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Resumo

Estudos de bioequivaléncia sdo exigidos para a liberagao de medicamentos genéricos para o
mercado. Freqiientemente o delineamento crossover 2 x 2 é utilizado com a administracao a
voluntérios sadios de duas formulagoes (7' = teste e R = referéncia). Seguindo um cronograma
previamente estabelecido, sao coletadas amostras de sangue e determinadas as concentracgoes do
farmaco para gerar as seguintes medidas farmacocinéticas: area sob a curva de concentracao
plasmatica versus tempo (ASC'), o pico de concentragao plasmatica (C'max) e o tempo no qual a
concentragao méaxima foi alcan¢ada (T'max). Para declarar que dois medicamentos sao bioequi-
valentes os intervalos de 90% de confianca para a razao ou diferenga das médias tanto para ASC
quanto para C'max devem estar totalmente dentro do intervalo de bioequivaléncia. Ha exigéncia
em termos de T'max somente quando este for clinicamente relevante. A equipe estatistica tem
um papel importante em estudos de bioequivaléncia, tanto no planejamento como na analise dos
dados, seguindo uma metodologia especifica. No planejamento destacam-se a determinagao do
cronograma de coleta e o calculo do namero de voluntérios. Na pratica aparecem varios pro-
blemas, tais como a violacao de pressupostos dos métodos estatisticos, além da ocorréncia de
nao-conformidades. Outro questionamento recorrente é se as regras vigentes dos 6rgaos regu-
ladores sao realmente razoéveis, se podem ser flexibilizadas ou devem ser adaptadas em certas
circunstancias. Nesse trabalho, varias situagoes com incidentes que podem ou nao ser evitados,
foram abordadas através de estudos de simulagdo de Monte Carlo visando aprofundar o conhe-
cimento sobre o planejamento e a anélise dos dados. Foram realizados dois tipos de estudos: no
primeiro foi gerada a medida farmacocinética diretamente e no segundo a curva de concentragao
individual. Alguns fatores podem prejudicar a conclusao de bioequivaléncia, tais como, a utiliza-
¢ao de um ntimero de voluntarios menor que o necessario e a ocorréncia de observagoes atipicas.
Em geral, o coeficiente de variacdo de Cmax tente a ser maior que o de ASC e os percentuais
de conclusoes de bioequivaléncia para C'maz nao sao superiores aos percentuais para ASC. Um
aspecto fundamental do planejamento é o cronograma de coleta. N&o existe um cronograma
padrado, mas a recomendagao é que as caracteristicas das medidas farmacocinéticas devem ser
consideradas. Uma opgao interessante é simular possiveis cronogramas e juntamente com as
informagoes sobre o farmaco elaborar o cronograma de coleta. Se os farmacos sao realmente bio-
quivalentes e o estudo for bem conduzido, espera-se que o resultado seja favoravel. Entretanto, na
pratica nao se pode ignorar dois possiveis erros: (i) apesar de haver bioequivaléncia entre T" e R,
a conclusao é de nao bioequivaléncia; (ii) 7' e R nao sao bioequivalentes, mas a conclusao é pela
bioequivaléncia. O primeiro erro é relacionado ao patrocinador e o segundo ao paciente. Como
o compromisso de um centro de bioequivaléncia, e em particular da equipe estatistica, é com a
verdade e nao com interesses do patrocinador do estudo, torna-se fundamental a observancia das

boas praticas estatisticas, objeto deste trabalho.
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1 Introducao

Quando a patente de um medicamento de referéncia é extinta, outros laboratérios farma-
céuticos que desejam produzir e comercializar este medicamento precisam da aprovagao de um
orgao fiscalizador. A legislacdo brasileira estabelece que, para um medicamento ser registrado
como genérico, é necessario que se comprove sua equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia em

relagao ao medicamento de referéncia indicado pela ANVISA (RDC N° 135, 2003).

N

A equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos relaciona-se & comprovacao de que
ambos contém o mesmo farmaco (mesma base, sal ou éster da mesma molécula terapeuticamente
ativa), na mesma dosagem e forma farmacéutica, o que pode ser avaliado por meio de testes in

vitro.

Além dos estudos in vitro sdo necessarios também estudos de biodisponibilidade e de bioe-
quivaléncia que comprovem a eficicia e a seguranca do medicamento. A biodisponibilidade de
um farmaco é a quantidade e velocidade a qual o principio ativo é absorvido e se torna disponivel

no seu sitio de agao.

O medicamento referéncia é, geralmente, o inovador cuja a biodisponibilidade foi determi-
nada, durante o desenvolvimento do produto, e que teve sua eficicia e seguranga comprovadas
por meio de ensaios clinicos, antes da obtencao do registro junto ao érgao federal para comer-
cializacdo. A empresa que desenvolveu a formulacdo e a forma farmacéutica adequada & via de
administracao e ao objetivo terapéutico do medicamento, estabelecendo e validando os processos
de fabricacao, bem como as especificagoes que deverao ser reproduzidas posteriormente, lote a
lote (STORPIRTIS et al., 2004). Em geral, o medicamento inovador é considerado medicamento de

referéncia, entretanto, na sua auséncia, a ANVISA indicard o medicamento de referéncia.

Para produzir o medicamento genérico, o laboratério tem que investir no desenvolvimento
farmacotécnico do produto, e esse deve cumprir as mesmas especificagdes in vitro, em relacao
ao medicamento referéncia. Contudo, a formulagao e o processo de fabricagao nao precisam ser
idénticos, isso se deve aos diferentes equipamentos e fornecedores de matérias-primas empregados
por cada laboratoério, desde que essas diferencas nao comprometam a biodisponibilidade entre os

medicamentos.



O estudo de bioequivaléncia compara a biodisponibilidade de dois ou mais produtos. Dois
produtos sao considerados bioequivalentes quando estes forem equivalentes farmacéuticos e, ao
serem administrados, na mesma dose molar e nas mesmas condigbes experimentais, apresen-
tam diferencas em relagdo & biodisponibilidade dentro dos limites pré-especificados. O teste de

bioequivaléncia in vivo é realizado em voluntérios sadios.

A fim de comprovar a biodisponibilidade de um medicamento em relagdo ao produto de
referéncia, devera ser elaborado um protocolo de pesquisa contendo a descricdo da pesquisa
em seus aspectos fundamentais, informagoes relativas ao sujeito da pesquisa, & qualificagdo dos
pesquisadores e todas as instancias responsaveis. O protocolo clinico é o documento que descreve
os objetivos, delineamento, metodologia, consideracgoes estatisticas, e organizacao de um estudo

clinico. O protocolo também contém o historico para o estudo clinico e sua justificativa.

Existem trés etapas no estudo de bioequivaléncia clinica, analitica e estatistica. Na etapa
clinica o projeto de pesquisa, o protocolo experimental e o termo de consentimento livre e es-
clarecido devem ser submetidos a um comité de ética em Pesquisa. Em seguida, selecionam-se
voluntarios sadios através de exames clinicos e laboratoriais, com idades entre 18 e 50 anos e
capazes de fornecer seu consentimento livre e esclarecido. Os individuos sao, entao, internados
e seguem uma dieta padronizada. Os medicamentos sao administrados (dependendo do me-
dicamento pode ser em jejum ou poés prandial) e, de tempo em tempo, sdo coletadas amostras
sanguineas ou de urina. Vale ressaltar que o volume de distribui¢ao de determinado farmaco pode
variar em funcao da idade, sexo, doenca e composicao organica de cada pessoa. Nesse sentido,
sao extremamente importantes os critérios de inclusao dos voluntéarios no estudo, para que se
possa obter caracteristicas o mais homogéneas possiveis, evitando que caracteristicas fisiologicas

dos individuos interfiram nos resultados.

Na etapa seguinte, analitica, é mensurada a concentragao do farmaco nas amostras coletadas

na etapa anterior.

A etapa estatistica comeca, na realidade, antes do inicio do estudo, com o célculo de ntimero
de voluntarios para o farmaco em questao e a elaboragao da lista de aleatorizacao, além de, em
conjunto com a clinica, estabelecer o cronograma de coleta das amostras. Também faz parte
da etapa estatistica a aleatorizagao dos voluntarios, a analise das medidas farmacocinéticas e
a comparacao das biodisponibilidades do medicamento referéncia com o medicamento que estéa

sendo testado.
O papel de cada etapa é ilustrado na Figura 1.1.

No Brasil, o 6rgao fiscalizador é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que
através de resolugoes publicadas no Diario Oficial da Uniao (DOU) regulamenta os requisitos
minimos para um estudo de bioequivaléncia. A ANVISA publicou em 2002 o “Manual de Boas

Praticas em Biodisponibilidade/Bioequivaléncia” contendo informagoes sobre as trés etapas.
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Figura 1.1: Seqiiéncia e interagao dos processos e transferéncia de dados

A equipe estatistica participa de um estudo de bioequivaléncia desde a elaboracao do proto-
colo, com a determinacao do tamanho da amostra, auxilio na definicdo do cronograma de coleta
e aleatorizacao dos voluntarios, até a confeccao do relatério final. Esse documento contem a

analise de dados e o laudo sobre a bioequivaléncia dos farmacos estudados.

1.1 Conceitos fundamentais

As medidas farmacocinéticas sao obtidas a partir das curvas de concentragao sangiiinea do
medicamento versus tempo e conforme a Resolugdo RE N° 1170 (ANVISA, 2006) para cada

voluntario, as seguintes medidas farmacocinéticas devem ser calculadas:
e Cmax: pico de concentragdo maxima do farmaco e/ou metabélito, obtido diretamente,
sem interpolacao dos dados, isto é, a maior concentragao observada;

e T'max: tempo necessario para se atingir Cmax , obtido diretamente, sem interpolagao dos

dados, isto é, o instante em que ocorreu tal concentracao;



e ASCy_4: area sob a curva de concentragao plasmatica do medicamento desde o instante
inicial até o tempo final de observacao (altima concentragdo quantificavel), obtida através

do método dos trapezoides, disponivel por exemplo no software Equivtest ®, versao 2.0;

o ASCy_o: éarea sob a curva de concentragdo plasmética do medicamento desde o ins-
tante inicial até o tempo relativo & completa eliminacdo do farmaco. E calculada como
ASCy_oo = ASCy_t + Ct/ K, sendo C; a tltima concentragdo quantificavel e K, a cons-
tante de eliminagdo. A estimativa de K. é obtida pelo o coeficiente angular da reta de
regressao ajustada utilizando-se as ultimas concentragoes transformadas em escala logarit-

mica e multiplicada por —2,303;

® 11/3: meia vida de eliminagao do farmaco, ¢ o tempo que o organismo leva para eliminar

50% do farmaco, calculada como In2/K,, sendo K, definido acima.

Para a avaliacdo da bioequivaléncia, as principais medidas farmacocinéticas sdo a area sob
a curva de concentragao plasmatica versus tempo (ASC), o pico de concentracdo plasmaética
(Cmazx) e o tempo no qual a concentracdo maxima foi alcancada (T'max). ASC e Cmaz sao

utilizados para avaliar respectivamente a extensao e a taxa de absorcao do farmaco.

A Figura 1.2 ilustra essas principais medidas farmacocinéticas.

Cmax (Pico de concentragdo maxima)

250,0 /

200,0

ASC (Area sob a curva de concentragéo)

100,0

50,0

concentragao (ng/ml)

0,0

1 2 3 4 5 6 & 8 9 10 1 12 B
tempo de coleta (h)

Tmax ( Tempo do pico de concentragdo maxima)

Figura 1.2: Curva de concentracao plasmatica de um farmaco

O delineamento de estudos de bioequivaléncia pode ser de forma paralela ou crossover, sendo
que este ultimo é mais comum. No delineamento paralelo a alocagao é totalmente aleatoria e
cada individuo recebe apenas uma formulacao do farmaco. No esquema mais simples tem-se
apenas dois grupos, cada grupo recebe uma formulacao diferente do farmaco e entdo os grupos

serao comparados.



No crossover cada individuo recebe mais de uma formulacao de um mesmo farmaco em
ocasides (denominadas periodos) diferentes, o que define uma determinada seqiiéncia de formu-
lagoes. Em cada seqiiéncia, todos os individuos recebem todas as formulagoes a serem testadas,
modificando apenas a ordem de administracao. Em algumas situagoes, tal como estudos com
medicamento que tenha meia vida longa, pode ser preferivel usar o delineamento paralelo para

evitar desisténcias.

O crossover 2 x 2 é o mais simples deles e é empregado quando dois medicamentos sao
administrados em dois periodos. O medicamento a ser testado e o medicamento de referéncia
serdo denotados por T e R, respectivamente. Assim, os participantes sdo alocados aleatoriamente
para receber T e depois de um periodo de eliminacao, comumente chamado de washout, R ou
receber primeiro R e posteriormente 7. O delineamento crossover tem as seguintes vantagens:
(i) cada individuo serve de controle para ele mesmo; (ii) a avaliagao da bioequivaléncia é baseada
na variabilidade intra-individuo; (iii) em geral sao necessarios menos individuos para fornecer a
mesma precisao que outros delineamentos, como por exemplo, o paralelo. Com uma aleatorizagao
adequada dos individuos nas seqiiéncias obtem-se um estimador eficiente para a razao entre as

formulagoes. A Figura 1.3 ilustra o esquema de um delineamento crossover 2 x 2.

