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RESUMEN

Se desarrollaron y validaron dos métodos bioanaliticos simples, rapidos, selectivos y sensibles
por HPLC-DAD, uno para la determinacion y cuantificacion de fenitoina, y otro para inhibidores
de la Glicoproteina-P (tariquidar y elacridar) usando 0.2ml de plasma. La separacion de los
analitos se realizo usando columna Chromolith® Performance RP-18 100 - 4.6 mm, con una
fase movil compuesta de ACN:Buffer acetato 10mM pH=5.2 (27.5:72.5) para fenitoina y su
EI, para la determinacion de tariquidar, elacridar y su EI se us6 ACN:MeOH:Buffer acetato
10mM pH=5.2 (30:50:20), en ambos métodos se usé un flujo de ImL/min, temperatura de
25+1°C, un complemento de honda de 210nm. Los métodos mostraron ser lineales y sensibles,
el método fenitoina en el rango de 100 a 50 000 ng/mL (LC = 36.98 ng/mL, LD = 98.79 ng/
mL) e inhibidores de 100 a 20 000 ng/mL (LC = 36.98 ng/mL, LD = 98.79 ng/mL), también
mostraron ser precisos (% CV <15), reproducibles y exactos. La recuperacién fue superior
al 97% (fenitoina) y 93% (inhibidores) ambos métodos presentaron estabilidad en ciclos de
congelamiento y descongelamiento, estabilidad a corto (5h y 24h) y a largo plazo hasta por 3
meses a -20 °C. Los métodos bioanaliticos desarrollados y validados podran servir para evaluar
el efecto sobre la farmacocinética y biodisponibilidad de la coadministracién de tariquidar y
elacridar con fenitoina.

ABSTRACT

Two simple, rapid, selective and sensitive bioanalytical methods were developed and validated
by HPLC-DAD, one for the determination and quantification of phenytoin, and another for
inhibitors of P-glycoprotein (tariquidar and elacridar) using 0.2ml of plasma. The analytes were
separated using Chromolith® Performance RP-18 100 - 4.6 mm column, with a mobile phase
composed of ACN: 10mM acetate buffer pH = 5.2 (27.5: 72.5) for phenytoin and its EI, for
the determination of tariquidar , elacridar and its EI ACN: MeOH: 10mM acetate buffer pH
=5.2 (30:50:20) was used, in both methods a flow of ImL / min, temperature of 25+ 1°C, a
complement of slingshot of 210nm The methods proved to be linear and sensitive, the phenytoin
method in the range of 100 to 50,000 ng / mL (LC = 36.98 ng / mL, LD = 98.79 ng / mL) and
inhibitors of 100 to 20,000 ng / mL (LC = 36.98 ng / mL, LD = 98.79 ng / mL), also showed
to be accurate (% CV <15), reproducible and accurate. The recovery was greater than 97%
(phenytoin) and 93% (inhibitors), both methods presented stability in freezing and thawing
cycles, short-term stability (Sh and 24h) and long-term stability for up to 3 months at -20 ° C.
The bioanalytical methods developed and validated may be used to evaluate the effect on the
pharmacokinetics and bioavailability of the co-administration of tariquidar and elacridar with
phenytoin.

INTRODUCCION

el tratamiento de esta enfermedad (3). Sin embargo, se ha
demostrado que un tercio los pacientes, presentan resistencia

La epilepsia es un trastorno neuroldgico cronico que
afecta a aproximadamente a 50 millones de personas
alrededor del mundo (1,2). Los farmacos antiepilépticos
son la terapia de eleccion para tratar esta enfermedad,
llegando suprimir o reducir las crisis epilépticas (2). La
fenitoina es uno de los farmacos de primera eleccion para
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farmacologica, incluso a pesar de recibir dos o mas farmacos
antiepilépticos (1). Una de las principales causas de dicha
resistencia es la sobreexpresion de la Glicoproteina-P (Gp-
P), una proteina transmembrana encargada de la remocion
de los farmacos sustrato de esta, desde el cerebro hasta el
lumen sanguineo (4). De esta forma, los farmacos no logran
una adecuada concentracion terapéutica para obtener el
efecto farmacologico deseado. Por ello, la co-administracion
de inhibidores de Gp-P podria suponer una alternativa
terapéutica para contrarrestar esta resistencia.
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Como parte de la evaluacion de la co-administracion
de fenitoina e inhibidores de la Gp-P es necesario realizar
un monitoreo farmacoterapéutico, analisis farmacocinéticos
y analisis tisulares de fenitoina e inhibidores de la Gp-
P. Varias técnicas analiticas han sido propuestas, para la
cuantificacion de fenitoina en matrices biologicas, entre ellas
la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), técnica
ampliamente utilizada. Las ventajas de este método radican
en su alta eficiencia de separacion, rapidez y simplicidad;
asi como la capacidad de cuantificar diferentes farmacos en
una sola corrida cromatografica (2,5,6,7). A pesar de ello, la
mayoria de los métodos existentes actualmente, demandan
de procedimientos largos o equipamiento costoso, por lo
que es necesario desarrollar un método bioanalitico simple y
economico, el cual debe validarse.

