuantificación: se evaluó la inexis-
tencia de interferencia o respuesta, cinco veces mayor 
que cualquier interferencia existente en los cromato-
gramas de plasma blancos a los tiempos de retención 
en uso. 

e. Recuperación: El nivel de recuperación abso-
luta se determinó en términos del porcentaje, al anali-
zar siete réplicas de muestras de plasma añadidas con 
ABZSO y soluciones estándar no sometidas a extrac-
ción a tres concentraciones diferentes comprendidas 
en el intervalo de trabajo: 270 ng/mL (nivel bajo), 540 
ng/mL (nivel medio) y 1080 ng/mL (nivel alto) para 
ABZSO. La recuperación del analito y del estándar 
interno no debió ser menor al 50%. 

f. Estabilidad a corto plazo: La variación de la 
concentración de ABZSO en las muestras sometidas a 
descongelamiento a temperatura ambiente por 24 
horas no debió ser mayor que 15% de las muestras 
frescas. 

Análisis estadístico 

Los estadísticos utilizados para evaluar cada pa-
rámetro de la validación estuvieron definidos por 
Guía de Validación de Métodos Bioanalíticos de la 
FDA (FDA, 2018). Así mismo, se presentaron gráficos 
de los cromatogramas para identificar los picos de 
máxima concentración de ABZSO. Los cálculos esta-
dísticos se realizaron en el programa StataCorp LLC 
College Station, TX versión 15 y el gráfico de curva de 
calibración en el programa GraphPad Prism versión 
8.0. 

RESULTADOS  

Los cromatogramas obtenidos para el ABZ y 
ABZSO no muestran interferencia de compuestos 
endógenos en el tiempo de retención. Así mismo, se 
presentan parámetros cromatográficos como área 
(AA) y tiempo de retención (RT) para cada corrida en 
concentraciones diferentes (Fig. 1). 

Los seis parámetros incluidos en el plan de valida-
ción del método cumplieron con los valores esperados 
según lo establecido por la FDA. La concentración del 
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ABZSO tuvo una respuesta lineal desde 1 a 1500 
ng/mL, con un coeficiente R2 =0,999. La ecuación 
lineal para la curva de calibración fue y = 1,000x – 
3,051 (Fig. 2). 

La DER para concentraciones de ABZSO en 1, 5, 
50, 100, 200, 500, 1000 y 1500 ng/mL fue de 10,4; 8,4; 
7,8; 2,9; 7,4; 3,2; 3,4 y 1,3%, respectivamente.  

El valor bajo para el límite de cuantificación del 
ABZSO a 1 ng/mL tuvo una señal cinco veces mayor 
a la respuesta del blanco. La precisión fue aceptable 
ya que el CV tuvo un valor de 1,451% en el límite de 
cuantificación del ABZSO. Así mismo, las cinco répli-
cas para los tres controles de calidad en diferentes 
niveles de concentración de ABZSO (QCA = 50 
ng/mL, QCB = 500 ng/mL y QCC = 1000 ng/mL) 
tuvieron CV menores al 20%. Por otro lado, las con-
centraciones de los 3 controles respecto a sus valores 
nominales no excedieron el 15%, y sobre el límite de 

cuantificación fue de 12%, evidenciando una exacti-
tud aceptable (Tabla 1).  

La recuperación de un pool de siete muestras de 
plasma humano fortificadas con ABZSO a concentra-
ciones teóricas de 50,9; 508,8 y 1017,6 ng/mL fue de 
89,2%, evidenciando cumplimiento para este paráme-
tro (Tabla 2). 

Tres muestras de plasma fueron congeladas entre -
15 y -20°C y la variación relativa entre sus concentra-
ciones antes y después de congeladas fue de 2.3%, 
valor aceptable para la estabilidad a corto plazo (Ta-
bla 3). 

Finalmente, aplicamos el método validado en tres 
muestras de plasma criopreservadas y procedentes de 
pacientes con diagnóstico de neurocisticercosis, quie-
nes completaron tratamiento oral con albendazol du-
rante dos semanas a dosis de 1200 mg/día (Tabla 4). 

