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1. OBJETIVO.

Establecer todos los parametros necesarios para la cuantificacion de los niveles séricos de Efavirenz mediante la técnica de cromatografia
liquida.

2. ALCANCE.

Este protocolo serd aplicado a todas las muestras que lleguen a la Corporacidn para Investigaciones Bioldgicas — CIB - con el objetivo de
determinar niveles séricos de Efavirenz.

3. NOTAS DE CAMBIO
N.A.
4. RESPONSABILIDAD.

Es responsabilidad de los investigadores y/o equipo técnico que tengan a su cargo el protocolo aplicar correctamente este procedimiento
acorde con las normas y recomendaciones fijadas en éste documento. Ademas, es responsabilidad del Investigador principal velar por el
cumplimiento del mismo.

5. GLOSARIO Y SIGLAS.

e Inhibidor de la transcriptasa inversa: Los inhibidores de la transcriptasa inversa son farmacos que inhiben a la polimerasa
de DNA dependiente de RNA y codificada por el VIH que convierte al RNA virico en DNA provirico, que luego se incorpora
en un cromosoma de la célula hospedadora. Esta polimerasa es conocida también como transcriptasa inversa.

e  SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida, se le llama asi al conjunto de enfermedades de diferente tipo (tumorales,
infecciosas, entre otras), que resultan por la infeccidn del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

6. CONTENIDO.
6.1. GENERALIDADES:

El Efavirenz es un inhibidor no nucledsidos de la transcriptasa reversa (NNRTI) por sus siglas en ingles), y se utiliza como parte de la terapia
antirretroviral de gran actividad (HAART) para el tratamiento del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tipo |, para infeccién de VIH
que no haya sido tratada anteriormente; Efavirenz y Lamivudina en combinacién con Zidovudina o Tenofovir es el régimen preferido
basado en inhibidores no nucledsidos de la transcriptasa reversa (NNRTI).

Efavirenz también se usa en combinacidén con otros agentes antirretrovirales como parte de un régimen profilactico post-exposicién a
materiales asociados a un alto riesgo de transmision del VIH con el fin de prevenir dicha transmision.

El efavirenz se emplea para tratar la infeccidon por VIH. Nunca se debe emplear solo, los especialistas en tratamiento antirretroviral lo
deben administrar en combinacion con otros farmacos. La decision sobre el mejor momento para comenzar el tratamiento antirretroviral
debe tomarse de acuerdo con los resultados de pruebas de laboratorio como el conteo de linfocitos T CD4, carga viral, historia clinica,
resistencias a medicamentos y la preferencia del paciente
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Los inhibidores de transcriptasa inversa: nucledsidos o no nucledsidos, actian sobre el mismo objetivo: la enzima transcriptasa
reversa que juega un papel esencial en la infeccidn por VIH. Esta enzima permite la conversién del ARN del virus de inmunodeficiencia
humana en ADN, aprovechando el ADN de los linfocitos T-CD4. En contraste con otros ITR que actuan directamente sobre el espacio activo
de la transcriptasa inversa, los ITR no nucledsidos se adhieren a la transcriptasa inversa y evitan que el ARN del VIH se transforme en ADN.
De esta manera, el virus no puede insertar su informacion genética en las células sanas y se evita su duplicacion.

El efavirenz es ineficaz contra el VIH tipo 2, porque la transcriptasa inversa de este tipo del virus posee una estructura distinta a la del
VIH-1, lo que le confiere una resistencia intrinseca a los medicamentos de la familia de los ITRNN.3 En tanto que todos los antirretrovirales
de la familia ITRNN poseen una estructura similar, las mutaciones del VIH que producen la resistencia al efavirenz suelen producir también
cepas resistentes a otros farmacos del mismo grupo, como la nevirapina y la delavirdina. La mutacion mas comun al efavirenz es conocida
como K103N, que también es comun en el caso de tratamientos prolongados con base en algin farmaco de la familia ITRNN.

Los medicamentos contra el VIH no curan la infeccidén por ese virus ni el SIDA, pero el uso diario de una combinacidon de ellos (llamada
régimen de tratamiento del VIH) ayuda a las personas seropositivas a tener una vida mas larga y sana. Esos medicamentos también
reducen el riesgo de transmision del virus.

