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VALIDACIÓN DE UN MÉTODO ANALÍTICO POR HPLC-UV Y SU 
APLICACIÓN EN LA MONITORIZACIÓN TERAPÉUTICA DE 

IMATINIB Y DASATINIB EN PACIENTES ONCOHEMATOLÓGICOS

Imatinib y dasatinib son fármacos inhibidores de la tirosina quinasa (Tkis) que presentan una elevada variabilidad farmacocinética (PK) intraindividual. La
Monitorización Terapéutica de Fármacos (TDM) de Tkis permite optimizar las dosis mediante la cuantificación de los niveles de fármaco en sangre [1]. La

realización de TDM de TKIs precisa de métodos analíticos para su cuantificación en plasma humano.

El objetivo del presente estudio ha sido validar un método an alítico para la cuantificación de imatinib y dasatinib en mu estras plasmáticas de
pacientes oncohematológicos mediante cromatografía líqu ida de alta resolución acoplada a detección de ultravioleta (HPLC-UV) y valorar su
aplicabilidad en la práctica clínica.
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� Soluciones stock, calibradores y controles de calidad (QC)

La extracción de imatinib y dasatinib de las muestras de plasma se ha
realizado mediante una extracción por precipitación de proteínas con

acetonitrilo. Los calibradores y los QC en plasma se han analizado de la

misma forma que las muestras de plasma de los pacientes.

Soluciones stock Calibradores en plasma QC en plasma

Imatinib (5 mg/mL)

Dasatinib (5mg/mL)

Imatinib 100 – 7000 ng/mL

Dasatinib 20 – 200 ng/mL

Imatinib 250, 1000 y 5000 ng/mL

Dasatinib 15, 50 y 150 ng/mL

� Preparación de las muestras

� Condiciones cromatográficas

Tracer Excel C 18120 ODS 
(5 um;15mm x 0.46mm)

20 µL

ʎ imatinib : 254 nm
ʎ dasatinib : 304 nm

Bomba Inyector
Detector

ultravioleta

Fase móvil

Columna

Procesado 

de datos

Muestra

H2PO4 0.037 M pH=6 / Acetonitrilo / Metanol (51%, 26%, 23% ;  v/v/v) 

1.5 mL/min

� Validación del método

La validación del método se ha llevado a cabo según estándares de las
Agencias Reguladoras (FDA [2] y EMA [3]) en términos de linealidad, límite

de cuantificación (LLOQ), selectividad, precisión, exactitud y recuperación.

Para la linealidad, precisión y exactitud se han realizado cinco
determinaciones por concentración en tres días diferentes.

Concentración
imatinib
(ng/mL)

Intradía Interdía

C. observada
(DE±) (ng/mL)

Exactitud
(ERM,%)

Precisión
(CV,%)

C. observada
(DE±) (ng/mL)

Exactitud
(ERM,%)

Precisión
(CV,%)

100 80.7 (6.1) 19.3 7.5 93.2 (10.3) 6.8 11.2

250 270.4 (16.7) 8.1 6.2 271 (13.4) 8.5 4.9

1000 1008.7 (60.1) 0.9 6.0 1023.9 (49.3) 2.4 4.8

5000 4670.4 (41.6) 6.6 0.9 4773.8 (249.9) 4.5 5.2

Tabla 1. Exactitud y precisión de la cuantificación de imatinib y dasatinib en plasma humano.

C.: concentración; DE: desviación estándar; ERM: error relativo medio; CV: coeficiente de variación

Concentración
dasatinib
(ng/mL)

Intradía Interdía

C. observada
(DE±) (ng/mL)

Exactitud
(ERM,%)

Precisión
(CV,%)

C. observada
(DE±) (ng/mL)

Exactitud
(ERM,%)

Precisión
(CV,%)

20 19.3 (2.1) 3.5 11.1 19.5 (1.4) 2.5 7.1

25 26.7 (0.7) 6.8 2.7 26.7 (1.2) 6.7 4.6

45 41.2 (1.7) 8.5 4.1 45.0 (4.2) 0.1 9.4

150 149.2 (3.1) 0.5 2.1 149.4 (6.8) 0.4 4.5

Linealidad: Coeficiente de correlación (r) superior a 0.99 en tres rectas

de calibrado de imatinib (100-7000 ng/mL) y dasatinib (20-200 ng/mL).

� Validación del método

� Aplicabilidad clínica del método analítico

Selectividad: No se detectaron interacciones entre los componentes

endógenos del plasma humano (en seis muestras diferentes) a los tiempos
de retención de imatinib (Figura 1a) y dasatinib (Figura 1b).

Recuperación: La recuperación para imatinib en concentraciones de 100-

7000 ng/mL fue superior a 62.1 ± 4.5 %. La recuperación para dasatinib en
concentraciones de 20-200 ng/mL fue superior a 65.3 ± 8.4%.

� El método desarrollado mediante HPLC-UV para la cuantifica ción
de imatinib y dasatinib en plasma humano es rápido, simple y
preciso y cumple con los estándares de calidad descritos por la
FDA y EMA.

� El método analítico puede ser empleado en la práctica clínic a
rutinaria para la realización de TDM de imatinib y dasatinib .

Precisión, exactitud y límite de cuantificación: Los valores obtenidos

de presición y exactitud intra e interdía para los QC (<15%) y el LLOQ
(<20%) muestran que el método es exacto y reproducible (Tabla 1).

Figura 1. Cromatogramas método analítico imatinib (izquierda) y dasatinib (derecha).

1a Imatinib (ʎ:254 nm) 1b Dasatinib (ʎ:304 nm)

Muestra plasma blanco Muestra plasma blanco

Muestra plasma imatinib 5000 ng/mL Muestra plasma dasatinib 75 ng/mL
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Figura 2. Pefiles de concentración vs tiempo de pacientes en tratamiento con imatinib
400 mg/día (izquierda, 2a) y dasatinib 20 – 100 mg/día (derecha, 2b)

La Figura 2 muestra los perfiles de concentración plasmática vs tiempo de
12 pacientes oncohematológicos en tratamiento con imatinib o dasatinib.

La media de Cmax y Cmin tras la administration de 400 mg/día de imatinib es

de 2419.7 (±443.3) ng/mL y 1150.1 (±270.2) ng/mL, respectivamente. La
media de Cmax y Cmin tras la administration de 20-100 mg/día de dasatinib

es de 55.3 (±56.5) ng/mL y 11.5 (±3.4) ng/mL , respectivamente.

3- EMA. Guideline on Validation of Analytical procedures: Methodology.1998.

1- Klümpen H et al. Cancer Treat Rev 2011.37:251-60. 
2- FDA. Guidance for Industry: Bioanalytical Method Validation. May 2001 .
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