El presente trabajo tuvo por objetivo desarrollar y validar
métodos analiticos rapidos y sencillos para la determinacion
de fenitoina, elacridar y tariquidar en plasma de rata por
HPLC/DAD, un detector comun, econdémico y de facil
acceso. Los métodos desarrollados y validados podran tener
aplicacion en estudios de farmacocinética, biodisponibilidad
y monitorizacion terapéutica.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los estandares de fenitoina, 5-(p-metilfenil)-5-
fenilhidantoina, y clorhidrato de clorpromazina, fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich (Pert). Elacridar y tariquidar
de Alfa-Chemistry (New York, EEUU). Los solventes
acetonitrilo y metanol grado HPLC para el ensayo
cromatografo, acetato de amonio grado analitico y el acido
acético glacial fueron obtenidos de Merck (Pert).

Instrumentacion

El sistema de cromatografia liquida consistio en un HPLC
Hitachi-Primaide, acoplado con un Autosampler serie 1210 y
un detector de arreglo de diodos Hitachi-Primaide (Merck,
Pert). La separacion cromatografica de fenitoina, elacridar,
tariquidar y los dos estandares internos (EI) se realiz6 en una
columna HPLC Chromolith® Performance RP-18 100 - 4.6
mm y Pre-columna Chromolith® Performance RP-18e (5 x
4.6 mm) (Merck, Peru).

Condiciones cromatograficas

Para la determinacion y cuantificacion de fenitoinay EI,
se us6 una fase movil compuesta acetonitrilo : Buffer acetato
10mM pH=5.2 (27.5:72.5 v/v). Para tariquidar, elacridar
y EI se us6 acetonitrilo : metanol : Buffer acetato 10mM
pH=5.2 (30:50:20), en ambos métodos se us6 un flujo de
ImL/min, temperatura de 25+1°C. La deteccion se realizd
a 210nm utilizando un sistema DAD. Se requiri6 tiempos de
corrida de 16 y 15 minutos respectivamente.
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Preparacion de las soluciones stock, estindares de
calibracion y soluciones control

Se prepararon soluciones stock en acetonitrilo, de
fenitoina (2.5mg/mL), elacridar (0.5mg/mL) y tariquidar
(0.5mg/mL), estas fueron almacenadas en frascos a -20°C.
Posteriormente se prepard una solucion de trabajo de
fenitoina (500 pug/mL), elacridar (200 pg/mL) y tariquidar
(200 pg/mL). A partir de estas se hicieron diluciones
seriadas en plasma blanco de rata, para obtener estandares
de calibracion, fenitoina 25,000, 5000, 2500, 500, 250 y
100 ng/mL, y de 10,000, 2000, 1000, 200, 100 y 40 ng/mL
para ambos inhibidores de la Gp-P. Los EI fueron preparados
en ACN a 0,1 mg/mL (fenitoina) y 3 mg/mL (elacridar y
tariquidar)

Las soluciones control bajo (CB), medio (CM) y alto
(CA) fueron preparados adicionando volimenes pequefios
de solucion stock en plasma blanco. Las concentraciones
de dichos controles fueron de 1000 ng/mL (CB), 10,000 ng/
mL (CM) y 40,000ng/mL (CA) para fenitoina y de 400 ng/
mL (CB), 4000 ng/mL (CM), 16,000 ng/mL (CA) para los
inhibidores de la Gp-P. Los estandares de calibracion y los
controles fueron preparados inmediatamente antes de cada
ensayo.