Todos los medicamentos antirretrovirales presentan efectos adversos en los pacientes que los estan usando, aunque el Efavirenz es
generalmente bien tolerado puede presentar sintomatologias no deseadas tales como erupciones cutdneas, nausea, las cuales pueden
desaparecer a los pocos dias de haber iniciado el tratamiento. Debido a que el efavirenz tiene la capacidad de penetrar en el sistema
nervioso central, algunos de los efectos colaterales mas comunes de este medicamento suelen ser de indole neurolégica. Los estudios al
respecto indican que esta sustancia puede producir jaqueca, mareos, pérdida de la concentracion, insomnio, pérdida de la memoria. Los
efectos colaterales del efavirenz suelen aminorar en la medida que el organismo se adapte al medicamento, aunque en casos muy raros
los efectos pueden ser mayores. Se ha sefialado que algunos pacientes bajo tratamiento con efavirenz pudieron
presentar depresidn grave, desarrollo de conductas agresivas, conductas suicidas o intentos de suicidio, ideas paranoides y manias.

Se recomienda hacer un seguimiento a las concentraciones del medicamento en sangre, como herramienta para la toma de decisiones
que ayuden a una buena terapia farmacoldgica y la disminucidn de eventos adversos y falla terapéutica.

6.2. DESCRIPCION.
6.2.1 Principio del Método

El método se basa en la separacion del metabolito (Efavirenz), de todos los demas compuestos que estén presentes en la sangre, mediante
métodos quimicos como la precipitacién de proteinas y procesos de filtracidn y la posterior inyeccidn a un sistema cromatografico. La
sefial generada en el detector a un tiempo de retencién determinado por un patréon puro del compuesto es interpretada en términos de
concentracion y con ello se hace una prediccion de los niveles séricos del metabolito en el paciente.

6.2.2 Rango de Trabajo

El rango de trabajo esta determinado por el pardmetro de la linealidad, que va desde 0.078125 hasta 10.0 pg/mL. Ademas, se debe
establecer un cronograma de actividades acorde con las necesidades y disponibilidad de equipos. En todo caso el proceso de
cuantificacion requiere una disponibilidad diaria en la cual se cumplan dia a dia y en la semana diferentes actividades relacionadas con la
estandarizacion del proceso.

6.2.3 Equipos, reactivos, materiales y elementos de proteccion
v EQUIPOS
a) Sistema HPLC: bomba cuaternaria, detector de UV con longitud de onda variable y arreglo de diodos, desgasificador,
automuestreador, compartimiento termostatizado de columnas.
b)  Balanza analitica (0,0001 g de precision).
c) Bafio ultrasonido.
d)  pH metro (0,05 pH de precision).
e)  Micropipetas.

f) Vortex.
g) Centrifuga.
v' REACTIVOS

a)  Estandar de Efavirenz (EFV).
b)  Estandar Posaconazol (PCZ).
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c) Dimetilsulféxido (DMSO).
d)  Acetonitrilo (ACN).
e) Aguatipol.
v MATERIALES
a) Frascos de laboratorio de 250, 500 o 1000 mL.
b) Balones volumétricos de 10,0 mL.
c)  Tubos Falcdn tapa rosca.
d)  Tubos eppendorf para centrifuga.
e)  Puntas para micropipetas de 100, 200 y 1000 pL.
f) Jeringas.
g)  Filtrosy viales.
v" ELEMENTOS DE PROTECCION
a) Caretas.
b)  Guantes.
c)  Gafas de laboratorio.
d) Batade laboratorio.

6.2.4. Puntos de control

Se debera tener especial cuidado con el material de vidrio utilizado durante todo el proceso, especialmente con el que sea reutilizado,
garantizando una total limpieza de este para no tener contaminaciones cruzadas. Adicionalmente, se recomienda trabajar en campafias
con el fin de que todo proceso que se termine sea descartado o almacenado seguin necesidad y no afecte los procesos posteriores.

Al momento de preparar las soluciones madre, stock, curvas o muestras dopadas se debera estar muy atento a las mediciones realizadas,
ya sean pesos o volumetrias, verificar antes del proceso la balanza, micropipetas, pipetas volumétricas o cualquier elemento que se vaya
a utilizar para realizar mediciones.

Durante el proceso de la validacion se tendran como puntos de control los mismos tres niveles con los cuales se realizardn las pruebas de
estabilidad, precision y exactitud: nivel inferior (0.15625ug/mL), nivel medio (5.0ug/mL) y nivel superior (10.0ug/mL). Ademas, en el
momento de realizar las determinaciones en pacientes se deberd preparar una curva de calibracidon en solucién diluyente mas las
soluciones a los tres niveles mencionados como control por dia de trabajo.