Periodo 1 Periodo 2
R Washout T
Periodo 1 Periodo 2
T Washout R

Figura 1.3: Esquema de um delineamento crossover 2 x 2

Como o nimero de amostras sanguineas por voluntério é limitada, por questoes financeiras
e praticas, o cronograma de coleta deve ser tal que as medidas da curva de concentragao possam

produzir com precisao as estimativas dos parametros de biodisponibilidade.

De acordo com a ANVISA, o estudo de bioequivaléncia deve ser realizado através da quantifi-
cacao do farmaco na circulagdo sanguinea. O cronograma de coleta das amostras deve contemplar

um tempo igual ou superior a 3-5 vezes a meia-vida de eliminagao do farmaco ou do metabdlito.



O intervalo entre os dois periodos de coleta (washout) deve ser de, no minimo, sete meias-vidas de
eliminagao do farmaco (ou do metabélito ativo) para assegurar a depuragao completa do farmaco

e evitar o efeito residual (RE N° 1170, 2006).

O numero de participantes de um estudo de bioequivaléncia depende basicamente do poder do
teste e do nivel de significancia desejados e da variabilidade do farmaco. A ANVISA recomenda
que o poder seja de pelo menos 80%), nao permite a utilizagao de amostra inferior a doze individuos
e na falta de dados relativos & variabilidade do farmaco, pode-se optar por um ntmero minimo

de vinte e quatro voluntarios.

A ANVISA recomenda também que as variaveis ASC e Cmax sejam transformadas em
logaritmo natural, uma vez que, em geral, a distribui¢ao dos dados transformados se aproxima

mais a uma distribuicao normal em relacao aos dados originais.

Em um estudo de bioequivaléncia de dose tnica dos medicamentos teste e referéncia, a
Analise de Variancia (ANOVA) é realizada para a verificagdo dos efeitos da formulagao, do
periodo e do efeito residual (carryover) e para a comparagao das médias de ASCs e Cmazx, entre

as formulagoes, aplicando-se a transformagao logaritmica aos dados.
Apos essa anélise preliminar dos efeitos, sera testada a bioequivaléncia propriamente dita.

Na pratica dois farmacos sao reconhecidos como bioequivalentes quando tém o mesmo perfil
de biodisponibilidade. Para as medidas ASC e Cmax compara-se a média do medicamento
teste com a média do medicamento referéncia. O critério utilizado é se o intervalo de 90%
para a razao das médias na escala original ou a diferenga das médias na escala logaritmica
cal inteiramente dentro de limites pré-especificados. O intervalo de bioequivaléncia comumente
adotado ¢ (0, 80; 1,25) para razao das médias ou (—0,2231;0,2231) para diferenga das médias na
escala do logaritmo natural. Quando clinicamente relevante, T'max também deve ser considerado
e serd analisado como diferenca individual, construindo-se um intervalo de 90% de confianca,

utilizando-se um método nao paramétrico.

T'max nao constitui um elemento decisério na conclusao de bioequivaléncia porque ele tem
o valor limitado arbitrariamente pela escolha dos tempos de coleta, se assim nao fosse poderia

ser uma medida adequada para se obter a velocidade de absorgao.

1.2 Consolidacao e utilizacao de informacoes publicadas

Com o objetivo de consolidar informagoes publicadas em estudos de bioequivaléncia com
dados reais e ilustrar a elaboracao de um protocolo a partir de informagoes de um estudo se-
lecionado, foram pesquisados 98 estudos de bioequivaléncia, no periodo de 1997 a 2005, foram

escolhidos os 67 referentes ao delineamento crossover 2 x 2, dose tinica de farmacos administrados



por via oral, como por exemplo, antibi6ticos, anti-hipertensivos, antiinflamatoérios, hipoglicemi-
antes. Foram levantadas as seguintes informagoes dos estudos: ntimero de voluntarios, sexo dos
voluntéarios, cronograma de coleta, periodo de washout, estatisticas das medidas farmacocinéticas,

coeficiente de variagao e escala adotada.

Das 67 publicagdes, 21 sdo brasileiras, 25 de paises da Asia (Tailandia, Coréia, China, Ara-
bia Saudita, Emirados Arabes Unidos e Israel) e 16 publicacdes européias (Austria, Alemanha,
Espanha, Grécia e Turquia) e 5 de outros paises da América (México, Estados Unidos, Chile e

Costa Rica). Em todas elas, concluiu-se pela bioequivaléncia entre os farmacos comparados.

Como citado anteriormente, para casos em que nao se tem dados relativos ao coeficiente de
variagao do farmaco, pode-se utilizar um niamero minimo de 24 voluntérios e esse é o valor mais
encontrado nas publicacdes. Em estudos realizados em paises da Asia encontra-se maior niimero

de estudos com menos de 24 voluntérios, mas nunca menos que 12, como mostra a Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Distribuicao dos 21 estudos brasileiros, 5 de outros paises americanos, 25 asiaticos e
16 europeus, segundo o niimero de voluntarios e o periodo de washout

Brasil Asia Europa Américas Total

Numero de voluntarios

8-24 2 10 2 3 17

24 13 12 12 0 37

24 - 40 6 3 2 2 13

Total 21 25 16 5 67
Washout (dias)

6 0 2 0 0 2

7 7 15 9 4 35

14 9 6 2 0 17

15 - 28 3 1 3 0 7

Sem informagao 2 1 2 1 6

Total 21 25 16 5 67

O estudo que utilizou o menor niimero de voluntarios, 8, foi um estudo chileno para o
medicamento ciprofloxacina e o estudo de maior amostra foi um estudo brasileiro de isotretinoina

(40 voluntéarios).

Alguns estudos selecionam somente individuos do sexo masculino (38,81%) e a participagao
de mulheres implica em alguns problemas de ordem analitica e ética, como a permissao do uso

concomitante de contraceptivos orais, as diferencas das caracteristicas corporais entre os sexos



e menstruagao, além da necessidade de comprovar a auséncia de gravidez durante o estudo.
Apesar disso, no Brasil ha uma tendéncia em realizar os estudos com ambos os sexos. Entre os
21 estudos brasileiros, 18 utilizaram individuos de ambos os sexos e destes, 9 eram balanceados
isto é, tinham o mesmo nimero de mulheres e de homens. Das 67 publicagoes 27 nao relataram se
todos os voluntarios completaram o estudo, em quatro estudos houve desisténcias ou exclusoes,

porém apenas um justificou a saida do voluntéario que alegou motivos pessoais.

Nas publicagoes encontram-se sempre valores para as razoes das médias entre os medicamen-
tos comparados para a ASC e para o Cmax, porém informacoes como o coeficiente de variagao
ou o desvio padrao nao aparecem explicitamente, embora em alguns casos possam ser recupe-
rados a partir dos resultados. Varias publicagoes (47,76%) também nao informam os valores

encontrados para a meia vida dos farmacos.

O niimero de publicagoes é muito inferior ao ntimero de estudos de bioequivaléncia realizados
para liberagao dos medicamentos genéricos para o mercado. Muitas publicagoes nao divulgam
importantes informacoes, como a meia vida ou o coeficiente de variagao, necessarias para um
planejamento mais adequado de novos estudos. A meia vida é indispensével para determinacao
do cronograma de coleta e do periodo de washout e o coeficiente de variagao para o calculo do

numero de voluntarios.

Como o estudo de bioequivaléncia sobre o fluconazol 150mg (Porta et al. (2005)) foi um dos
mais completos, seus resultados foram utilizados para simular a confecgdo de um protocolo para
estudo de bioequivaléncia. Assim, para a meia vida do medicamento de referéncia (cerca de 30h),
o periodo de washout e de coleta foram estimados por no minimo 9 dias e 90h, respectivamente.
Empregando o maior valor encontrado do coeficiente de variacao para o medicamento referéncia
(21,75%), foi calculado que seriam necessarios um total de 34 voluntérios, para um poder de
80%, como ¢é exigido pela ANVISA. Como o estudo utilizou 28 voluntérios, o poder do teste & de
69%. Além disso, o periodo de coleta (até 96h) e de washout (14 dias) adotados no artigo estao

de acordo com a legislacao vigente.

1.3 Objetivo

Este trabalho tem como objetivo analisar criticamente os principais aspectos dos métodos

estatisticos exigidos pela regulamentacao vigente com enfoque em questoes préticas.

Deseja-se ainda aprofundar o conhecimento no que diz respeito ao calculo do tamanho da
amostra e as conseqiiéncias de um célculo inapropriado. Além de outros fatores que podem

influenciar a conclusao de bioequivaléncia.



1.4 Topicos do trabalho

Este trabalho sera desenvolvido para delineamento crossover 2 x 2 e esta disposto da seguinte
maneira: no Capitulo 2, ha4 uma revisao da literatura dos principais topicos da anélise estatistica
provenientes de estudos de bioequivaléncia e problemas relacionados a esses estudos, além de
alguns exemplos do que pode ocorrer na pratica. O Capitulo 3 contém a descrigao dos proce-
dimentos de simulacao e os resultados obtidos. No Capitulo 4 sdo apresentadas as conclusoes e

consideragoes finais do trabalho.
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2 Referencial teorico

Nesta secao serd apresentada a notagao, além de aspectos importantes tanto do planeja-
mento quanto da anélise de dados provenientes de estudos de bioequivaléncia utilizando-se o

delineamento crossover 2 x 2.

2.1 Modelo e inferéncia estatistica

Num planejamento crossover, é importante remover efeitos residuais na comparacao das
formulagoes ja que o efeito da formulagao pode ser confundido com um eventual efeito residual.

Por causa disso, o modelo estatistico abaixo é normalmente considerado.

Yijk = i+ Sie + P + Fjp) + Rig—1p) + €iji (2.1)
Os indices 7, j e k sao respectivamente para individuo (i = 1,2, ...,ng), periodo (j =1, ...,p)
e seqliéncia (k =1,2,...,g) e em termos do modelo sao:
o Y variavel resposta (por exemplo, InASC);
e 1: média geral;
e S;i.: efeito do i-ésimo individuo na k-ésima seqiiéncia;
e P;: efeito fixo do j-ésimo perfodo;

o F;): efeito fixo da formulagao administrada na k-ésima seqiiéncia e no j-ésimo perfodo,

tal que Y F(;x) = 0;

® R(j_1): efeito residual fixo de primeira ordem da formulagao administrada na k-ésima

seqiiéncia e (j — 1)-ésimo periodo, tal que Rz =0e > R;j_1x) = 0;

® ¢;ji: erro aleatorio.

Assume-se que S e e;; sao independentes e identicamente distribuidos (distribuigao nor-

2 2

mal) com média zero e varidncias o; e 0. respectivamente, sendo t = 1,2, ..., L (ntmero de
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formulagoes a serem comparadas). Assume-se também que Sy e e;; sao mutuamente indepen-

2 2

dentes. Entao temos que o é a variagao inter-individuos e o7 é a variagao intra-individuos.

Para o crossover 2 x2i=1,2,....,nk, j=1,2,k=1,2 e yr = u+ Fr e ug = u + Fr sao
respectivamente as médias para as formulagées T e R. Seja d, = Y2:591k isto é a metade da
diferenca entre as duas medidas dos dois periodos para o i-ésimo individuo no j-ésimo periodo

ik dik

na k-ésima seqiiéncia. A média de d;; para a k-ésima seqiiéncia é d j = "

As Tabelas 2.1 e 2.2 resumem os modelos, valores esperados e os dados para o delineamento

crossover 2 x 2.

Tabela 2.1: Modelo e valores esperados para o delineamento crossover 2 x 2

Seqiiéncia  Perfodo Modelo Esperanca
RT (k=1) 1 Yin=p+San+Fr+Pi+en EYi)=p+Fr+Pi=pr+ P
RT (k=1) 2 Yior=p+Sa+Fr+P+eon EYin)=p+Fr+P=pur+ P
TR (k =2) 1 Yio=p+ S+ Fr+Pi+ern EYi2)=p+Fr+P=ur+ P
TR (k= 2) 2 Yioo = i+ Sig + Fp+ Pa +eina E(Yio2) = p+ Fp+ Po = up + P2
Tabela 2.2: Resumo dos dados para o delineamento crossover 2 x 2
Seqiiéncia N  Periodo 1 Periodo 2
RT ny  Formulagao referéncia (R) Formulacao teste (7'
Dados: y;11 (i=1,---,n1) Dados: yio1 (i=1,---,n1)
Média amostral: g1 = Z?%%H Média amostral: 321 = gl%f/m
TR ny  Formulacao teste (1") Formulacao referéncia (R)
Dados: y;12 (1 =1,--+ ,n9) Dados: yi22 (i =1,--+ ,ng)
Média amostral: 3192 = 2%%2‘%12 Média amostral: 490 = Zl%fm

N = namero de voluntéarios

Para a comparacao de biodisponibilidade entre formulagoes, é desejavel estimar e separar os

efeitos residuais do efeito da formulagdo. Na pratica, é normal assumir que:

e nao existe efeito de periodo,

e nao existem efeitos residuais.
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Isso se deve ao fato de que um estudo bem planejado e bem conduzido pode eliminar o
possivel efeito de periodo e um periodo de eliminacao (washout) adequado deve ser escolhido

para garantir a auséncia dos efeitos residuais.