 

 

Figura 1. Cromatogramas de las corridas realizadas.  

(a) Estándar de ABZ y de ABZSO; (b) Límite de cuantificación de ABZSO a 1 ng/mL; (c) ABZSO a 500 ng/mL, y (d) ABZSO a 1000 ng/mL. 

 

https://jppres.com/


Rosales-Rimache et al. Validación de albendazol sulfóxido por HPLC-MS 

 

https://jppres.com  J Pharm Pharmacogn Res (2022) 10(5): 892 

 

0 500 1000 1500 2000

0

500

1000

1500

2000

Estándar de ABZSOX (ng/mL)

R
a

ti
o

R
2
 = 0.999

IC95% =  0.993-1.000

p-valor < 0.0001

 

Figura 2.  Curva de calibración del ABZSO. 

 

Tabla 1. Límite de cuantificación, precisión y exactitud del método HPLC-MS para la determinación de albendazol sulfóxido (ABZSO) 

en plasma humano 

Matriz 

Precisión  Exactitud 

Promedio DE CV (%) 
 [ABZSO] nominal 

(ng/mL) 

[ABZSO] obtenida 

(ng/mL) 
Sesgo (%) 

LLOQ 0,003 0,000 1,451  1,018 0,901 -11,46 

QCA 0,049 0,001 1,607  50,881 43,400 -14,70 

QCB 0,573 0,009 1,564  508,807 522,794 2,75 

QCC 1,110 0,012 1,062  1017,613 1009,427 -0,80 

LLOQ: Lower limit of quantification; QCA, QCB y QCC: tres niveles de concentración (QCA = 50 ng/mL, QCB = 500 ng/mL y QCC = 1000 ng/mL); DE: desviación 

estándar; CV: coeficiente de variación.  

 

Tabla 2. Recuperación del método HPLC-MS para la determinación de albendazol sulfóxido (ABZSO) en plasma humano. 

Matriz [ABZSO] teórica (ng/mL) 
[ABZSO] obtenida (ng/mL) 

Recuperación (%) 
En plasma En fase móvil 

QCA 50,881 43,809 57,689 75,94 

QCB 508,807 520,811 552,193 94,32 

QCC 1017,613 1011,610 1037,986 97,46 

Promedio --- --- --- 89,20 

QCA, QCB y QCC: tres niveles de concentración (QCA = 50 ng/mL, QCB = 500 ng/mL y QCC = 1000 ng/mL). 

 

Tabla 3. Estabilidad del método HPLC para la determinación de albendazol sulfóxido (ABZSO) en plasma humano. 

Matriz 
[ABZSO] teórica 

(ng/mL) 

[ABZSO] obtenida (ng/mL) 
Recuperación (%) CV (%) 

Recién preparado 24 horas después 

Muestra 1 50,881 43,809 47,624 108,39 5,90 

Muestra 2 508,807 520,811 516,125 99,10 0,64 

Muestra 3 1017,613 1011,610 1008,310 99,67 0,23 

Promedio --- --- --- 102,4 2,30 

CV: coeficiente de variación. 

 
R2 = 0,999 
IC95% = 0,993-1,000 
p-valor<0,001 
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Tabla 4. Concentración de albendazol sulfóxido (ABZSO) en muestras de pacientes tratados con albendazol. 

Código de muestra 
[ABZSO] (ng/mL) Promedio ± desviación 

estándar (ng/mL) Réplica 1 Réplica 2 

Muestra A 344,0 347,1 345,6 ± 2,2 

Muestra B 607,0 627,5 617,3 ± 14,5 

Muestra C 433,6 441,2 437,0 ± 5,4 

 

DISCUSIÓN 

Nuestros resultados garantizan la validez analítica 
de la medición de ABZSO por HPLC-MS en un rango 
de posibles concentraciones de ABZSO generadas por 
el metabolismo de un individuo con tratamiento oral 
de ABZ, en dosis entre 400 y 1200 g/día y periodos de 
hasta los 90 días (Garcia et al., 2011). El método vali-
dado ofrece un bajo límite de cuantificación y rango 
de medición útil más amplio (1-1500 ng/mL) en com-
paración a otros estudios que han reportado valores 
entre 2 y 1500 ng/mL (González-Hernández et al., 
2012; Rathod et al., 2016; Saraner et al., 2016; Wojnicz 
et al., 2013), y con tiempos de lectura de 4 minutos 
por muestra. 