6.3. Desarrollo del método

v Al iniciar el dia de trabajo se deberd garantizar que el equipo y la columna estén en dptimas condiciones por lo cual se realizard
un lavado del sistema cromatografico, purgando los canales del cromatdégrafo y lavando la columna y la precolumna si es preciso.

v Se procedera a realizar corridos de ensayo hasta optimizar los corridos cromatograficos.

6.3.1 TIEMPOS DE ANALISIS:

Preparacion de curva de calibracidn, solucién buffer y solucidn diluyente: 30 minutos
Preparacion de muestras (1 bloque): 40 minutos

Duracién de cada corrido en solucién diluyente: 8,0 minutos

Duracidn de cada corrido en suero: 8,0 minutos

Corridos de ensayo: 3 (30 minutos Aprox).

6.3.2 PREPARACION DE SOLUCIONES:

v Preparacion de la solucién de estandar interno (IS)

Pesar 1.0mg de Posaconazol estdndar primario. Disolver en 1.0mL de Dimetilsulfoxido, para alcanzar una concentracién de 1.0mg/mL.
Agitar en vortex durante dos minutos y llevar a ultrasonido durante 5 minutos. Esta solucidn final es utilizada como estandar interno (IS)
para todos los ensayos.

v Preparar la curva de calibracién en solucion diluente, plasma o en suero como se indica a continuacion:
Pesar 2.0 mg de estandar primario de Efavirenz y llevar a un tubo eppendorf. Adicionar 2.0mL de Dimetilsulféxido someta a ultrasonido
durante 5 minutos, para obtener una concentracién conocida de 1.0mg/mL (marcar como solucién madre de Efavirenz).

3-12
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Efavirenz PREPARACION
(ng/mlL)
10.0 Tomar 10pL de solucién madre y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 990uL de solucién diluyente*.
5.0 Tomar 500pL de solucidn 10.0ug/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500ul de solucion diluyente*.
2.5 Tomar 500uL de solucidn 5.0ug/mLy llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de solucidn diluyente*.
1.25 Tomar 500uL de solucidn 2.5.0ug/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de solucidn diluyente*.
0.625 Tomar 500uL de solucidn 1.25ug/mL vy llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de solucidn diluyente*.
0.3125 Tomar 500uL de solucidn 0.625ug/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de solucidn diluyente*.
0.15625 Tomar 500pL de solucion 0.3125ug/mL y llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de solucion diluyente*.
0.078125 Tomar 500pL de solucion 0.15625ug/mLy llevar a tubo eppendorf. Adicionar 500uL de solucidn diluyente*.

* Solucion diluyente: Acetonitrilo: Agua Tipo | (60:40) o Suero segun corresponda.

6.3.3 Preparacion de las muestras de Control de Calidad
Prepare muestras de suero cargado a tres concentraciones diferentes (baja, media y alta) como se indica a continuacion:

CONCENTRACION (ug/mL) PREPARACION

. Tomar 500pL de solucion de 0.625ug/mL y llevar a tubo eppendorf.
Baja 0.15625 Adicione 500uL de Suero.
. Tomar 500pL de solucion 10.0ug/mL y llevar a tubo eppendorf.
Media 5.0 .
Adicione 500uL de suero.
Alta 10.0 Tomar 10,0ulL de solucién madre y llevar a tubo eppendorf.
’ Adicione 990uL de suero.

Realizar el proceso de extraccion por duplicado como se indica a continuacion en: (preparacidn de la muestra de ensayo).

6.3.4 Preparacion de la muestra de ensayo (Efavirenz suero humano)

Tomar 150uL de muestra y adicionarlos a un tubo eppendorf para sedimentacion que contenga: 1ul de solucidn estandar interno (IS) de
Posaconazol y 149l de acetonitrilo. Agitar en vortex durante 30 segundos y posteriormente llevar a centrifuga a 14100 gravedades a
25°C durante 15.0 minutos. Filtrar e inyectar 10 pL en el sistema cromatografico.

Tabla I. Condiciones cromatograficas para la determinacion sérica de Efavirenz.

Parametro Caracteristicas
Método Isocratico 40:60 Agua Tipo I: Acetonitrilo
Flujo 1.0 mL/minuto
Volumen de inyeccién 10,0 uL
Deteccion UV; 250 nm.
Columna C18, 150 * 4,6 mm, tamafio de. particula 5 um. Agilent
Technologies.
Pre-columna C18, 20*4,6 mm. Agilent technologies.