Extraccion de analitos a partir de la matriz

La extraccion de los estandares y controles fue realizada
por precipitacion de proteinas con acetonitrilo. Se transfirieron
alicuotas de 200uL de plasma de los estandares, controles y
plasma blanco, a tubos de microcentrifuga de 1.5mL, a los
cuales se le afiadio 250 pL de acetonitrilo conteniendo 20 uL
de EI (50 ng/mL). Las muestras fueron agitadas en el vortex
por 3 min. Seguidamente fueron centrifugadas a 8000 g por
5 min a 22°C. Este procedimiento se repiti6é por 3 veces. El
sobrenadante de cada tubo se transfiri6 a un tubo de vidrio y
se evaporo a sequedad. Luego, se reconstituyeron con 200uL
de una mezcla de acetonitrilo:metanol:buffer acetato 10mM
(pH=5.2). Posteriormente, se inyecto una alicuota de 20 uL
de la solucion en el sistema HPLC-DAD.

Validacion del método analitico

La validacion del método de HPLC-DAD se basé en los
procedimientos establecidos por la Guia de Validacion de
Meétodos Bioanaliticos de la Administracion de Alimentos y
Medicamentos, la cual establece el analisis de los parametros
de selectividad, linealidad, precision, exactitud, recuperacion
y estabilidad. (8)

Selectividad

Se utilizaron muestras de plasma blanco de rata (6
animales), para evaluar la selectividad del método, analizando
la interferencia eventual de compuestos enddgenas de la
matriz en los tiempos de retencion de fenitoina, elacridar
y tariquidar. Cada muestra blanco se procesd, como fue
descrito anteriormente para la extraccion de los analitos de
matriz bioldgica, fueron analizadas posteriormente.
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Linealidad

Lalinealidad es la capacidad de una metodologia analitica
para demostrar que los resultados obtenidos son directamente
proporcionales a la concentracion de analito en la muestra
dentro de un rango especificado. Representa el rango de
concentracion que muestra una buena correlacion lineal entre
la respuesta medida (Y, area de pico o relacion de areas de
farmaco y patrén interno a través del instrumento analitico) y
sus respectivas concentraciones de analito en plasma (X). La
ecuacion lineal Y =a + bX, con una buena correlacion lineal
entre Y y X, representa la curva de calibracion construida
diariamente. El criterio minimo aceptable para el coeficiente
de correlacion (r2) fue de 0.99.

La linealidad de los métodos se determind utilizando
concentraciones por triplicado que varian de 50,000 a
100 ng/mL de fenitoina y 20,000 a 40 ng/mL de tariquidar
y elacridar, se realizd seis corridas cromatograficas de los
estandares en diferentes dias.

Precision

La precision representa la reproducibilidad del método
analitico. La precision inter-dias se realiz6 analizando cada
control (CB, CM, CA) en cinco dias consecutivos del ensayo,
mientras que los datos de la precision intra-dia se obtuvieron
mediante andlisis de cinco conjuntos de controles en un
solo dia (CB, CM, CA) los criterios de aceptacion para la
precision, que son expresados como porcentaje de coeficiente
de variacion (% CV) que deben ser iguales o inferiores al
15%.

Exactitud

La exactitud fue realizada analizando cada control (CB,
CM, CA) durante cinco dias consecutivos. los criterios de
aceptacion para la exactitud se expresan como la desviacion
de valores experimentales del valor de concentraciéon nominal
expresado en porcentaje (%), que debe estar dentro de +£15%.

Recuperacion

La recuperacion absoluta se calculé comparando las
concentraciones obtenidas en cada control (CB, CM, CA)
luego de la extraccion, con las obtenidas después de la
inyeccion directa de soluciones no extraidas en las mismas
concentraciones nominales.

Estabilidad

Para la determinacion de la estabilidad plasmatica de
fenitoina, tariquidar y elacridar, se adoptdé una variacion
inferior al 15% como criterio aceptable para todas las
concentraciones estudiadas. El andlisis consiste en la
evaluacion de estabilidad:

* Ciclo de congelacion y descongelacion: El efecto de tres

ciclos de congelacion y descongelacion en plasma de rata,

se estudio utilizando los controles (CB, CM, CA). Para
ello, se almacenaron alicuotas de los controles a -20°C

durante 24h, se descongelaron a temperatura ambiente y

luego se volvieron a congelar durante 24h, en las mismas

condiciones hasta completar los tres ciclos.