Porém, em varias situagoes, o efeito de periodo e/ou os efeitos residuais ainda podem perma-
necer. A presenca desses efeitos aumenta a complexidade da anélise estatistica para a verificacao
da bioequivaléncia entre formulagoes. Entao, é de interesse estabelecer alguns testes prelimina-
res para a presenga do efeito de periodo e/ou dos efeitos residuais antes que a comparacao de

biodisponibilidades entre formulagoes seja feita.
e Efeitos residuais (carryover)

O fenoémeno chamado de efeito residual (carryover) ocorre quando o medicamento recebido
pelo voluntario no primeiro periodo ainda tem um efeito remanescente sobre o medicamento
recebido no segundo periodo. O problema é que o efeito residual pode ocorrer, nao ser detectado

e viciar a estimacao do efeito de formulacao.

O efeito residual tem sido bastante investigado em estudos de crossover 2 x 2, em que o0s
efeitos de seqiiéncia se confundem com os efeitos residuais. Parte desse problema é devido ao
fato do modelo nao ter graus de liberdade suficientes para estimar os efeitos de formulacgao, de

periodo e residuais com eficiéncia (SENN et al., 2004).

Lembrando quei = 1,2,...,n; e k = 1, 2, indices para individuo e seqiiéncia, respectivamente,
considere U;p, = Y1 + Yjor a soma da medida farmacocinética em estudo nos periodos 1 e 2 na

k-ésima seqliéncia e a média da soma é dada por:

_ 1
Up=— Z Uir (2.2)
ng
sendo U 1 e U, variaveis independentes provenientes de populacdes normais com variancias iguais.

A inexisténcia do efeito residual ndo implica necessariamente que tais efeitos sejam nulos,

mas que se existirem, tém a mesma intensidade em ambas seqiiéncias de tratamentos.

Seja R = Rt — Rp a diferenca de efeitos residuais. Sob a restrigdo de que R + Rr = 0, os
efeitos residuais sao iguais para duas formulagdes. Como nao ha estimadores nao-viciados para
os efeitos de formulagao caso os efeitos residuais estejam presentes, é de interesse examinar a

existéncia desses efeitos.

Os efeitos residuais (seqiienciais) podem ser determinados testando-se as hipoteses:

Hy:R=0 versus Hi: R#0< Hy: Rr = Rg versus Hy: Rr # Rg (2.3)
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Assim, a rejeicao da hipotese nula leva & conclusao da presenca de efeitos residuais entre as

formulagoes.

De acordo com a RE n° 898 (ANVISA, 2003), a presenca de efeitos sequenciais (residuais)
pode ser aceita se tratando de um estudo crossover 2 x 2 de dose tnica, que envolve apenas
voluntarios sadios, o fArmaco nao é uma substéancia endogena, o periodo de eliminacao foi ade-
quado, as amostras de pré-dosagem nao apresentam qualquer nivel de farmaco detectavel em

todos os voluntarios e o estudo satisfaz todos os critérios cientificos e estatisticos.
e Efeito da formulacao

Considerando a diferenca das medidas farmacocinéticas em estudo entre os periodos 1 e 2

na k-ésima seqiiéncia temos que:

1 .
dik - 5(}/7,2]{: - }/ilk)ul - ]-7 ceey ML k= 172 (24)

A esperanga e a variancia da diferenca entre os periodos é dada por:

l o _ . .. TN .
Eldy) = 1 ? (P, — P1)+ (FPr — Fg) + Rgr| para individuos na seqiiéncia 1 25)
(P — P1)+ (Fr — Fr) + Ry] para individuos na seqiiéncia 2
o2
Var(dg) = 02 = ?e (2.6)

Podemos observar que a variancia da diferenca entre os periodos s6 depende da variabilidade
intra-individual, o que reflete o beneficio do delineamento crossover na comparagao do efeito da

formulagao.

As médias das diferengas na seqiiéncia k é dada por:

_ 1 &k
dy = o > digk=1,2. (2.7)
=1

O efeito da formulacdo é denotado por F' = Fp — Fr. Se Ry # Rp, entdo nao existe

estimadores nao viciados para F' baseado nos dados dos dois periodos. Porém, se Ry = Rp:

F=dy—ds=Yr—Yg (2.8)

sabendo que:
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> 1, - - _ 1 - _
YR = §(Y.11 +Y) e Yr= §(Y.21 +Yo1). (2.9)

Yr e Yr s@o chamados médias dos minimos quadrados para as formulagées R e T', respecti-
vamente. Os métodos estatisticos para verificagdo da bioequivaléncia média devem utilizar esses

valores.

A presenca de efeito de formulagdo pode ser examinada testando-se as hipoteses:

H()ZFR:FT versus Hl :FR#FT (2.10)

Assim, a rejeicao da hipotese nula leva a conclusao da presenca de efeito de formulagao.

Segundo Chow e Liu (2000), na pratica, na presenga de efeitos residuais, os dados do primeiro
periodo podem ser analisados para avaliar a bioequivaléncia entre formulagoes no estudo de

biodisponibilidade. Porém, tem-se as seguintes conseqiiéncias:

e hi um aumento na variabilidade, diminuindo assim o poder para a detec¢ao de uma dife-

renga clinicamente significante;

e a desconsideracao da informacao do segundo periodo elimina o beneficio de um delinea-
mento crossover, que remove a variabilidade inter-individual da comparagao entre formu-

lagoes.

Devido aos prejuizos descritos, a ANVISA néo aceita esse tipo de procedimento.

Deve-se notar que a nao rejeicao da hipotese nula da igualdade entre formulagoes nao implica

na bioequivaléncia entre essas formulacoes.
e Efeito de periodo
As hipoteses a serem testadas sao:

Hy: P, =P, versus Hy: P # P,. (2.11)

A hipotese de auséncia de efeito de periodo é rejeitada se:

Ty > t(er/2,n1 + na — 2), (2.12)

sendo
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P
To = — (2.13)
Td\[ ny + s

Um estimador nao viciado do efeito de periodo P pode ser obtido a partir das médias definidas

na Tabela 2.2 e é dado por:

P %[(Ym V) - (Tae— V). (2.14)

2.2 Critérios para declarar bioequivaléncia

Como visto anteriomente o efeito da formulagao (0 = pur — pr) pode ser estimado por 6 =
di—do=Yp— YR, sendo YR = w eYr = %, cujos termos estao definidos na Tabela

2.2. Assim, o intervalo de (1 — 2a/)100% de confianga para 6 é dado por

1 1 1 1
I — GR) — b (Q)ay | — + —, (Jr — 7 far] — + — 2.1
((y:r Ur) — tu(a)Gyq ot (YT — Yr) + tu()dq e n2> ; (2.15)

2 n 7 _ n
— 2 k=1 Zi§1 (dir—d.)* di = Y¥26—Yilk 4, — Zi£1 dik t
ni+ng—2 ) ik 2 ) .k ng y YUV

onde 67 (o) é o percentil de ordem

100(1 — «) da distribuigao t de Student com v = n; + ny — 2 graus de liberdade.

Alternativamente, denotando os limites de bioequivaléncia por 0; e fg, a bioequivaléncia

pode ser avaliada testando-se as seguintes hipoteses:

HO+ :0 <07 versus Hf :0>0; e Hy :0>0g5 versus H; : 0 < 0g. (2.16)

Schuirmann (1987) descreveu os dois testes unilaterais para as hipoteses apresentadas em

(2.3) cujas estatisticas sdo dadas por:

gr — yr) — 0 - yr — yr) — 0
™ — (Ir liR) : oo (yr le) 1 s (2.17)
Od\/ 7y + g Od\/ 7y + s

A bioequivaléncia é declarada se ambas as hipoteses (HO+ e H, ) sao rejeitadas ao nivel de
significancia de «, isto &, T' > t,(a) e T~ < —t,(@). Schuirmann (1987) mostrou que se o
intervalo de (1 — 2a)100% confianga esta dentro do intervalo de bioequivaléncia (0, 6s) entao
ambas hipoteses Har e H, sao também rejeitadas. Assim, as formulagoes T' e R sdo consideradas
bioequivalentes se o intervalo dado em (2.15) estiver completamente contido dentro dos limites

de bioequivaléncia especificados (07, 0g).

Na pratica, em geral, ny = ns = n em cada seqiiéncia, ou seja hd um total de 2n vo-

luntarios, os limites de bioequivaléncia sdo simétricos, isto é, g = —0; = 6y e a = 0,05.
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Declara-se bioequivaléncia quando o intervalo de 90% de confianca para a diferenca das médias
estiver completamente contido dentro dos limites de bioequivaléncia especificados (0, 80; 1, 25)

u (—0,2231;0,2231), respectivamente para as escalas original e logaritmica.

2.3 Analise de variancia

A anélise de varidncia tem como objetivo estudar a variabilidade nos dados observados
particionando a soma de quadrados total (SQtota1) das observagoes em componentes dos efeitos
fixos e dos erros aleatorios. Para o delineamento crossover 2 x 2 a soma de quadrados total das
2(n1 + ng) observagoes deve ser particionada em componentes dos efeitos residuais, do efeito de
periodo, do efeito da formulacdo e do erro. Seja Y... a média geral das observacdes. Entdo a

soma dos quadrados total é dada por

2 2 ng
SQtotal - Z Z Z(Y;Jk — }7)2 =

k=1 jfl i=1
2 2 ng
=22 > Yige - Y@“”ZZ = Y.)? =
k=1 j=1 i=1 k=1 i=1
= SQdentro + SQentrea (218)
onde Y;; = %23:1 Yijt € SQentre ¢ a soma dos quadrados referente aos individuos (inter-

individual) e SQgentro ¢ a soma dos quadrados dentro de cada individuo (intra-induvidual).
SQentre ainda pode ser particionada em duas componentes: uma para os efeitos residuais e outra

para os erros entre os individuos.

SQentre = SQresidual + S Qinter, (2.19)
sendo
2n1n9 _ _ 2
S Qresidual = PP { [(Yi2 + Yia2) — (Va1 + Y.zl)]} (2.20)
e

2

ng 2 )
Santer ZZ Zk Z& (221)
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Sabendo que Y, e Y sao as somas de Y;j; nos indices correspondentes. SQresidual € S Qinter
tém 1 e ny + ny — 2 graus de liberdade, respectivamente. Cada soma dos quadrados dividida

pelo seu grau de liberdade é o quadrado médio (QM).
Para testar a existéncia de efeitos residuais, deve-se usar a estatistica

_ QM residual

E, = : 2.22
" QMinter ( )

que segue uma distribuigdo F' com (1,n1 + ng — 2) graus de liberdade se a hipotese nula (2.3)
for verdadeira. Rejeita-se a hipotese nula (inexisténcia de efeitos residuais) ao nivel o se F,. >
Flaimi+no—2)- Flani+na—2) € 0 valor critico da distribuicao F' de Snedecor com (1,11 +ng —2)

graus de liberdade.

A soma dos quadrados dentro de cada individuo (SQgentro) pode ser dividida em trés com-

ponentes, a saber:

SQdentro = SQformulagéo + SQperl’odo + SQintra- (2'23)

As somas dos quadrados sao dadas por:

2nin 1. - _ _ _ 2
SQformulagéo = n i"jQ {2[(Y21 - Yll) - (Y.22 - YlZ)]} ) (224)
2711712 1. .- — — — 2
SQperiodo = ———— 5[(3/.21 — Y1) — (Yi2 — Ya)] (2.25)
e
2 2 ng 2 ng Y2 2 2 Y2k 2 Y2
ST 353 SITED 35 S 35 DL ok N
k=1 j—=1 i—=1 k=1 i=1 h=1j=1 'k =1 2k

SQformulagio € SQperiodo tém 1 grau de liberdade cada e SQingra tem ny + ng — 2 graus de
liberdade.

Quando Rr = Ry, a hipotese nula (2.16) de inexisténcia de efeito da formulagao pode ser

testada usando a estatistica

_ Q M, formulacao

F; = 2.2
¢ QMintra ’ ( 7)

que segue uma distribuigdo F' com (1,711 + ny — 2) graus de liberdade se a hipotese nula (2.16)

for verdadeira. Rejeita-se a hipotese nula (inexisténcia de efeito da formulagdo) ao nivel a se
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Fr > Fan4no—2), sendo Fio 15, 4n,—2) 0 valor critico da distribuigao F' de Snedecor com

(1,1 + ng — 2) graus de liberdade.

Para testar a hipotese nula (2.11) de inexisténcia de efeito do periodo, podemos considerar

a seguinte estatistica

QMperl’odo
F, = < periodo 2.28
P QMintra ( )

que segue uma distribui¢ao F' com (1,n1 4+ ng — 2) graus de liberdade. Rejeita-se a hipotese nula
(inexisténcia de efeito de perfodo) ao nivel a se F > Fig1n,4no—2)5 €M que Fig 15, 4n,—2) € 0

valor critico da distribui¢ao F' de Snedecor com (1,711 + ng — 2) graus de liberdade.