Temperatura de columna 25°C
Estandar interno (1S) Posaconazol
Unidades de concentracion pg/mL

Tiempo de retencidon en
minutos

Posaconazol: 4.360
Efavirenz: 6.305

Tiempo de corrido

8.0 minutos
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7. Parametros de la Validacion

7.1. Selectividad — Especificidad

La selectividad se refiere a la capacidad del método para producir una respuesta para el analito de interés distinguible de todas las otras
respuestas de los demas componentes de una mezcla potencialmente compleja (ICH Q2A, 1995). Un método analitico es especifico para
una sustancia determinada si garantiza que la magnitud medida es debida solamente a la sustancia objeto del analisis y si permite su
cuantificacion a partir de un parametro fisicoquimico caracteristico de la misma.

Procedimiento a seguir

. Analizar seis muestras blanco de la matriz bioldgica, las cuales deberan pertenecer a individuos distintos que no deben haber
recibido tratamiento con el medicamento en cuestion.

. Aquellas muestras blanco que presenten una interferencia significativa (> 20%) de la respuesta del limite de cuantificacion,
deberan ser rechazadas.

. Si el nimero de muestras rechazadas es mayor al 10% del total de muestras blanco estudiada se debe analizar un nuevo lote de
muestras.

. Comparar los cromatogramas representativos de dichos blancos con cromatogramas correspondientes al limite de
cuantificacién para examinar las sefiales obtenidas de cada caso.

. Evaluar la presencia de picos interferentes de un analito o metabolitos entre siy sobre el estandar interno en caso que se utilice.

Criterio de aceptacion
Las respuestas de los picos interferentes en los tiempos de retencidn de los analitos deberan ser menores del 20% de la respuesta del
limite de cuantificacion.

7.2. Curva de calibracion (linealidad)

La curva de calibraciéon de un método analitico es la relacidn existente entre la respuesta instrumental que produce un determinado
analito y las concentraciones del mismo.

Procedimiento a seguir

. Preparacion de la curva de calibracién

Realizar tres curvas de calibracion con muestras patrén preparadas en la misma matriz que las muestras a cuantificar afiadiendo
concentraciones conocidas del/los analito(s) y sometiéndolas al proceso de extraccion y analisis.

Definir el rango de concentraciones en las cuales se va a trabajar. El rango vendra determinado por las concentraciones esperadas en las
muestras. En este caso el rango va desde los 0.078625ug/mL hasta los 10ug/mL. Tomar como minimo cinco muestras patron distribuidas
a lo largo del rango, junto con el blanco.

. Determinacion de la funcion respuesta

Representar o graficar las respuestas de los patrones de calibrado en funcidn de la concentracién y hacer un anélisis visual.

Obtener los pardmetros caracteristicos de la curva de calibracién, esto es, el coeficiente de correlacion, la ecuacién de la curva, asi como
el error relativo porcentual (ER%) de cada uno de los patrones que forman la curva de calibracion.

Modelo de calculo
X — x;
ER% = || ——
Xi

Siendo x; los valores teéricos y x;"los valores experimentales estimados por aplicacién de la ecuacién que define la curva de calibracion.

(Si es unarecta: x; = e ).
b
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Relacion de areas Concentracion experimental %R

CONCENTRACION

Recta 1 Recta 2 Recta 3 Recta 1 Recta 2 Recta 3 Recta 1 Recta 2 Recta 3

Media
[ER2¢]
Parametro | Rectal | Recta 2 | Recta 3
a
b
r
R2

Criterio de aceptacion

El ER% de cada uno de los patrones presentes en las curvas de calibracién no debera ser superior al + 15% de la concentracidon nominal,
excepto para el limite de cuantificacion que podra ser como maximo del 20%. Este criterio debera cumplirse para al menos 2/3 de los
patrones de calibracidn de cada una de las curvas, incluyendo el limite superior e inferior del rango.

7.3. Recuperacion

La recuperacion, se define como la eficacia en la extraccién del analito a partir de la matriz bioldgica.

Procedimiento a seguir

Comparar la respuesta del analito extraido en una muestra bioldgica con la respuesta de la misma cantidad de analito sin extraer
(recuperacion del 100%).

Determinar la recuperacion a tres concentraciones distintas (baja, media y alta) dentro del rango establecido.