« Estabilidad de corto plazo: La estabilidad a corto plazo
se evalué con los controles (CB, CM, CA), a temperatura
ambiente durante Sh y 24h.

+ Estabilidad de muestra preparada: Con el fin de evaluar
la estabilidad posterior a la preparacion de las muestras
procesadas, los controles (CB, CM, CA) se evaluaron
después de 24h en el inyector automatico y congelados
a-20°C.

« Estabilidad de largo plazo: La estabilidad a largo plazo
se evalud con los controles (CB, CM, CA) almacenados
durante 1 y 3 meses a -20°C.

RESULTADOS

Los picos eluidos de la columna cromatografica se
mostraron un tiempo de retencion de: 6.3 minutos (fenitoina),
y 10.9 minutos (EI) en el método de fenitoina y 7.8 minutos
(elacridar), 10.7 minutos (tariquidar) y 9.4 minutos (EI) en
el método de inhibidores. Los perfiles cromatograficos se
muestran en las figuras 1y 2

T

Fig. 1: Perfiles cromatograficos método Fenitoina (A) Plasma blanco, (B) Plasma
blanco con fenitoina (6.3 min) y EI (10.9 min)

T

Fig. 2: Perfiles cromatogrificos método Inhibidores (A): Plasma blanco (B) Plasma
blanco con elacridar (7.8 min), tariquidar (10.7 min) y EI (9.4 min).
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Validacion de los métodos bioanaliticos
Selectividad

No se encontraron picos que interfirieran de manera
significativa con la determinacion de fenitoina, elacridar o
tariquidar.

Linealidad

Los resultados del modelo lineal describen la relacion
entre el area y la concentracion de los analitos (fenitoina,
elacridar y tariquidar). El analisis de regresion lineal indica
un coeficiente de variacion (r) superior a 0,999 indicando una
fuerte relacion entre las variables (tabla 1). Como el valor
de Tregresion hallado es mayor que el valor Ttabla, hay una
relacion estadisticamente significativa entre la relacion de
area y la concentracion de los analitos a un nivel de confianza
de 95%.

Tabla 1: Resultadas del analisis de regresion lineal y
analisis estadistico para fenitoina, elacridar y tariquidar.

Magnitud Fenitoina Elacridar Tariquidar
R 0.9997 0.9999 0.9997
Ecuacién represen- y = 0.1704x + _ } y=0.7147x -
tativa 0.0451 ¥= 08205 -0.111 0.1586
A 0.0451 0.111 0.1586
b 0.1704 0.8205 0.7147
ttabla [p<0.05, GL
=5 (fenitofna), GL ;) 2.776 2.776
= 4 (elacridar y
tariquidar)]
tregresion 91.267 141.411 81.631
Significacion * * *
* r = coeficiente de regresion lineal, a = intercepto, b =

pendiente, GL = grados de libertad.
Precisiéon

Se realizaron evaluaciones de precision intra-dia e inter-
dia. Se obtuvieron coeficientes de variacion menores al 15%
en todos los casos (tabla 2), cumpliendo con lo establecido
por la Guia de Validacion de Métodos Bioanaliticos, lo cual

indica que el instrumento es preciso bajo las condiciones de
analisis establecidas.
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Tabla 2: Resultados de precision para fenitoina, elacridar
y tariquidar. Los valores de % CV se encuentra dentro de
los parametros establecidos por la Guia de Validacion de
Métodos Bioanaliticos.

Precision intra-dia Precision inter-dia

Analitos  Controles Prom‘edio oV %) Promledio oV %)
ratio ratio
CB 0.17 4.73 0.11 5.88
Fenitoina CM 1.68 4.64 1.59 3.45
CA 6.77 3.36 6.44 2.72
CB 0.12 3.53 0.11 4.12
Elacridar CM 1.79 3.47 1.34 3.95
CA 7.64 0.73 6.18 3.76
CB 0.12 5.03 0.08 6.33
Tariquidar CM 1.46 3.47 1.14 427
CA 6.42 2.19 5.38 3.67

* CV = coeficiente de variacion, CB = control bajo, CM =
control medio, CA = control alto.

Exactitud

Se obtuvieron valores en el rango de 85 al 115 % del
valor nominal en todos los casos (tabla 3), cumpliendo
con lo establecido por la Guia de Validaciéon de Métodos
Bioanaliticos, lo cual indica que el instrumento es exacto
bajo las condiciones de analisis establecidas.