Tabela 2.3: Anélise de varidncia para o delineamento crossover 2 x 2

Fonte GL SQ QM F P
Inter-individual
Residual (Seqiiéncia) 1 SQresidual SQresidual F. p.= PT(F<a,1,n1+n2—z)>Fr)
Residuos (inter) ny +ng — 2 SQinter %

Intra-individual

Formulagao 1 SQformulagio  SQformulagio  Fa Pd = Pa(Fio ) 0y —2>Fa)
Periodo 1 SQperiodo SQperiodo  Fp Pp = Pp(Fannyiny—2>Fp)
Residuos (intra) ny +ng — 2 SQintra %
Total 2(n1 +ng) —1 SQtotal

2.4 Regras de decisao

Entre 1977 e 1992 o FDA propds regras de decisdo para testes de bioequivaléncia em termos
de biodisponibilidade média dos farmacos. Supondo que a ASC e Cmaz sdo medidas utilizadas
para verificar a extensao e a velocidade da absorgao, para cada medida, sao aplicadas as regras

de decisao abaixo.

1. Regra 75/75 - A bioequivaléncia é declarada se pelo menos 75% das razoes individuais
entre as respostas dos medicamento teste e referéncia estejam dentro do intervalo (75%;
125%). Tem como vantagem o fato de ser de facil aplicagdo, compara a biodisponibili-
dade relativa para cada individuo e remove o efeito da heterogeneidade da variabilidade
inter-individual nas comparacoes entre as formulagoes. Porém é muito sensivel para medi-
camentos que tém alta variabilidade inter ou intra-individual e razoes individuais podem

ser facilmente confundidas com efeito de periodo.
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Sabendo que esses efeitos frequentemente sao significantes em estudos crossover em volun-
tarios sadios, o uso desse critério para decisao de bioequivaléncia foi considerado inapro-

priado para uma grande variedade de medicamentos e logo foi deixado de lado.

2. Regra 80/20 - Se a diferenga entre a média do medicamento teste e a média do medica-
mento referéncia nao é estatisticamente significante e se ha pelo menos 80% de poder para
detectar uma diferenga de 20% na média do referéncia, entao a bioequivaléncia pode ser

concluida. Tem como desvantagem a necessidade de um ntimero de voluntarios elevado.
Assim, a regra 80/20 s6 é considerada como um pré-estudo do célculo do poder na deter-

minagao do nimero de voluntérios na etapa de planejamento do protocolo de estudo.

3. Regra 120 - A bioequivaléncia é concluida se a biodisponibilidade média do medicamento
a ser testado estiver entre £20% da biodisponibilidade média do medicamento referéncia

com uma certa garantia.

4. Regra 80/125 - A bioequivaléncia é concluida se a biodisponibilidade média do medi-
camento a ser testado estiver entre (80%; 125%) da biodisponibilidade média do medica-
mento referéncia com uma certa garantia. Este critério nao é simétrico na escala origi-
nal, mas sim na escala logaritmica que tem uma amplitude de —0,2231 = In(0,80) até

0,2231 = In(1,25).

2.5 Escala original versus escala logaritmica

Se a variavel Y tem distribuicdo log-normal com média p e variancia o2 tal que Y, = InY ~

N (s, 02), valem as seguintes propriedades:

e Média (i) e variancia (0?) na escala original

Tanto a média (u) como a variancia (02) na escala original sio expressas em termos das

médias e variancias nas escalas logaritmicas:

p=E(Y)=ewp{p.+02/2}, (2.29)

Var(Y) = exp {2p. + 203} — exp {2 + 0'3} = exp {2p. + Jf} (exp {03} —1). (2.30)
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e Coeficiente de variacao (CV') na escala original

O coeficiente de variagao na escala original (CV = %) é calculado como:

oV - Vexp {2us + 02} (exp {02} — 1) _ \/exp {2M* + 233 } (exp{o?} — 1)

eXP{M*-i-%%} exp {/i*-f-%z}
exp {u* + %2} vexp{o?} —1
=+/exp{o?} — 1.

2
exp {u* + %}

Em resumo, com o pressuposto de distribuicao log-normal, a relagao entre o coeficiente de

variacio (C'V) na escala original e a variancia o2 na escala logaritmica ¢ dada por:

CV =+/exp{o2} — 1. (2.31)

e Relacao entre o coeficiente de variagao na escala original (C'V) e o coeficiente

na escala logaritmica (CV)

Usando a definicdo de coeficiente de variagdo na escala original (CV) a relagao (2.31)

pode ser reescrita como CV = \/exp{c2} —1 = \/exp{(C’V*u*)Q} —1. Assim, (CV)? =
exp{(C’V*,u*)Q} 1= exp{(CV*,u*)2} — 14 (CV)2 = (CVipe)? = In (1+(C’V)2>. Por-

tanto, a relagdo entre o coeficiente de variagao na escala original (C'V') e o coeficiente na escala

logaritmica (CV) é

2
CV, = \/1 <1:(CV) ) (2.32)

e Média geométrica de Y

3=

A média geométrica amostral na escala original é por definicdo § = ([[;_; y;)». Tomando

Sicalnys 3 i

L =L=% = 7, ou equivalentemente § = exp{7}. Ou seja, o

o logaritmo, In (y) =
logaritmo da média geométrica na escala original é igual a média aritmética na escala logaritmica.

O mesmo vale para a média populacional, isto é:

In(f) =pe ou  fi=exp{ut} (2.33)
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e Distribuigdo de InY quando Y ~ N(u,o?)

Se Y ~ N(pu,02), Var (%) = Z—; = CV?2. Segundo Chow e Wang (2001), se CV for

suficientemente pequeno, % é aproximadamente 0. Por expansao de Taylor, InY — lnu =

In (1 + %) ~ % Logo InY =~ Inu + % e portanto

InY = N(lnu, CV?). (2.34)

A partir destes resultados, destacam-se os seguintes comentérios:

1. Se 02 tende a zero, CV também tende a zero.
2. Quando o, < 0,3, CV pode ser aproximado por oy, isto é, C'V é aproximadamente o,.

3. Quando CV é pequeno, InY tem distribuigao aproximadamente normal mesmo quando Y

tem distribuigao normal.

4. Para o calculo do tamanho de amostra em estudos de bioequivaléncia, no lugar de o2 é
utilizada a varidncia O'g definida no inicio do capitulo, usualmente na escala logaritmica,

caso em que serd denotada por 062[*

5. A relagao entre o coeficiente de varia¢ao na escala original (C'V') e o coeficiente de variagao
na escala logaritmica (C'V;) é aproximadamente linear. Por exemplo, utilizando p,. = 4,37
(média geral dos dados da péagina 73 de Chow e Liu (2000) na escala logaritmica), tal

relacao esté representada na Figura 2.1.

0,11
0,10
0,09
0,08
0,07
cvx 0967
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0'007\ T T T T T T T T T T T
000 005 0,10 015 020 025 030 035 040 045 050 0,55
o

Figura 2.1: C'V versus CV,
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A ANVISA recomenda que as medidas ASC e Cmax sejam transformados em logaritmo
natural, uma vez que, em geral, a distribuicao dos dados transformados se aproxima mais a
uma distribui¢ao normal em relacao aos dados originais. Além disso, a metodologia estatistica
mais comumente empregada para avaliar bioequivaléncia tem como pressuposto a normalidade e a
homocedasticidade da variavel resposta. Em geral, além de levar & normalidade, a transformacao
tem o efeito de eliminar alguns outliers e tende a estabilizar a varidncia. Como conseqiiéncia
positiva da transformacao, os calculos do poder ficam simplificados, como discutido em véarios

textos.
e Justificativa em relacao ao tratamento de dados

Em geral, uma comparacgao preliminar de interesse num estudo de biodisponibilidade rela-
tiva/bioequivaléncia é feita por meio da razao ao invés da diferenga, entre as médias das medidas
farmacocinéticas (ASC e Cmax) dos dados do produto teste e o de referéncia. Usando transfor-
macao logaritmica, o modelo linear generalizado empregado na analise de dados permite fazer
inferéncias estatisticas sobre a diferenca entre duas médias na escala logaritmica, as quais podem

ser re-transformadas em inferéncias estatisticas sobre a razao das duas médias na escala original

(Schuirmann, 1989).
e Justificativa em relacao a farmacocinética

Westlake (1973, 1988) observou que um modelo multiplicativo é adequado para medidas
farmacocinéticas (ASC e Cmaz) num estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia.
Assumindo que a eliminagao do farmaco é de primeira ordem e somente ocorre a partir do

compartimento central, a seguinte equagao é obtida apos uma administragao extravascular (oral):

F,-D  F,-D
ASCy oo = —— = 2.
8~ ="0L = Wi K. (2:3)

Em (2.35), F, é a frac@o absorvida, D é a dose administrada e Fy - D é a quantidade do
farmaco absorvido. C'L é o “clearance” de um dado voluntario, o qual é o produto do volume de
distribui¢ao aparente (V'd) e da constante de velocidade de eliminagao (K.). Portanto, o uso de
ASC como uma medida da quantidade de farmaco absorvido envolve um termo multiplicativo
(CL), o qual pode ser considerado como uma fungao do voluntario. Por essa razao, Westlake
enfatiza que o efeito de voluntario nao é aditivo se os dados sao analisados na escala original.

Por outro lado, a transformagao logaritmica da ASC resulta em um tratamento aditivo:

INASCy_oo = InF, +InD — InVd — InK.,. (2.36)

Argumentos semelhantes foram dados para Cmazx.
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2.6 Intervalo de bioequivaléncia: (67, 05s)

Nesta se¢ao serao apresentados os limites de bioequivaléncia para a decisao de bioequivaléncia
média entre dois farmacos baseados na diferenca ou na razao das médias para os casos de medidas

farmacocinéticas originais ou transformadas. Sera adotada a seguinte notacgao:

Escala Variavel Média aritmética Média geométrica
Original Y I m
Logaritmica Y = In(Y) fse fl
Como visto na se¢ao 2.4, a relagdo entre i e p, € i = exp{u.} ou equivalentemente

tx = In(f). Agora vamos denotar Y e Yg as variaveis farmacocinéticas na escala original, res-
pectivamente para as formulagoes teste e referéncia e fir e jip suas médias geométricas. Supondo
que Y7 e Yg sigam a distribuicao log-normal e que haja igualdade de varidncias, lembrando que

e~ o2 o2 - -
suas médias S0 pr = exXp \ T« + 5 ¢ € R = €XP | R+ T 5 ¢, onde pr« € [ir« sao as médias e

g

) eXP{MT*-F%*} exp{ } -
2 a variancia na escala logaritmica, L = < = SBWT — LT Além disso, In (4L ) =
HR o2 exp{{R«} KR

Urx — R« Em palavras, com o pressuposto de homocedasticidade:

1. a razao de médias aritméticas na escala original é igual a razao de médias geométricas na

escala original.

2. a diferenca das médias aritméticas na escala logaritmica é igual ao logaritmo da razao das

médias na escala original.

2.6.1 Medidas farmacocinéticas sem transformacgao

A ANVISA permite o uso dos dados na escala original, desde que sejam apresentadas justi-

ficativas (RE N° 1170, 2006).

Nesta situagao utilizam-se as médias aritméticas das medidas farmacocinéticas (ur e pg)

para definir os intervalos de bioequivaléncia entre T e R.
e Diferenca das médias

O intervalo de bioequivaléncia deve ser expresso por:

0 < ur — ur < g (2.37)
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Utilizando a regra de +20%, os limites de bioequivaléncia sao 8; = —0,20ug € 0g = 0,20u5.

Assim, o intervalo de bioequivaléncia é dado por:

—0,20pr < pr — pr < 0,20up (2.38)

Na pratica estes limites devem ser estimados, pois dependem do parametro populacional
desconhecido e a escolha natural ¢ a média amostral (yr) do medicamento referéncia. Portanto,

o intervalo é dado por:

—0,20yr < pr — pr < 0,20yR. (2.39)
e Razao de médias
O intervalo de bioequivaléncia também pode ser definido por:

0r < Hr < Os. (2.40)

R

O intervalo de bioequivaléncia para a diferenca entre as médias aritméticas das duas formu-
lagoes é apresentado na equacao (2.38). Entao dividindo-se esta desigualdade por ug, obtém-se
—0,20 < % < 0,20. Apos uma manipulacao algébrica, o intervalo de bioequivaléncia para

a razao das médias é:

0,80 < #T < 1,920. (2.41)
UR

Assim, pela regra de +20%, os limites sao #; = 0,80 e g = 1, 20.

A inferéncia padréo é para diferenca das médias, mas na escala original deve-se usar a
razao das médias, j4 que ao utilizar a diferenca, o intervalo de bioequivaléncia dependeria da
média aritmética do proprio conjunto de dados do estudo, o que remete ao uso da transformacao

logaritmica.

2.6.2 Medidas farmacocinéticas com transformacao logaritmica

A partir da razao das médias geométricas (ou aritméticas) na escala original chega-se ao
intervalo de bioequivaléncia para diferenca de médias aritméticas na escala logaritmica, como
mostrado a seguir. Neste caso, o intervalo de bioequivaléncia é definido por: 67 < % < g,
sendo que os limites sdo 8y = 0,80 e g = 1,25. Assim, o intervalo de bioequivaléncia é dado

por:
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0,80 < L < 1,95, (2.42)
lir
ou equivalentemente
0,80 < XL < 1,95. (2.43)
KR

O uso dos limites 0,80 e 1,25 para a razao das médias na escala original é justificado pela
necessidade de intervalos de bioequivaléncia simétricos, visto que ha uma correspondéncia a um

intervalo de bioequivaléncia simétrico para a diferenca das médias na escala transformada.