Realizar este procedimiento con cada una de las matrices que valla a utilizar.

Modelo de cdlculo

%R =— x 100%

=X

X=valor medio
p= valor verdadero

Criterio de aceptacion

La recuperacién no es un parametro relevante, esta ligado a la sensibilidad y al limite de cuantificacion, preferiblemente préoxima al 100%,
por lo tanto al momento de realizar ensayos de precisidon y exactitud inter laboratorio (transferencia de método), se debera realizar este
parametro en cada uno de los equipos con el fin de determinar la capacidad de recuperacién del método en cada uno de estos.

7.4. Exactitud y precision
La exactitud es la capacidad del método analitico para proporcionar resultados lo mas cercanos posibles al valor teérico (valor nominal).

La precision es el grado de dispersidn de los resultados analiticos respecto a su valor medio.
La precision y la exactitud deben valorarse a dos niveles: INTRAENSAYO e INTERENSAYO.

6-12
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Procedimiento a seguir

. Preparar una curva de calibracidn por cada dia de trabajo, con la cual se estimaran las concentraciones de las muestras cargadas
a tres concentraciones diferentes (alta, media y baja del rango de linealidad establecido) en la matriz bioldgica. Esto se debe realizar por
triplicado.

Los niveles de concentracion se establecen de la siguiente forma:

. Nivel bajo: inferior o igual a tres veces el limite de cuantificacidon
. Nivel medio: mitad del rango de concentracion
. Nivel superior: entre el 75-100% del patrén de calibrado de mayor concentracion.

Modelo de cdlculo

Exactitud
Concentracion media determinada — Concentracion tedrica

ER%z(

— — ) X 100
Concentracion tedrica

Precision
Desviacion estdandar

CV (%) = ( ) x 100

Concentracion media determinada

Tablas para Precisién y Exactitud inter ensayo.

Realizar una tabla que corresponda a cada uno de los tres ensayos.

CONCENTRACION Relacion Concentracion ER (%)
TEORICA de dreas determinada
ALTA
Media
%CV
MEDIA
Media
%eCW
BAJA
Media
%eCW

Precisién y Exactitud inter ensayo
(n =9, 3 ensayos)
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PRECISION Y EXACTITUD INTERENSAYO
(n=3, 3 ensayos)

Concentracion Concentracion
tedrica determinada

Media=
V=
ER=

Media=
V=
ER=

Media=
V=
ER=

Criterio de aceptacion

Error Relativo Porcentual (ER%): =+ 15%
Coeficiente de Variacién (%CV)< 15%
Para las concentraciones baja, media vy alta.

7.5. Precision y exactitud Inter-Laboratorio:

Se debera seguir el mismo procedimiento de la precision y exactitud inter e intra ensayo
Criterio de aceptacion

Los mismos criterios anteriores:

Error Relativo Porcentual (ER%): = + 15%
Coeficiente de Variacidn (%CV)< 15%
Para las concentraciones baja, media y alta.

7.6. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién (LC) es la minima concentracidon de un analito que podemos determinar con una precision y exactitud
adecuadas.

Procedimiento a seguir

. Preparar una curva de calibrado en suero que incluya tres niveles de concentraciéon que se suponen cercanos al limite de
cuantificacion.

. De esta curva de calibrado a concentraciones bajas extrapolar a concentracién cero la ecuacién, para obtener el valor medio de
la sefial ruido (Yp)).

. Para el célculo de la desviacidn estandar de la sefial proporcionada por el ruido (Si), construir una recta tomando como ejes de
ordenadas las desviaciones estandar de las respuestas y como eje de abcisas las concentraciones estudiadas.

Ecuacion para determinar limite de cuantificacion y limite de deteccion

CL=Yp +(K*Sy)

m * n%
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Dénde:
CL = Concentracion de analito en el limite de cuantificacion o deteccién.
K = constante que usualmente se considera igual a 10 para el LC e igual a 3 para el LD

Yp = Sefial ruido correspondiente al valor del intercepto de la curva de calibrado obtenida al representar la respuesta del método frente
a la concentracion de analito cercanas al limite de cuantificacion esperado

m = Pendiente de la curva de calibrado en suero obtenida en el estudio de la linealidad de analito.

Spi = Desviacion estandar de la sefial ruido correspondiente al valor del intercepto al extrapolar las desviaciones estandar de las respuestas
a concentraciones cercanas al limite de cuantificacién versus concentracién.