Tabla 3: Resultados de exactitud para fenitoina, elacridar
y tariquidar. Los % de valores nominales se encuentran
dentro de los parametros establecidos por la Guia de
Validacion de Métodos Bioanaliticos.

Analitos Controles % vl:lrgffifmal
CB 89.70
Fenitoina CM 98.98
CA 97.69
CB 98.68
Elacridar CM 97.83
CA 98.27
CB 97.76
Tariquidar CM 97.35
CA 99.47

* CB = control bajo, CM = control medio, CA = control alto.

Recuperacion

La eficiencia del método de extraccion se determind
como porcentaje de recuperacion. Se obtuvo un porcentaje
promedio de recuperacion superior al 97% para fenitoina,
96% para eclacridar y 94% para tariquidar (tabla 4),
cumpliendo asi con lo establecido por la Guia de Validacion
de Métodos Bioanaliticos.
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Tabla 4: Resultados de recuperacién para fenitoina, elacridar y tariquidar. Los % de valores nominales se encuentran
dentro de los parametros establecidos por la Guia de Validacion de Métodos Bioanaliticos.

Analitos Controles % vz;gfl:::ina]
CB 97.42
Fenitoina CM 98.49
CA 100.62
CB 97.15
Elacridar CM 96.16
CA 97.28
CB 94.83
Tariquidar CM 94.73
CA 99.58

* CB = control bajo, CM = control medio, CA = control alto.

Estabilidad

No se observaron variaciones en la concentracion de fenitoina, elacridar y tariquidar cuando se somete a las distintas

condiciones de almacenamiento descritas (tabla 5).

Tabla 5: Resultados de estabilidad para fenitoina, elacridar y tariquidar. Los % de valores nominales se encuentran
dentro de los parametros establecidos por la Guia de Validacion de Métodos Bioanaliticos.

Fenitoina Elacridar Tariquidar
Condiciones C Promedio Promedio Promedio
% VN % VN % VN
CB 96.70 100.73 100.26
1 ciclo CM 100.35 101.67 102.85
CA 101.68 100.04 102.77
Estabilidad de CB 95.83 98.50 95.34
congelacion y 2 ciclos CM 98.94 98.38 98.64
descongelacién CA 101.96 98.73 97.77
CB 94.75 96.10 95.57
3 ciclos CM 100.34 96.31 94.31
CA 101.92 95.50 94.97
CB 100.80 99.49 97.58
5 horas CM 100.55 99.22 97.92
Estabilidad en mesa Ca 100.64 100.85 98.20
de trabajo CB 94.36 98.07 93.10
24 horas CM 99.13 96.79 94.37
CA 99.42 98.47 94.83
CB 101.35 100.39 99.46
C(‘fggec}é‘;a cM 101.70 99.26 100.69
Estabilidad de CA 104.01 99.90 100.16
muestra preparada CB 95.84 101.09 100.86
En inyector automatico CM 99.69 101.37 100.80
CA 98.47 102.77 100.01
CB 96.67 96.38 98.69
1 mes CM 103.17 99.08 99.06
Estabilidad a largo CA 105.87 101.48 101.23
plazo CB 99.33 97.59 95.11
3 meses CM 98.27 98.81 93.73
CA 102.65 99.07 95.13

* % VN = porcentaje valor nominal, CB = control bajo, CM = control medio, CA = control alto.
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DISCUSION

Los métodos desarrollados para la cuantificacion de
fenitoina e inhibidores de la Glicoproteina-P (Gp-P) fueron
lineales en el rango de en el rango de 100 a 50 000 ng/mL
(LC = 36.98 ng/mL, LD = 98.79 ng/mL) e inhibidores de
100 a 20 000 ng/mL (LC = 36.98 ng/mL, LD = 98.79 ng/
mL), obteniéndose un coeficiente de variacion mayor al
0,999. De esta forma se cumple con lo requerido en la Guia
de Validacion de Métodos Bioanaliticos (8).

Un aspecto importante durante el desarrollo de un método
analitico, recae en el volumen necesario de muestra para
analizar. Muchos métodos anteriormente descritos requieren
un volumen de muestra de 0.5 a 1 mL para la cuantificacion
de estos analitos (2,7,9,10). En el presente trabajo, el método
establecido trabaja con un volumen de 0.1 a 0.2 mL de plasma.
De esta manera contamos con un método mas practico, por
adaptarse volimenes menores de plasma, fundamental para
el trabajo en muestras de animales de experimentacion y para
técnicas que requieran un muestreo continuo, es decir varias
tomas de muestra.