Tomando o logaritmo dessa desigualdade, tem-se que:

Hr

In(0,80) < In(
KR

) < In(1,25), (2.44)

que resulta no intervalo de bioequivaléncia da diferenca das médias aritméticas na escala trans-

formada:

—0,2231 < pry — prs < 0,2231. (2.45)

A Tabela 2.4 mostra o resumo dos limites de bioequivaléncia para as situagoes consideradas.

Tabela 2.4: Limites de bioequivaléncia para a medida farmacocinética nas escalas original e lo-

garitmica
Escala Diferenca Razao
Original —0,2yr < pur — pr < 0,2yR 0,80 < L% < 1,20
0,80 < LL < 1,25

Logaritmica —0,2231 < pr« — g < 0,2231

2.7 Determinagao do poder e do niimero de voluntarios

O calculo do tamanho da amostra necessario é parte do protocolo de qualquer estudo de
bioequivaléncia. Existem varias formas para a determinacao do tamanho de amostra para estudos
de bioequivaléncia planejados através de crossover 2 x 2, mas é recomendado a utilizacao do
método considerado como padrao-ouro (baseado na distribuigao t de Student nao-central) e cuja

implementacao esta disponivel no software nQuery Advisor ®.
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Destacamos as seguintes referéncias sobre o assunto: Phillips (1990), Dilletti et al. (1991),

Chow et al. (2002), Chow et al. (2003), Siqueira et al. (2005) e Hauschke et al. (2007).

O numero de participantes de um estudo de bioequivaléncia depende basicamente do poder
do teste e do nivel de significincia desejados, além da variabilidade intra-individual, expressa
pelo coeficiente de variagao do farmaco de referéncia ou equivalentemente da varidncia intra-
individuos e da diferenca esperada entre as duas médias (6,). Em geral, planeja-se o mesmo
tamanho em cada seqiiéncia, isto é, n; = ny = n tal que um total de 2n voluntarios deve ser

recrutado.

O poder do teste de Schuirmann é por defini¢ao Pr(Rejeitar HJ e H;'|6), cujas hipoteses
HO+ e Hy estao apresentadas em (2.16), para determinado valor de . Assim, para 6., tal que

0; < 0y < g, o poder é dado por:

Pr(Tt >t,(a) e T~ <ty(a)), (2.46)

que pode ser aproximado para:

1-— Tl,,(g— (ta7y> — TV75+ (ta7y) . (247)

Em (2.47), a é o nivel de significancia, o termo 7,5 representa a funcao de distribuicao
acumulada da distribuicdo t de Student nao central com v = ny + ne — 2 graus de liberdade e
parametro de nao centralidade 6= = \/g <0$0_T|*07|> edt = \/g (OS:TLG”') e ta, € o percentil da
distribui¢ao t de Student central. Em outras palavras, a expressao (2.46) é referente ao método
padrao-ouro, isto é, calculado a partir da distribui¢ao t de Student nao central bivariada e pode
ser escrita como a diferenca de probabilidades baseadas na distribuicao t de Student nao central
univariada. Comparacoes do poder empirico baseados em 1.000.000 simulacées da segunda forma
(2.47) com os valores utilizando o software nQuery Advisor ®, que afirma usar (2.46), mostram
que para os tamanhos de amostras usuais, a acuracia é mantida, exceto quando o poder fica abaixo
de 50%. Como geralmente um poder de pelo menos 80% ¢ exigido em estudos de bioequivaléncia,

h4 indicagao de que ambos procedimentos sao equivalentes em termos praticos (SIQUEIRA et al.,

2005).

Note que a partir da aproximagao apresentada em (2.47) nao é possivel escrever uma forma
fechada para m. Como discutido em Siqueira et al. (2005), outras possiveis aproximagoes sao
baseadas nas distribuicoes Normal e t de Student central. Podem ser utilizados trés enfoques: uso
da funcao de distribuicao completa, método conservador e método nao conservador. A vantagem
desses dois tltimos métodos, tanto para a distribuicdo Normal e como para t de Student central,

é que existem formulas para o calculo do niimero de voluntéarios.
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O poder e o nivel de significincia necessarios no calculo do tamanho de amostra sao em
geral fixados em 80% e 5%, mas a dificuldade aparece com a especificacao das quantidades C'V
e 0,. Como em ensaios de bioequivaléncia é quase impossivel a realizacao de estudo piloto,
a especificagao de CVy (ou 03) deve ser obtida na literatura, mas tais publicagoes sao muito
escassas. Se perguntado, o patrocionador do estudo em geral diria que 6, = 0, ou seja, as
médias das formulagoes R e T' sao idénticas. Se 0, for assumido como sendo igual a zero e seu
valor verdadeiro for por exemplo 0,05 havera um impacto no poder do teste e a diferenga estara
perto de um dos limites de bioequivaléncia. Além disso, pode-se mostrar que a medida que |6,
aumenta, n aumenta. Como na pratica o verdadeiro valor 6 ¢ desconhecido, uma atitude mais
conservadora consiste em fazer um estudo de sensibilidade, isto é, considerar possiveis valores

para 0.

Quando se tem informagdes, provenientes de outros estudos ou da literatura, sobre o coe-
ficiente de variacao do farmaco pode-se utilizar o maior C'V' encontrado nos estudos, calcular
uma média aritmética simples dos C'V's encontrados ou ainda a média ponderada pelo ntimero
de participantes de cada estudo. Essas duas opgoes podem ser apropriadas se o C'V originado

for de estudos com amostras de tamanhos proximos.

O problema maior aparece quando nao ha informagao disponivel sobre a variabilidade ou
quando esses valores nao sao confidveis. A conseqiiéncia da ma especificacdo da variabilidade

intra-individual pode levar & decisao incorreta da bioequivaléncia.

Como mostrado anteriormente, ha uma relagao entre o coeficiente de variagao intra-individual

(C'Vq) na escala original e a variancia intra-individual na escala logaritmica (02,) que é dada por

CVy = /exp {02*} - 1.

Julious (2004) apresenta uma discussao sobre ensaios clinicos em que ha incerteza na es-
timacao da variabilidade. O autor ilustra o problema com um estudo de bioequivaléncia com
delineamento crossover 2 x 2 em que foram recrutados 48 voluntérios (o dobro do tamanho de
amostra mais comum) e a conclusdo sobre a bioequivaléncia nao foi favoravel, como mostrado

na Tabela 2.5.

Tabela 2.5: Resultados do exemplo de um estudo de bioequivaléncia
2n CVy(%) Razao IC (90%) Bioequivaléncia
ASC 45 47 1,10 (0,94 - 1,29) Nao
Cmazx 47 41 1,05 (0,92 - 1,21) Sim

A partir desses resultados a equivaléncia pode ser declarada para o C'max porém nao para a
ASC. Como as duas medidas deveriam estar dentro dos limites de bioequivaléncia (0,80; 1,25),

conclui-se que o estudo fracassou e as duas formulagoes nao foram consideradas bioequivalentes.
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Um fator que parece ter causado o problema foi uma alta variabilidade observada que nao

era esperada.

Foi proposto na conferéncia Bio-International de 1989, e confirmado, em 1992, que far-
macos exibindo variabilidade intra-individual de 30% ou mais deveriam ser classificados como
altamente variaveis (NO&L et al., 2003b). Uma conseqiiéncia desta alta variabilidade é que um
nimero inviavel de voluntarios pode ser necessario para poder concluir a bioequivaléncia de dois
medicamentos. Assim, uma das solugoes para o problema de Julious (2004) seria utilizar um

delineamento crossover de ordem maior.

2.8 Identificagao e tratamento de nao-conformidades

Algumas ocorréncias podem comprometer a conclusao do estudo de bioequivaléncia, tais
como, cronograma de coleta inadequado, atrasos nas coletas, ocorréncia de dados faltantes e

presenca de observacoes atipicas.

2.8.1 Cronograma de coleta

Uma questao muito importante em estudos de bioequivaléncia é a determinagao das medidas
farmacocinéticas precisamente. A maioria dos métodos para os testes de bioequivaléncia assumem
que as medidas famacocinéticas foram medidas de forma eficaz, porém, os valores dessas variaveis
dependem da curva de concentragao plasmaética versus tempo que é mensurada a partir de tempos
de coletas pré-determinados. Devido a problemas éticos e financeiros, apenas um nimero limitado
de pontos pode ser planejado. Assim, um cronograma de coleta apropriado é crucial para a

exatiddo com a qual as medidas farmacocinéticas serao medidas.

Para uma determinacao adequada do cronograma de coleta sao necessarias informagoes sobre
as caracteristicas farmacocinéticas do medicamento, tais como T'max, Cmazx ety /2, essas medidas

podem ser encontradas na literatura, por exemplo em Goodman & Gilman (2006).

Kong e Rene (2000) descrevem uma pesquisa sobre otimizag¢ao para o calculo do cronograma
de coleta. O estudo de simulagao desenvolvido pelos autores estima a ASC pelo método dos
trapezodides, a partir dos os parametros K, (constante de absor¢ao), K. (constante de elimina¢ao)

e Vd (volume de distribui¢ao), que representam caracteristicas dos individuos do estudo.

A curva de concentrag@o versus tempo é dada por:

[efet — efat], (2.48)
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Determinar o namero de coletas é, na prética, de grande interesse. Embora aumentar o
nimero de coletas normalmente melhora a exatidao da area sob a curva, também aumenta o

trabalho e custo do centro de bioequivaléncia e pode ser um inconveniente para o voluntério.

Kong e Rene (2000) observaram que a exatidao da medida da ASC' através do método dos
trapezoides depende tanto da constante de absor¢ao (K,) quanto do ntmero de coletas. Entao,
a partir de um estudo de simulagao os autores sugerem que um ntmero apropriado de coletas

deve estar entre seis e oito coletas, além da coleta antes de administrar a medicagao.

Outro problema referente ao cronograma de coleta é a diferenga entre o tempo teodrico e
o tempo real de coleta. Para minimizar os atrasos nas coletas é feito um escalonamento entre
0s coletores para cada voluntario de sua responsabilidade. Ou seja, o coletor tem um tempo
de deslocamento entre um voluntério e outro, sendo que cada grupo de voluntarios recebera a
medicagao em tempos diferentes e a primeira coleta é o tempo zero (tg) para todos os voluntarios,

como exemplificado na Tabela 2.6.

Tabela 2.6: Escalonamento de coletores

Coletores C1 C2 C3 C4 Cb Co6 C7 to t1

Voluntarios 1 2 3 4 ) 6 7 | 07:00 07:30
8 9 10 11 12 13 14 | 07:05 07:35
5 16 17 18 19 20 21 | 07:10 07:40
22 23 24 25 26 27 28 |07:15 07:45

Se mesmo usando o escalonamento de coletas ainda houver atrasos uma opgao é utilizar o

tempo real para calcular a area sob a curva de concentragao plasméatica versus tempo.

2.8.2 Dados faltantes

Alguns estudos de bioequivaléncia sao prejudicados devido a perda de um ou mais valores
de concentracoes sanguineas do farmaco. Essa perda pode ocorrer por motivos diversos, como
a perda da veia do voluntario durante a coleta, o atraso excessivo na coleta para determinado

tempo ou quebra de tubos durante a centrifugagdo ou nas fases seguintes.

A auséncia desses dados pode gerar um vicio na estimacgdao das medidas farmacocinéticas,

principalmente a ASC', e assim eventualmente afetar a decisdo de bioequivaléncia.

Nesses casos, a legislacao recomenda que a curva de concentracao sanguinea seja obtida sem a
interpolagao do ponto faltante, o que ndo compromete a obtencao das medidas farmacocinéticas
como ASCy_; e ASCy_o. Por outro lado, a auséncia de uma amostra proxima ao pico de
concentracao méaxima pode vir a comprometer a realidade dessa variavel. De qualquer forma,

devem sempre ser considerados os valores que foram de fato quantificados, nao devendo existir
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nenhum tipo de procedimento para a estimacdo dos valores faltantes. E importante ressaltar
que o excesso de dados faltantes pode vir a comprometer a validade do estudo e de acordo
com a ANVISA (RE N° 1170, 2006) nao é permitida a falta de mais de 10% dos valores das
concentragoes sanguineas do farmaco provenientes da administracao de cada medicamento por

voluntario.

Para investigar o impacto de dados faltantes, aqui denominados perfis incompletos, em estu-
dos de bioequivaléncia Donner et al. (2005), consideraram um delineamento crossover com dois
periodos. Primeiro pesquisaram para o nivel de cobertura do intervalo bilateral de 90% de con-
fianca para a razao das médias geométricas. Depois foi examinado o efeito de perfis incompletos

na probabilidade de se concluir bioequivaléncia usando dois testes t unilaterais.

Assim, para investigar o impacto de dados faltantes no intervalo de estimacao da razao das
médias geométricas, foram feitas simulagoes. O cronograma de coleta foi fixado em 12 coletas

nos seguintes horarios: 0,0; 20’; 40’; 1; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0; 12,0 e 16,0 horas.

Para cada um dos N individuos, os valores para os parametros K, (constante de absor¢ao),
K. (constante de eliminagao) e Vd (volume de distribui¢ao aparente) foram obtidos como rea-
lizagoes de trés distribui¢oes log-normais, cada uma com média e coeficiente de variagao (C'V)

especificados. Todas as combinagoes de parametros investigadas sao mostradas na Tabela 2.5.

