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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Nilotinib es un inhibidor selectivo de la proteina tirosina kinasa, utilizado en
el tratamiento de leucemia mieloide crénica (LMC) en fase cronica y fase
acelerada. La mayoria de pacientes resistentes a Imatinib son sensibles a
Nilotinib, ya que éste se une mas estrechamente a la Bcr-Abl.

La monitorizacién terapéutica del nilotinib
aporta numerosas ventajas ya que este
farmaco muestra una alta variabilidad
farmacocinética interindividual, lo que
puede conducir a una variacion en su
efecto anticancerigeno y/o toxicidad [1].
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Figura 1. Estructura quimica de nilotinib

CFy
N
H

)

El objetivo del presente estudio ha sido validar un método an alitico
para la cuantificacion de nilotinib en muestras plasmatica s de
pacientes oncohematolégicos mediante HPLC-UV vy valorar su
aplicabilidad en la préactica clinica.

METODOLOGIA

» Preparacion de patrones de calibracion y controles

Las soluciones madre de nilotinib (5 mg/mL) y rilpivirina (2 mg/mL) se han
preparado en DMSO y se han almacenado a -80°C en oscuridad. Los
patrones de calibracion en plasma se prepararon cada dia de estudio en
un rango de concentracion de nilotinib de 125 a 7000 ng/ml. Los controles
de calidad (QCs) de nilotinib han sido controles de 250, 900 y 5000 ng/ml.

» Preparacion de las muestras plasmaticas

La extraccion de nilotinib y rilpivirina (patrén interno (Pl)) de las muestras
de plasma se ha realizado mediante extraccion por precipitacion de
proteinas con acetonitrilo.

» Condiciones cromatogréaficas

» Fase Estacionaria: Columna Cromatografica C,gTracer Excel 120 ODS
(5 um;15 mmx0.46 mm)

« Fase Movil: Dihidrogenofosfato potasico 0.037M (pH 5.55) / Acetonitrilo/
Metanol (45%, 45%, 10% , v/V/v).

« Elusion, realizada a temperatura ambiente, flujo 1.7 ml/min.

« Deteccion ultravioleta 254 nm para nilotinib vy rilpivirina.

» Validacion del método analitico

Siguiendo las Guias de las Agencias Reguladoras (FDA [2] y EMA [3,4]), el
protocolo de validacion ha incluido la realizacién de ensayos de linealidad,
exactitud, precision intra- e interdia, limite de cuantificacion, selectividad y
recuperacion. Para la determinacion de linealidad, exactitud y precisién se
han realizado los ensayos 3 dias diferentes.

RESULTADOS

Se han obtenido perfiles cromatograficos con adecuada resolucion y
simetria (Figura 2). El tiempo total de analisis por muestra ha sido de 10
minutos y los tiempos de retencion de PI y nilotinib han sido de 6.8 y 8.8
minutos, respectivamente.
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v El método desarrollado mediante HPLC-UV para Ila
cuantificacion de nilotinib en plasma humano es rapido,
simple y preciso, y cumple con los estandares de calidad
descritos por la Agencias Reguladoras.

¥v" El método analitico puede ser empleado en la practica clinica
\rutinaria para la monitorizacion terapeutica de nilotinib /
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RESULTADOS

» Cromatogramas y validacion
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Figura 2. Cromatogramas método analitico para la cuantificaciéon de nilotinib

Linealidad

El coeficiente de correlacion (r) ha sido superior a 0.999 en las 3 rectas de
calibracién (125 a 7000 ng/ml).

Selectividad

Se ha desarrollado un método selectivo, no se han evidenciado
interferencias entre los componentes endégenos del plasma humano al
tiempo de retencion de nilotinib o rilpivirina (Figura 2).

Recuperacion

La recuperacion para nilotinib en los niveles de concentraciéon 250, 900 y
5000 ng/ml fue de 81.0% (+ 14.7), 74.0% (+ 4.9) y 65.1% (= 21.4),
respectivamente. Para rilpivirina ha sido de 67.0% (+ 21.4).

Precision, exactitud y limite de cuantificacién (LLOQ)

Los valores obtenidos de presicion y exactitud intra e interdia para los QCs
(<15%) y el LLOQ (<20%) muestran que el método es exacto y
reproducible (Tabla 1).

Tabla 1. Exactitud y precisién de la cuantificacion de nilotinib en plasma humano

Concentracién INTRADIA INTERDIA
nilotinib C.observada Exactitud  Precision ~ C.observada  Exactitud  Precision
(ng/ml) (DE%) (ng/mL)  (ERM,%)  (CV,%)  (DE=) (ng/mL) (ERM,%)  (CV,%)
125 120.3 (4.1) 3.7 3.4 121.6 (3.2) 2.7 2.6
250 2456 (11.1) 10.2 4.0 267.5 (10.5) 7 3.9
900 866.9 (12.3) 3.7 21 883.3 (18.4) 1.8 2.1
5000 4705.8 (96.7) 5,9 2 4791.4 (147.6) 4.2 3.1
C.: concentracion; DE: desviacién estandar; ERM: error relativo medio; CV: coeficiente de variacion
» Aplicacién del método en pacientes con LMC
Hora | C.Media | DE v
1 2 1 63 3715 | 587
S Pacen? 200 mizh 2 63 | 2519 | 399
12 ——-¥-—— Paciente 3: 300 mg/12 h 10 4.5 0.837 18.8
T Paciente 4:300mgi1zh 24 5.4 1700 | 316
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Figura 3. Pefiles de concentracion vs tiempo de

. h > U Figura 4. Pefil medio de concentracion vs
pacientes en tratamiento con nilotinib

tiempo de pacientes en tratamiento con nilotinib
Los perfiles de concentracién plasmética normalizada por la dosis vs
tiempo de cuatro pacientes con LMC en tratamiento con nilotinib se
muestran en la Figura 3. En todos los tiempos de muestreo, se observa
una elevada variabilidad interindividual en la exposicion de los pacientes
al farmaco (CV >18%) (Figura 4).
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