Se obtuvo, también, un método eficiente de extraccion
para la cuantificacion de fenitoina, elacridar y tariquidar en
plasma de rata. Para la preparacion de las matrices biologicas
se han reportado dos métodos de extraccion: liquido-liquido
y por precipitacion de proteinas plasmaticas (6,7,9-12). La
gran mayoria utiliza la extraccion liquido-liquido (13-16).
Sin embargo, este tipo de extraccion es de cierta forma,
mas complicada y requiere mas tiempo para su realizacion.
En el presente trabajo se us6 el método de extraccion por
precipitacion de proteinas y se obtuvo una recuperacion del
analito superior al 97% para fenitoina y 93% para inhibidores
de la Gp-P, demostrando que el método desarrollado permite
analizar en forma eficaz el analito en la matriz bioldgica,
utilizando un método de extraccion rapido y sencillo de
ejecutar.

Parala deteccion y cuantificacion de fenitoina en muestras
plasmaticas, se han desarrollado numerosos trabajos usando
HPLC (2,6,7,9,11,12,17-19). Sanches et al., Oliveira et al.
y Bhatti et al. reportaron la deteccion de fenitoina a una
longitud de onda de 210 nm, por obtenerse una mayor area
de fenitoina (5,7,9), al igual que lo observado en el presente
trabajo.

La principal ventaja de este método radica en su
simplicidad ya que usa uno de los sistemas mas comunes
de deteccion (DAD), la condicidon mas simple de elucion
(isocratica), una fase movil binaria ACN:Buffer acetato
10mM pH=5.2 (27.5:72.5) y un flujo bajo (I mL/min).
Ademas, garantiza una alta sensibilidad (LC = 36.98 ng/mL,
LD = 98.79 ng/mL) y; buena precision, exactitud y simetria
de los picos. Fenitoina demostré ser estable en ciclos de
congelamiento y descongelamiento, en mesa de trabajo, a
temperatura ambiente, congelada a -20 °C y estabilidad de
largo plazo de hasta por 3 meses a -20 °C.

Existen pocos métodos para la deteccion de inhibidores
de la Gp-P utilizando HPLC (20-25) de los cuales los trabajos
de Moulari et al., Nieto et al. y Hubensack et al. cuantifican
a elacridar y tariquidar simultaneamente (20,22,24). Estos
métodos usan sistemas de deteccion como fluorescencia
y espectro de masas, si bien mas sensibles que un DAD,
también son mas costosos y pueden llegar a requerir personal
especialmente capacitado para su manejo. En el presente
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trabajo se presenta un método para la cuantificacion de
ambos inhibidores utilizando un detector econdémico y
comun (DAD).

Las longitudes usadas en los trabajos anteriormente
reportados van desde 227nm hasta 524nm (21,23,24). En
el método desarrollado se probaron las longitudes de onda
de 210 nm, 227 nm y 254 nm, y no se encontr6 diferencia
significativa entre las 4reas obtenidas para elacridar y
tariquidar, pero si entre las areas obtenidas para su EI siendo
mayor a 210 nm, longitud establecida para el desarrollo del
método no mostrando inconvenientes de ruido.

La principal ventaja de este método, al igual que método
fenitoina, radica en su simplicidad ya que usa uno de los
sistemas mas comunes de deteccion (DAD), la condicion
mas simple de elucion (isocratica) y un flujo bajo (1 mL/
min). Ademas, garantiza una alta sensibilidad y; buena
precision, exactitud y simetria de los picos. Los inhibidores
demostraron ser estables bajo ciclos de congelamiento
y descongelamiento, en mesa de trabajo, a temperatura
ambiente, congelados a -20 °C y estabilidad de largo plazo
de hasta por 3 meses a -20 °C.

CONCLUSIONES

Se desarrolld y validé un método rapido y especifico
por HPLC-DAD para la determinacién de fenitoina y de
inhibidores de la Glicoproteina-P (elacridar y tariquidar)
en muestras plasmaticas de rata. El método se validé para
linealidad, selectividad, precision, exactitud, recuperacion
y estabilidad. Por tanto, se puede emplear en el analisis
de muestras obtenidas en estudios de farmacocinética,
biodisponibilidad y monitorizacion de farmacos.
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