Tabela 2.7: Valores dos parametros considerados no estudo de simulagao de Donner et al. (2005)

Parametros cv corr(In K, InVd)

Situagao K, K., Vd Inter Intra Ensaio Inter Intra

1 08 03 10 0,05 0,10 0 0 0
2 08 03 10 0,05 0,10 0,10 0,25 0,5
3 09 04 10 0,05 0,10 0 0 0
4 09 04 10 0,10 0,10 0,10 0,25 0,5

Foram consideradas situagoes em que I = 1, 2 ou 3 individuos de um total de N = 15, 20,
25 individuos apresentaram m medidas de concentragao perdidas, sendo que m vai de 3 (25% de
dados faltantes) até 9 (75% de dados faltantes). Os seguintes perfis incompletos foram simulados

de acordo com a forma em que os valores de concentracao foram perdidos para cada individuo:

1. Aleatéria: perda completamente aleatoéria, isto é, que ocorre por razoes nao relacionadas a

biodisponibilidade, ou de forma mais geral, a nenhum aspecto do delineamento do estudo;

2. Inicio: perda nos primeiros m pontos, t1,to, ..., t;m;
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3. Centro: perda nos pontos proximos ao T'maz e nos (m — 1)/2 valores de t imediatamente

antes e depois deste ponto;

4. Final: perda nos tltimos m pontos, tx, tk11, ..., th—mt1-

Para cada uma das quatro situacoes, um intervalo de 90% de confianca para a razao das
médias geométricas foi calculado usando os dados disponiveis de cada individuo. Um nivel de
cobertura variando entre 87,5% e 92,5% foi considerado como razoavelmente consistente com um

nivel nominal de 90%, isto &, foi permitido um desvio de 2,5% para cima ou para baixo.

Os principais resultados de Donner et al. (2005) sao:

1. O nivel de cobertura empirico observado quando todos os perfis estao completos (I = m =
0) s@o bem proximos do nivel nominal de 90% (90,22%, 90,14% e 90,19% respectivamente
para N = 15, 20 e 25).

2. O perfil que mais se aproxima ao coeficiente de confianca de 90% ¢é aquele em que os dados
faltantes sao aleatorios. O perfil que menos se aproxima é aquele em que os dados faltantes
estdo no final do cronograma de coleta. Neste caso o nivel de abrangéncia estimado é
inadequado quando o ntimero de dados faltantes por voluntério é de pelo menos quatro em

um voluntario, ou de pelo menos trés em dois voluntarios.

3. Os outros dois perfis (dados faltantes no inicio e no centro do cronograma de coleta) sao
piores do que o perfil com dados faltantes que ocorrem de forma aleatéria porém sao menos

drasticos que o perfil com dados faltantes no final da curva de concentragao.

Os resultados encontrados nas simulagoes por Donner et al. (2005) mostram que o impacto
de perfis incompletos para um intervalo de 90% de confianga para a razao das médias geométricas
pode ser dréastico mesmo quando ha somente alguns dados faltantes, principalmente quando esses

dados estao concentrados no final do cronograma de coleta.

2.8.3 Observagoes atipicas (Outliers)

Um dos problemas mais comuns em estudos de biodisponibilidade e de bioequivaléncia é que
as vezes os conjuntos de dados apresentam observagoes extremamente altas ou baixas (outliers).
Esses dados discrepantes podem ter um efeito muito prejudicial num estudo de bioequivaléncia.
Resultados incluindo ou nao as observagoes discrepantes podem ser totalmente diferentes em

alguns casos.

Segundo Chow e Liu (2000) existem os seguintes tipos de outliers:

1. Observagoes inesperadas na curva de concentragao plasmatica versus tempo;
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2. Valores extremamente altos ou baixos em uma das formulagoes;

3. Individuos que apresentam biodisponibilidade relativa muito acima ou muito abaixo em

relacdo ao medicamento referéncia.

Uma observagao discrepante pode causar impactos na estimagao de 6, (influenciando sua
posigao relativa ao 0) e inflacionar a estimagao da varidncia intra-individual (resultando num
intervalo de confianga mais amplo que o esperado) ou ambos, dificultando assim a decisao de

bioequivaléncia.

A legislagao vigente recomenda estudar esses dados com muito cuidado, ja que é muito
dificil lidar com eles. Os outliers nao devem ser excluidos do conjunto de dados com apenas
um argumento estatistico. Por outro lado, se o outlier é resultado de um desvio do protocolo,

retiréd-lo do conjunto de dados pode ser justificado.

De qualquer forma, se nao ha uma evidéncia de desvio de protocolo, as agéncias reguladoras
assumem que a causa do dado discrepante ou ¢ devido ao fracasso do produto (talvez o com-
primido dissolveu de uma maneira inesperada) ou é resultado da interacao individuo-formulagao
(por exemplo, a formulagao nova pode ser mais biodisponivel que a formulagao referéncia em
alguns individuos). Ou ainda pode ser um evento aleatorio, e nao ¢ possivel diferenciar em qual
dessas trés categorias o dado se enquadra. Os estudos de bioequivaléncia média nao sao desenha-
dos para distinguir as diferengas dos produtos em cada individuo e sim para comparar as médias

das formulagdes (PATTERSON; JONES, 2006).

Assim, na analise comparativa de biodisponibilidade, sob a presenca de outliers pode concluir
pela nao bioequivaléncia, quando na realidade, as formulagoes sao bioequivalentes. Portanto,
a selecao e os critérios de inclusao de um voluntario no estudo sao determinantes no intuito
tanto de evitar a presenca de voluntarios com comportamento atipico quanto de aumentar a

homogeineidade da amostra.

Uma maneira de detectar um outlier potencial é a plotagem dos valores da medida far-
macocinética (ASC, Cmax ou T'maz) para todos os voluntarios, do medicamento teste versus
referéncia. O individuo é detectado caso o seu respectivo ponto apresente um grande desvio em
relagdo a reta y = x. Como uma anélise preliminar para a observagao de potencias outliers,
o grafico apresentado na Figura 2.2 pode ser construido. Podemos observar na figura que o

voluntario 2 exibe valores distintos para os medicamentos teste e referéncia.

Uma outra ferramenta visual bastante utilizada para a identificacdo de possiveis outliers
é o grafico tipo boz-plot, este é construido de forma a fornecer informagoes sobre a simetria e
variabilidade dos dados. Os pontos que estao a mais de 1,5 a distdncia entre o primeiro e o

terceiro quartis sao os outliers, como apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.2: Area sob a curva de concentracio plasmatica dos 24 voluntarios para cada uma das
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Figura 2.3: Box-plot das ASC dos medicamentos referéncia (ASC'_R) e teste (ASC _T) e da
diferenca (Dif ASC') entre essas areas
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Além das técnicas visuais, Chow e Liu (2000), apresentam outros métodos de identificagao

de observacoes atipicas.
e Teste de distancia da verossimilhanga

Esse teste detecta outliers em estudos de bioequivaléncia sob a hipétese nula de que nao hé

efeito de periodo nem efeito de formulagao, assim o modelo (2.1) se reduz a:

Os parametros de interesse sdo j, 02 e 02. Sendo 6 = (61,602,03) em que 6 = u, 63 = 02 e

03 = 02 + fo2. A funcio da log-verossimilhanga ¢ dada por:

n

£(0) =~ 1ogam — L1og(0:0 ) - 2103 S -n - <012 - 913) S (V- 01)? (250)
=1 j=1 i

2

. _ 1 & f
= Y=— Yti'v
91 nf Z.le; 7
. 1 n J _
0 = Y;_}/;, ’
STy DI A
. femo o
03 = n;(n—n. (2.51)

Na estatistica LD;(0) = 2[L(0) — L(é(i))], os termos representam os valores da fungao (2.50)

para os emv s com e sem o i-ésimo individuo, que é considerado um outlier se LD;(0) > x3(a) .
o Teste da distancia das estimativas

A estatistica de distancia estimada é bastante similar a estatistica de distancia da verossi-
milhanca. Porém nesse caso é baseado na diferenca da estimacao dos pardmetros a partir da

retirada da i-ésima observacao e nao na diferenga na log-verossimilhanca.

ED;(0) = f*(0u) — 0)S~ () — ), (2.52)

em que X! é o estimador de maxima verossimilhanca da matriz de variancia:
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0 0
=1y @%1 0 (2.53)
0 0 2032

Sob a hipdtese nula de auséncia de efeitos de periodo e de formulagao, ED;(f) tem como dis-
tribuigao assintética uma Qui-quadrado com trés graus de liberdade. Assim, o i-ésimo individuo

¢ um outlier se ED;(6) > x3(a).
e Teste T? de Hotelling’s

Esse teste tem como pressuposto a auséncia de efeito de periodo, que a estrutura de cova-
ridncia para as f’s repostas do individuo ¢ é esférica e que s6 exista uma observacao atipica.
Primeiro define-se D? = (Y; — Y;)!A"1(Y; — ;) , sendo Y e A sdo respectivamente a média e a

matriz da soma dos quadrados e produtos cruzados de Y7, ..., Y,.
A estatistica T2 de Hotelling’s para o i-ésimo individuo é dada por:

2
T2 — (n —2)D; .
CE

n

(2.54)

Para nivel de significincia o, o i-ésimo individuo ¢ considerado um outlier se T? = mazx; (T]Q) >
T(Qa) sendo T2 o a-ésimo quantil superior da distribuicio do méximo de TZ-2 para f formulagoes

e n individuos.

Ramsay e Elkum (2005) comparam os trés métodos apresentados acima e um quarto método
desenvolvido por Wang e Chow (2003). Esse método é baseado na fungao de verossimilhanga
correspondente ao modelo da média deslocada para a resposta do i-ésimo individuo para a j-ésima

formulagao, que é dado por:

Yij = M+Si+Fj +)\j5it+€ij- (2_55)

Esse modelo é na realidade uma modificagao do teste de distancia da Verossimilhanga, em

que o efeito de periodo é zero e \; representa o efeito mean-shift. Assim como nos modelos

2

anteriores, S; e e;; sao independentes e normalmente distribuidos com média zero e variancias o7

e o2 respectivamente. A varidvel indicadora §;; é zero exceto quando i = ¢ nesse caso seu valor
é¢ um. Dado que e; representa o vetor de residuos para o t-ésimo induviduo depois de ajustado

o modelo e que é; representa a média de e;, foram definidas as seguintes quantidades:
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(et — &) (er — &)

So(es—e) (e—er)

A estatistica de teste D; = nTy, + nTs, pode ser usada para dizer se o t-ésimo individuo é

Tln =

(2.56)

ou nao um outlier.

Com o intuito de investigar a performance desses quatro testes Ramsay e Elkum (2005)
fizeram um extensivo conjunto de simulagoes que testava em cada método a habilidade de detectar

outliers em varios conjuntos de dados gerados aleatoriamente.

O resultados das simulagdes mostraram que o teste da distdncia das estimativas para a
deteccao de observagoes atipicas é notavelmente superior aos outros trés testes em estudos de

bioequivaléncia crossover 2 x 2.

2.9 Exemplos

Nesta secao serao apresentados trés exemplos que ilustram as inferéncias estatisticas para
os efeitos fixos do modelo. Também serao expostos trés exemplos da literatura de situagoes que

podem ocorrer em estudos de bioequivaléncia, todos com um delineamento crossover 2 x 2.

Exemplo 1: Testes preliminares & avaliagdo de bioequivaléncia para ASC

Antes da avaliagao da bioequivaléncia, alguns testes devem ser realizados para determinar o
efeito da formulagao e para verificar se houve efeito residual e/ou de periodo. Para estabelecer

esses efeitos é feita uma ANOVA e seus os resultados sdo apresentados a seguir:

Tabela 2.8: Exemplo 1: Analise de varidncia para ASC
Fonte GL SQ QM F 9]

Inter-individual
Residual (Sequéncia) 1 276,00 276,00 0,37 0,5469
Residuos (inter) 22 16211,49 736,89 4,41 0,0005

Intra-individual

Formulagao 1 62,79 62,79 0,38 0,5463
Perfodo 1 35,97 35,97 0,22 0,6474
Residuos (intra) 22  3679,43 167,25

Total 47 20265,68
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Conclui-se que os efeitos de seqiiéncia (p = 0,5468), de periodo (p = 0,6474) e da formulagao

(p = 0,5463) nao sao significantivos. Essa ANOVA foi feita utilizando os dados apresentados na

pagina 73 de Chow e Liu (2000).

Exemplo 2: Presenca de efeito de seqiiéncia para Cmax

Tabela 2.9: Exemplo 2: Analise de variancia com efeito de seqiiéncia para Cmax

Fonte GL SQ QM F 9]
Inter-individual

Residual (Sequéncia) 10,4492 0,4492 54030 0,0288
Residuos (inter) 24 11,9953 0,0831
Intra-individual

Formulagao 10,1342 0,1342 2,2644 0,1454
Periodo 10,0999 0,0999 1,5597 0,2065
Residuos (intra) 24 1,4229 10,0592

Total 51  4,1364

Neste caso podemos observar um efeito de seqiiéncia (p = 0,0288) na analise do Cmazx.

Como discutido anteriormente esse efeito pode ser desconsiderado quando se trata de um estudo

crossover 2 x 2 de dose tdnica, que envolve apenas voluntarios sadios, o farmaco nao é uma

substancia endbégena, o periodo de eliminacao foi adequado, as amostras de pré-dosagem nao

apresentam qualquer nivel de farmaco detectéavel em todos os voluntarios e o estudo satisfaz

todos os critérios cientificos e estatisticos.