Los estudios de validación para la medición del 
ABZSO presentan resultados muy dispersos. Por 
ejemplo, Kitzman et al. (2002) reportaron un método 
validado con tiempos de lectura de hasta 30 minutos 
y recuperación a 98%, rango de medición 20-1000 
ng/mL, y CV de 6,7; 8,1 y 7,0%, para concentraciones 
de ABZSO de 20, 400 y 600 ng/mL, respectivamente. 
Bonato et al. (2003), reportaron un método con tiempo 
de lectura de hasta 15 minutos y con recuperación 
promedio de 87,8% y con CV de 6,9 y 92,0% para con-
centraciones de ABZSO de 90 y 1000 ng/mL, respec-
tivamente. Nuestro método presenta uno de los mejo-
res tiempos de lectura reportados en la literatura cien-
tífica, con CV que oscilan entre 1,062 y 1,607%, evi-
denciando una excelente precisión del ensayo, y con 
una tasa de recuperación aceptable (89,2%) y con re-
sultados mejores a lo reportado en estudios previos. 

La absorción del ABZ se puede incrementar con 
dietas altas en lípidos (Lange et al., 1988) o en condi-
ciones ácidas a nivel gástrico, generando como conse-
cuencia una alta variabilidad interindividual en los 
niveles de ABZ y ABZSO plasmático (Kataoka et al., 
2016). Por otro lado, el metabolismo oxidativo del 
ABZ es rápido y el tiempo de vida media de sus me-
tabolitos (ABZSO y ABZSO2) oscila entre 1 y 24 ho-
ras, alcanzando picos máximos de concentración entre 
4 y 6 horas (Mirfazaelian et al., 2002); por lo tanto, su 
medición debe ser oportuna y con metodologías que 
tengan alta sensibilidad.  

Las concentraciones de ABZSO obtenidas en 
muestras de plasma humano estuvieron dentro de la 
linealidad del método y guardaron coherencia con lo 
reportado en el estudio original (Garcia et al., 2011). 

La validación no incluyó el estudio de compuestos 
interferentes, los cuales podrían generar pérdida de la 
señal del ABZSO y alterar los parámetros de precisión 
y exactitud del método. Por consiguiente, es necesario 
evaluar matrices fortificadas con potenciales interfe-
rentes inherentes al paciente, como variación en el 
pH, concentración de lípidos, bilirrubina y hemoglo-
bina (Salvagno et al., 2017); y otros externos al pacien-
te, como la presencia de fármacos que forman parte 
del tratamiento combinado, por ejemplo, mebendazol 
(Franchi et al., 1999) o praziquantel (Garcia et al., 
2016). 

La variación en el centro quiral del grupo sulfóxi-
do del ABZSO puede generar compuestos enantiomé-
ricos, cuya farmacocinética genera diferentes afinida-
des a proteínas citosólicas en los helmintos y, en con-
secuencia, modificar la eficacia del tratamiento (Sola-
na et al., 2002); sin embargo, existen metodologías 
cromatográficas con sistemas de detección en fluores-
cencia que permiten su medición con rangos bastante 
amplios que oscilan entre 5-2500 ng/mL (Lanchote et 
al., 1998). En tal sentido, las futuras validaciones po-
drían considerar la medición de enantiómeros para 
los compuestos activos del ABZ. 

CONCLUSIÓN 

El método desarrollado en el presente trabajo 
cumple con todos los parámetros exigidos por FDA 
para la validación de ensayos bioanalíticos, y presenta 
una adecuada precisión y exactitud. Además, destaca 
el amplio rango para la cuantificación de ABZSO con 
un bajo límite de detección y tiempos cortos que no 
superan los cuatro minutos de lectura. Todos ellos son 
aspectos importantes a considerar en estudios de bio-
equivalencia, biodisponibilidad, ensayos clínicos, 
farmacovigilancia, entre otros. 
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