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SUMMARY. In this study, a simple, rapid and sensitive high performance liquid chromatography (HPLC)
method is developed for the determination of nintedanib in rabbit plasma samples using carbamazepine as
the internal standard (IS). Sample preparation was accomplished through one-step liquid-liquid extrac-
tion with ethyl acetate, and chromatographic separation was carried out on an Agilent ZORBAX SB-C18
(4.6 x 125 mm, 5 ym) at 35 °C. Mobile phase composed of a mixture of acetonitrile-0.1% trifluoroacetic
acid-water (35:20:45) at flow rate of 1.0 mL/min. Wavelength was set at 286 nm. The chromatographic re-
tention times of nintedanib and IS were 4.53 and 5.47 min, respectively. The lower limit of quantitation
(LLOQ) was 5.0 ng/mL, and no interferences were detected in the chromatograms. The devised HPLC
method was validated by evaluating its intra- and inter-day precisions and accuracies in a linear concen-
tration range between 5.0 and 200 ng/mL. The method has also been successfully applied to a pharmacoki-
netic study of nintedanib in rabbits for the first time, which provides the basis for the further development
and application of nintedanib.

RESUMEN. En este estudio se desarrollé un método simple, rdpido y sensible de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para la determinacién de nintedanib en muestras de plasma de conejo utilizando carbamaze-
pina como patrén interno (IS). La preparacién de la muestra se realizé mediante extraccion liquido-liquido en
una etapa con acetato de etilo, y la separacién cromatogréfica se llevd a cabo en un ZORBAX SB-C18 Agilent
(4,6 x 125 mm, 5 pm) a 35 °C. Llla fase mévil estuvo compuesta de una mezcla de acetonitrilo-0.1% de acido
trifluoroacético-agua (35:20:45) a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min. La longitud de onda se ajusté a 286 nm.
Los tiempos de retencién cromatografica de nintedanib e IS fueron de 4.53 y 5.47 min, respectivamente. El Iimi-
te inferior de cuantificacién (LLOQ) fue de 5,0 ng/mL y no se detectaron interferencias en los cromatogramas. El
método de HPLC ideado se validé mediante la evaluacion de sus precisiones y precisiones intra- e interdia en un
rango de concentracién lineal entre 5,0 y 200 ng/mL. El método se ha aplicado con éxito a un estudio farmacoci-
nético de nintedanib en conejos por primera vez, que proporciona la base para el posterior desarrollo y aplicacion
de nintedanib.
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