Exemplo 3: Presenga de efeito de periodo na anéalise da ASC

Tabela 2.10: Exemplo 3: Anélise de varidncia com efeito de periodo para ASC

Fonte GL SQ QM F 9]
Inter-individual

Residual (Sequéncia) 10,0008 0,0008 0,0119 0,9138
Residuos (inter) 25 1,7021 0,0680
Intra-individual

Formulagao 10,0249 0,0249 1,5912 0,2187
Periodo 10,0666 0,0666 4,2489 0,0498
Residuos (intra) 25 10,3918 10,0156

Total 53 2,1930
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Conclui-se que os efeitos de seqiiéncia (p = 0,9138) e da formulagao (p = 0,2187) nao sao
significantivos. Porém efeito de periodo mostrou significAncia limitrofe (p = 0,0498). No en-
tanto, como serd mostrado adiante a presenca de efeito de periodo nao prejudica a avaliagao da

bioequivaléncia.

Exemplo 4: Bioequivalente quanto as trés medidas farmacocinéticas (ASC, Cmax e Tmax)

A fase seguinte aos testes preliminares é a avaliagao da bioequivaléncia. Neste exemplo sera
apresentada uma situagdo em que as trés principais medidas farmacocinéticas (ASC, Cmazx e
T'max) sao declaradas bioequivalentes. Os resultados dos intervalos de confianga para a ASC' e

para o C'max sao os seguintes:

Tabela 2.11: Exemplo 4: Conclusao de bioequivaléncia para ASC e Cmax

Variavel N° de voluntarios IC (90%) Resultado
InASC 24 (-0,0258; 0,0007) Bioequivalentes

InCmax 24 (-0,0048; 0,0297) Bioequivalentes
ASC 24 (0,99; 1,14) Bioequivalentes
Cmax 24 (0,99; 1,17) Bioequivalentes

Os resultados do teste nao-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney para a diferenca entre
as médias do T'maz, em que W é a estatistica de teste e w, é o percentil da distribuicao da

estatistica, s@o apresentados a seguir:

Tabela 2.12: Exemplo 4: Conclusao de bioequivaléncia para Tmazx

Hipoéteses W w, Resultado

H,:-0,38<T—-R<0,38
Hy :T—R<-0,38 112 101 Bioequivalentes
Hyp:T—-—R>0,38 -14 43 Bioequivalentes

Como o intervalo de 90% de confiancga para a razao das médias, da ASC e do Cmaz, na
escala original ou a diferenca das médias na escala logaritmica, cai inteiramente dentro de limites
pré-especificados e na anélise de T'max 112 > 101 e -14 < 43, conclui-se pela bioequivaléncia

média entre o medicamento referéncia e o medicamento teste.

Exemplo 5: Bioequivalente quanto a apenas uma das medidas farmacocinéticas (ASC ou Cmax)

Neste caso, o limite superior do intervalo de 90% de confianca para ASC ultrapassa o limite
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superior de bioequivaléncia. Conclui-se entao que as duas formulagoes nao sao bioequivalentes,

tanto para a escala original ou para a escala logaritmica.

Tabela 2.13: Exemplo 5: Conclusao de bioequivaléncia apenas para ASC

Variavel N° de voluntarios IC (90%) Resultado
InASC 45 (-0,0610; 0,2550) Nao Bioequivalentes

InCmax 47 (-0,0871; 0,1887) Bioequivalentes
ASC 45 (0,94; 1,29) Nao Bioequivalentes
Cmazx 47 (0,92; 1,21) Bioequivalentes

Exemplo 6: Bioequivaléncia em relagao & ASC e ao C'max, porém nao bioequivalente em relagao

ao Tmazx.

Tabela 2.14: Exemplo 6: Conclusao de bioequivaléncia para ASC e Cmax

Variavel N° de voluntarios IC (90%) Resultado
InASC 30 (-0,0108; 0,0032) Bioequivalentes

InCmax 30 (-0,0349; 0,0027) Bioequivalentes
ASC 30 (0,99; 1,00) Bioequivalentes
Cmax 30 (0,97; 1,00) Bioequivalentes

Neste exemplo, o intervalo de (90%) de confianga para a razao das meédias, da ASC e do

Cmax, na escala original ou a diferenga das médias na escala logaritmica, cai inteiramente dentro

de limites pré-especificados.

Os resultados para a diferenca entre as médias para T'max sdo apresentados a seguir:

Tabela 2.15: Exemplo 6: Conclusao de nao-bioequivaléncia para T'max

Hipoteses W w, Resultado

H,:—-0,48<T - R<0,48
Hp :T—R<—0,48 165 152 Bioequivalentes
Hyp: T —R>0,48 99 73 Nao Bioequivalentes

Como 165 > 152 e 99 > 73, ndo é possivel concluir pela bioequivaléncia média entre o
medicamento referéncia e o medicamento teste. A analise de T'max pode ser descartada quando

essa medida for considerada clinicamente irrelevante.
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3 FEstudos de simulacoes

Em geral, a metodologia estatistica de livros e textos académicos restringe-se as aborda-
gens mais usuais e simplificadas. Na pratica aparecem varios problemas, tais como a violagao
de pressupostos dos métodos, além da ocorréncia de nao-conformidades. Surgem entao varias
perguntas sobre como lidar com tais situagoes. Outro questionamento recorrente é se as regras
vigentes dos orgaos reguladores sdo realmente razoéveis, se podem ser flexibilizadas ou devem ser
adaptadas em certas circunstancias. A dificuldade é que na maioria das vezes as solucdes destes
problemas nao sao triviais e solugdes analiticas nao sao possiveis ou faceis de serem obtidas. Uma

alternativa interessante, apesar de suas limitagoes, é a realizacao de estudos de simulagao.

Neste capitulo sao apresentados os estudos de simulacao que foram realizados com o intuito
de discutir questoes praticas ligadas ao planejamento e a anélise dos dados de um estudo de
bioequivaléncia em que o delineamento experimental é do tipo crossover 2 x 2. Sao consideradas
situagoes em que h& ou nao controle do que serd simulado - por exemplo é possivel planejar
um determinado nimero de participantes, mas é impossivel prever ou evitar desisténcias ou
comportamentos atipicos quanto as concentragoes dos farmacos. O enfoque seré sobre a conclusao
de bioequivaléncia em condi¢oes ideais ou néo, ou seja, quando hé presenca de efeitos de periodo,
de seqiiéncia, residual, ocorréncia de comportamentos atipicos, grande variabilidade e incerteza
na estimativa da variabilidade. Em termos mais técnicos, sera avaliado o impacto dos diferentes
parametros do modelo e da violagao de seus pressupostos nas conclusoes dos estudos. Através das
simulagoes também é possivel avaliar empiricamente propriedades das medidas farmacocinéticas,

comparando suas variabilidades.

Foram realizados dois tipos de estudos: no primeiro a medida farmacocinética foi gerada
diretamente, enquanto que no segundo foi gerada a curva de concentragao individual, a partir
da qual obviamente é possivel calcular as medidas farmacocinéticas. No primeiro tipo, as inter-
pretagoes dos resultados nao dependem da medida farmacocinética (ASC e Cmazx) e assim foi
escolhido ASC. O segundo tipo apresenta caracteristicas interessantes, ja que é possivel avaliar
a conclusao sobre bioequivaléncia com relagao a apenas uma medida farmacocinética (ASC ou
Cmazx) ou a ambas (ASC e Cmax), sendo este altimo o que a ANVISA determina. Além disso,
é possivel estudar questoes ligadas ao cronograma de coleta, tais como ntimero de coletas, perdas

ou atrasos de coletas (esses dois tltimos aspectos nao foram explorados nesse trabalho).
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As notagoes sdo as mesmas utilizadas nos capitulos anteriores e se necessario, elas serao
relembradas ou definidas. Para que as concluses fossem mais préximas da realidade, a escolha
dos parametros foi cuidadosa e na medida do possivel baseada em dados reais. O ntimero total
de voluntarios (2n) considerado variou de 12 (minimo permitido pela ANVISA) a 30, valores
escolhidos por serem os que mais aparecem na pratica. Em todos os casos os dados foram
gerados sob a hipotese de bioequivaléncia e supondo balanceamento completo e/ou nenhuma
perda, isto é, o mesmo ntmero de voluntéarios em cada seqiiéncia (n] =ny=n) e 0 mesmo nimero

de coleta para cada voluntério.

A seguir sdo apresentados os detalhes das simulacoes, bem como os resultados obtidos. A
implementacao computacional foi feita em Linguagem C, sendo que o niimero de réplicas adotado

em todos os estudos foi 10000.

3.1 Simulacao da medida farmacocinética

Nesta secao sera discutida a influéncia da presenca dos efeitos residual, da formulacao e de
periodo sobre a conclusao de bioequivaléncia, além das conseqiiéncias de uma alta variabilidade
inter-individual e/ou intra-individual na conclusao de bioequivaléncia, na auséncia e na presenga

de outliers.

Seré tratado também o problema da mé especificacao do pardmetro referente & variabilidade,
necessario no calculo do tamanho da amostra, cuja a principal consequéncia é a conclusao incor-
reta sobre a bioequivaléncia. Para avaliar o déficit e o excesso do ntimero de voluntérios quando
hé incerteza da estimativa da variabilidade em estudos de bioequivaléncia, foram simuladas va-
rias situacgOes nas quais os resultados foram obtidos através de aplicacdo de férmulas. Dando
continuidade foi investigado o impacto dessa escolha errada sobre a conclusao de bioequivaléncia,

nesse caso por meio de simulagdes de Monte Carlo.

Para gerar a medida farmacocinética segundo um delineamento crossover 2 x 2 foi utilizado

o modelo seguinte:

}/ijk:/i‘i‘sik‘f’f)j‘”F(j,k)‘i‘eijk, comi=1,2,...,.np ej k=12, (3.1)

N

cujos termos e os pardmetros o, e o, associados & parte aleatoria do modelo, estdo definidos
no capitulo anterior. As diferencas dos efeitos fixos referentes ao periodo e & formulagdo serao
denotadas por P e F, respectivamente. Se Y for expresso na escala logaritmica, a notacao seréa

acrescida de um asterisco.

Para as simulagoes foram utilizados os parametros média (), variacao inter-individual (o)

e variacao intra-individual (o.«), baseados em varios bancos de dados. Como todos resultados
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seguem um mesmo padrao de comportamento, os resultados mostrados sao referentes aos dados
da pagina 73 de Chow e Liu (2000) mostrados no Anexo. Assim, para a escala logaritmica:
px = 4,37, 0ex = 0,19 (correspondente a og = 0,1344 e CVy = 13,50%) e o5 = 0,20. Sendo

Oesx = 0,19, para atingir um poder de teste de 80%, seriam necesséarios um total de 16 voluntarios.

Foi gerada a medida farmacocinética ASC' segundo uma distribui¢do log-normal, em um
estudo com 2n = 12,14, 16, 18,20, 22, 24, 26, 28, 30 voluntarios. Assim, na escala logaritmica,
foram testados os efeitos residual, da formulagao e de periodo para todos os conjuntos de dados.
Também foi construido o intervalo de 90% de confianga para a diferenca das médias do medi-
camento teste e do referéncia e feitos os calculos para os dois testes de hipéteses unilaterais de

Schuirmann.

3.1.1 Conclusao de bioequivaléncia

Para entender o impacto da alta variabilidade inter e intra individual e a influéncia dos efeitos
residual, da formulagao e de periodo na conclusao de bioequivaléncia, foram feitas simulagoes de

varias situacoes.

Ao comparar a posicao do intervalo de confianca em relagdo ao intervalo de bioequivaléncia
(01,05), existem seis possibilidades. Apenas no primeiro caso o intervalo de confianga esté to-
talmente dentro do intervalo de bioequivaléncia e a conclusao é de bioequivaléncia, no segundo
caso o limite superior do intervalo de 90% de confianca est4 acima do limite de bioequivaléncia,
no terceiro caso p limite inferior do intervalo construido esté abaixo do limite inferior de bioequi-
valéncia, no quarto caso o intervalo de 90% de confianca esta totalmente abaixo do intervalo de
bioequivaléncia e no quinto caso totalmente acima, ja no sexto caso o intervalo de bioequivaléncia

esta contido no intervalo de 90% de confianga construido.

Os percentuais observados das seis possibilidades e de auséncia de diferenca entre os periodos
(P) e entre as formulacoes (F') quando p, = 4,37, e = 0,19, 05 = 0,20, 6, = 0,00, nivel de

significancia de 5%, sdo apresentados na Tabela 3.1.