N = 3 Ndmero de réplicas.

7.7. Estabilidad

Es un requerimiento basico la demostracidn de la estabilidad de la muestra y de los patrones durante el tiempo comprendido entre su
preparacion y la finalizacién del analisis.

Procedimiento a seguir

Estabilidad de las soluciones patron.
Evaluar la estabilidad de las soluciones patrén a concentraciones diferentes (alta, media y baja) y bajo diferentes condiciones de
almacenamiento (temperatura ambiente, nevera, congelador etc.).

Estabilidad durante el proceso de congelacion / descongelacion.

Preparar tres muestras (baja, media y alta) y someterlas al proceso de congelacién a —20°C o a la temperatura que estaran almacenadas
las muestras analiticas. Una vez congeladas, se dejan descongelar hasta llegar a la temperatura ambiente. Realizar este proceso tres veces,
realizandose el analisis por triplicado. (Tener en cuenta las condiciones reales en que se haran los bioandlisis, éstos deben definir qué
criterio seguir)

Estabilidad del procesado de la muestra.

Tomar tres alicuotas de cada una de las muestras patron y mantenerlas a temperatura ambiente, o a la temperatura de trabajo, durante
un periodo de tiempo igual o superior al que las muestras permaneceran a esta temperatura durante los analisis rutinarios (1, 2, 5y 10
dias). Analizar comparando el valor obtenido con el teérico.

Asi mismo, es aconsejable, trabajar la estabilidad tanto de las soluciones patrén como del analito en suero en el inyector automatico.
El disefio de la estabilidad dependera de las necesidades que se tengan en cada método bioanalitico. Ademas se recomienda verificar la
estabilidad a largo plazo, segln la necesidad de método (5, 15 o 30 dias).

Modelo de cdlculo

%R =— x 100%

=X

X=valor medio
p= valor verdadero
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Estabilidad después de varios ciclos de Congelacion/Descongelacion
Concen}tlracién Area w:g:celgc(:;nf Area f:;:'ﬁzr:::ar: %CV Promedio
Teorica BASAL .. ¥ CV
descongelacion (36)
Primero
BAJA Segundo
Tercero
Primero
MEDIA Segundo
Tercero
Primero
ALTA Segundo
Tercero

Criterio de aceptacion

CV(%) < 20% Aunque segun FDA tiene un criterio de aceptacidn de hasta + el 20% de variacion en este parametro, nuestro laboratorio
aceptara una variacion maximo del 10%.

ER(%) Aunque segln FDA tiene un criterio de aceptacion de hasta + el 20% de error en este parametro, nuestro laboratorio aceptara un
error maximo del 10%.

8. CUANTIFICACION DE MUESTRAS DE LOS PACIENTES:

Al momento de llegar una muestra a la CIB para analisis de niveles plasmaticos o séricos de Efavirenz se deberd verificar: el estado, si
conserva la cadena de frio, si se encuentra debidamente identificada y si su empaque se encuentra en buenas condiciones.

Luego se da inicio a la etapa bioanalitica, se procedera a la preparacion de las muestras seguin el procedimiento bioanalitico anteriormente
validado. Durante esta etapa se debera preparar una curva de calibracién en solucién diluente, ademas se utilizaran tres muestras control
por duplicado, las cuales corresponden a los tres niveles determinados en la validacién como bajo (0.15625ng/mL), medio (5.0ng/mL) y
alto (10.0ng/mL), correspondiendo esto a los controles utilizados durante el procesamiento de la muestra en estudio; tanto la curva como
los controles se deberan preparar por cada lote de preparacion de muestras. Con este procedimiento se lleva un control de la precision y
exactitud del método bioanalitico.

Curva de calibrado

Concentracion tedrica Relacién Concentracion Curva de
del patron de calibrado ! determinada ER (%) .
de areas calibrado
(ng/mL) (ng/mL)
0.078125
0.15625
0.3125 y=bx+a
0.625 b=
1.25 a=
2.5 r=
5.0
10.0
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Muestras patrén de control de calidad

Concentracion Relacion de Concentracion ER (%)
tedrica (ug/mL) areas determinada (ug/mL) ?
0.15625
Media
%CV
5.0
Media
%CV
10.0
Media
%CV

Por Gltimo con una regresion lineal se hara una prediccion de la cantidad de metabolito en sangre o la concentracidn sérica de este. Y se
procederd a elaborar un informe donde se consigne toda la informacidn y el resultado de la prueba.
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