Por exemplo, para e, = 0,19 e 80% de poder seria necessario um total de 16 voluntérios,
86,75% dos estudos seriam considerados bioequivalentes, ou seja, o intervalo de 90% de confianca
construido esta totalmente dentro dos limites de bioequivaléncia. Os casos em que néao se conclui
por bioequivaléncia estao divididos em duas situacoes, em 6,49% dos estudos o limite superior
do intervalo construido esta acima do limite superior de bioequivaléncia e em 6,76% estariam

abaixo do limite inferior de bioequivaléncia.
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Tabela 3.1: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia e dos efeitos residual (Er), da formulagao
(Ef) e de periodo (Ep)

() () ()Y of) (Do o)
on N 7/ AN /Y NIDA Er  Ef Ep
12 69,83 15,24 14,87 0,00 0,00 0,06 494 479 526
14 80,12 10,01 9,87 0,00 0,00 0,00 492 487 498
16 86,75 6,49 6,76 0,00 0,00 0,00 466 470 528
18 91,49 4,21 4,30 0,00 0,00 0,00 531 472 533
20 94,73 2,57 2,70 0,00 0,00 0,00 4,65 491 488
22 96,73 1,73 1,54 0,00 0,00 000 505 473 5,06
24 97,86 1,08 1,06 0,00 0,00 0,00 535 501 4,96
26 98,56 0,74 0,70 0,00 0,00 0,00 514 479 5,19
28 99,16 0,47 0,37 0,00 0,00 0,00 481 532 491
30 99,48 0,29 0,23 0,00 0,00 000 504 510 4,85

2n = nuamero total de voluntarios

Intervalo de confianga ( ); Intervalo de bioequivaléncia ( )

Para a recomendagao da ANVISA de no minimo um total de 24 voluntarios, a conclusao de
bioequivaléncia sobe para 97,86%. Pode-se observar ainda que os efeitos residual, da formulagao
e de periodo, para todos valores de 2n, aparecem em aproximadamente 5% das vezes, o que ja

era esperado ja que este é o nivel de significAncia do teste.

Com o intuito de testar a influéncia do efeito de periodo na conclusao de bioequivaléncia,
foram testados valores de P de 0,00 a 0,30 (com incremento de 0,01), para a = 0,05, sem alterar
os outros parametros. Todos os valores foram testados para P; (primeiro periodo) e para P,
(segundo periodo) e como os resultados sdo praticamente iguais, serdo apresentados apenas os
valores para P;. O mesmo foi feito com F' para testar o efeito da formulacao sobre a conclusao
de bioequivaléncia. Foram testadas também varias combinacoes de efeito de periodo com efeito

da formulagao. Resultados selecionados estao mostrados nas Tabelas 3.2 e 3.3.

Podemos observar que os resultados de conclusao de bioequivaléncia sao exatamente iguais, o
que significa que a presenga de efeito de periodo nao interfere na conclusao de bioequivaléncia. Ja
a presenca de efeito da formulagao prejudica a conclusao de bioequivaléncia, pois hd uma reducao
acentuada dos percentuais. Por exemplo, com 24 voluntérios, sem acrescentar uma diferenca
no efeito da formulagao, tem-se 97,86% de conclusao de bioequivaléncia e 5,01% de efeito de
formulagao como era previsto, quando ha uma diferenga entre as formulagoes de 0,10 (F = 0,10),
a conclusdo de bioequivaléncia cai para 69,97% dos casos e o efeito de formulagdo aumenta
para 41,87%. Quando os efeitos de periodo e da formulagao foram combinados, obtiveram-se os

mesmos resultados apresentados na Tabela 3.3, ou seja, quando s6 se tinha efeito da formulagao.
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Tabela 3.2: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia (BE) e da presenga do efeito de periodo

(Ep)
P = 0,00 P =0,05 P= 0,10 P=0,15 P =10,20
2n  BE Ep BE Ep BE Ep BE Ep BE Ep

12 6983 526 69,83 9,06 69,83 21,82 69,83 4446 69,83 64,28
14 80,12 498 80,12 9,93 80,12 2504 80,12 4854 80,12 7248
16 86,75 528 86,75 10,66 86,75 2871 86,75 5502 86,75 79,12
18 9149 533 9149 12,17 9149 31,89 9149 6052 91,49 83,97
20 94,73 4,88 9473 1215 9473 3491 9473 6526 9473 88,38
22 96,73 506 96,73 1321 96,73 3800 96,73 70,85 96,73 91,09
24 9786 4,96 97,86 1428 9786 41,31 9786 74,17  97.86 93,39
26 9856 5,19 98,56 1532 9856 4487 98,56 77,85 98,56 95,08
28 99,16 4,91 99,16 1543 99,16 47,86 99,16 81,00 99,16 96,61
30 9948 485 9948 16,84 9948 50,38 9948 8359 9948 97,64

2n = numero total de voluntarios, P: diferenca do efeito de periodo

Tabela 3.3: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia (BE) e da presenga do efeito da formu-

lagao (Ef)
F = 0,00 F = 0,05 F = 0,10 F =015 F = 0,20
2n  BE Ef BE Ef BE Ef BE Ef BE Ef

12 69,83 479 67,37 9,16 4242 2226 22,16 41,80 8,46 63,71
14 80,12 487 71,10 9,56 48,82 24,50 25,14 48,03 9,05 72,28
16 86,75 4,70 78,18 10,17 54,38 27.87 27,95 54,39 9,32 79,01
18 9149 472 8293 1142 5953 3141 2994 60,19 9,58 84,10
20 94,73 491 8680 12,17 63,09 3514 31,98 6548 10,57 88,24
22 96,73 4,73 89,58 1341 66,95 3829 3412 7030 10,04 91,72
24 9786 501 91,95 1429 6997 4187 36,12 7459 10,78 93,75
26 9856 4,79 9416 1443 7397 4426 38,60 78,18 10,94 9523
28 99,16 532 9505 16,41 75,75 47,67 39,88 8232 10,80 96,76
30 9948 510 96,11 1694 79,19 50,31 41,93 84,61 11,51 97,73

2n = numero total de voluntarios, F": diferenca de efeito da formulagao

A Tabela 3.4 mostra os percentuais de conclusdo de bioequivaléncia quando ocorre ou nao
efeito da formulacao e percentuais de conclusao de nao-bioequivaléncia na presenca ou nao de
efeito da formulagdo, para F = 0,00. Os resultados das quatro situagoes dependem do total de
voluntérios (2n), se 2n aumenta as situagoes 1 (BETFT) e 2 (BETF~) aumentam e 3 (BE"F™)
e 4 (BE"F7) diminuem. A situagao mais esperada ¢ BETF ™, se nao hé efeito da formulagao

possivelmente os farmacos sao bioequivalentes. Deve-se notar que o fato de nao haver efeito da
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formulagao nao implica na bioequivaléncia entre os medicamentos.

Observa-se que a presenca de efeito da formulagdo nao invalida o estudo, poucas situagoes
(méximo de 3,72%) os efeitos da formulagao estavam presentes e foi declarado nao-bioequivaléncia.
O teste de igualdade de médias das duas formulagoes é mais exigente do que o teste usado na
avaliacao da bioequivaléncia, que permite que a diferenca das médias esteja dentro do intervalo

de bioequivaléncia.

Tabela 3.4: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia (BE) e na presenga ou auséncia de efeito
da formulagao (Ef) para F' = 0,00

2n  BE Ef BEfFt BE*F~- BEF* BEF-
12 69,83 4,79 1,07 68,76 3,72 26,45

14 80,12 487 1,16 78,96 3,71 16,17
16 86,75 4,70 1,70 85,05 3,00 10,25
18 9149 472 185 89,64 2,87 5,64
20 94,73 4,91 256 92,17 2,35 2,92
22 96,73 4,73 2,86 93,87 1,87 1,40
24 9786 501 351 94,35 1,50 0,64
26 9856 4,79 3,63 94,93 1,16 0,28
28 99,16 532 4,58 94,58 0,74 0,10
30 9948 5,10 4,64 94,84 0,46 0,06

2n = nuamero total de voluntarios,
BET: bioequivalente, BE™: nao bioequivalente,
F7: presenca de efeito da formulagio

F~: auséncia de efeito da formulagao

Seguindo essa mesma idéia varios valores para a variagao intra-individual oe. (0,19 a 0,65
com incremento de 0,01) e para a variagao inter-individual o4 (0,20 a 1,00 com incremento de
0,10) foram testados. A Tabela 3.5 mostra os percentuais de bioequivaléncia para varios valores

de oex.

A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 3.5, pode-se observar que um
aumento no valor de o, em geral, é decorrente de um planejamento inadequado, podendo
comprometer o estudo, ou seja, quando ha uma alta variabilidade deve-se optar por um ntmero

bem maior de voluntarios ou por um delineamento diferente do crossover 2 x 2.

Mesmo para valores altos de s« nao houve nenhuma alteragdao na conclusao de bioequiva-
léncia (permanecendo os mesmos valores apresentados na Tabela 3.1), o que se deve ao fato de
que cada individuo é controle dele mesmo e entao a avaliacao de bioequivaléncia é baseada na

variabilidade intra-individual.
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Tabela 3.5: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia (BE) para varios valores de o

M Oer = 0,19 0pp =024 0o = 0,29 0o = 0,34 0ep = 0,39 0oy = 0,44

12 69,83 37,27 16,84 6,82 2,71 1,16
14 80,12 50,51 25,14 10,69 4,19 1,63
16 86,75 60,36 34,46 16,17 6,57 2,44
18 91,49 69,73 43,10 22,49 10,10 3,71
20 94,73 76,17 51,32 28,99 13,66 541
22 96,73 81,90 59,29 35,57 18,10 7,93
24 97,86 86,07 64,70 42,43 24,08 10,52
26 98,56 89,44 71,33 49,37 29,02 14,08
28 99,16 91,97 75,35 54,38 34,43 18,20
30 99,48 93,69 79,98 60,12 39,99 22,72

2n = numero total de voluntarios
Oex = 0,19 & (CVy = 13,50%), 0ex = 0,24 & (CVy = 17,09%), 0ex = 0,29 < (CVy = 20,73%)

Con = 0,34 & (CVy = 24,39%), Tex = 0,39 < (CVy = 28,11%), ex = 0,44 < (CVy = 31,88%)

Combinagoes dos efeitos de periodo e da formulagdo com varios valores para variagoes inter
e intra-individual também foram testadas. Mesmo na presenga de efeitos de periodo e/ou da
formulagao, um aumento na variacao inter-individual nao altera a conclusao de bioequivaléncia.
O mesmo pode-se dizer para o efeito de perfodo na presenca de uma alta variabilidade intra-
individual, isto é, tém os mesmos resultados apresentados na Tabela 3.2. Porém a combinagao
entre o efeito da formulagdo e uma variabilidade intra-individual mais alta leva a uma queda
ainda maior na conclusao de bioequivaléncia como pode ser observado na Tabela 3.6.

Tabela 3.6: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia (BE) e da presenga do efeito da formu-
lagao (Ef) para situagoes de alta variabilidade inter-individual (o)

Oex = 0,24 F = 0,05 00 =024 F = 0,10 0o =029F = 0,05 00 = 0,29 F = 0,10

2n  BE Ef BE Ef BE Ef BE Ef
12 34,69 7,38 25,32 16,06 15,87 6,52 12,94 12,33
14 4543 8,06 31,90 16,75 23,51 7,20 18,20 13,07
16 54,23 8,26 37,78 19,38 31,15 7,14 23,14 14,72
18 61,66 8,87 42,47 21,94 39,56 7,56 28,14 16,36
20 67,75 9,60 45,64 23,52 46,00 8,30 32,35 17,49
22 7285 9,96 49,85 25,83 52,74 8,39 36,44 19,48
24 76,79 10,77 52,38 28,16 57,71 8,76 39,26 21,09
26 80,94 10,74 55,90 30,09 62,67 8,82 42,67 21,76
28 82,48 12,15 58,51 32,94 66,10 9,90 44,96 24,37
30 85,60 12,41 61,51 34,52 70,83 10,06 47,86 25,27

2n = numero total de voluntarios, F': diferenca de efeito da formulagao
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3.1.2 Presencga de observagoes atipicas

Uma questao é se a presenca de outliers pode levar a uma conclusao de nao bioequivaléncia,
quando na realidade as formulacbes sao bioequivalentes, ou o contririo. Para investigar essa
situacao foram feitas simulagoes em que os dados foram gerados na auséncia e na presenca
de um ou dois outliers. Foram considerados vérios casos de presenca de outliers, somente no
medicamento referéncia, somente no teste ou em ambos. Sem perda de generalidade, os outliers

foram gerados apenas em um periodo para as duas seqiiéncias.

Foram utilizados duas formas para gerar os outliers, a primeira foi baseada no grafico boz-plot,
ou seja, foram consideradas observagoes atipicas os pontos que estao a mais de 1,5 de distancia a
partir do primeiro ou do terceiro quartil. A outra forma foi utilizando um dos critérios propostos
por Ramsay e Elkum (2005): os outliers foram criados adicionando um valor Qs ; bara a resposta
de um ou dois voluntérios, sendo sy = \/m o erro padrao da resposta da formulagao e Q
a constante que controla quao discrepante serd o outlier. Para () foram escolhidos os valores de
0, 3 e 5. Foram consideradas as seguintes situagoes: sem observagoes atipicas, com apenas um
outlier no medicamento referéncia (1R), no medicamento teste (1T), em ambos (1R1T), para
dois outliers no referéncia (2R), no teste (2T), dois no referéncia e um no teste (2R1T), dois no
teste e um no referéncia (2T1R) e dois em ambos (2R2T). Os resultados das simulagdes referentes
a conclusao de bioequivaléncia sao apresentados na Tabela 3.7 utilizando o critério do boz-plot e

na Tabela 3.8 os resultados utilizando o critério sugerido por Ramsay e Elkum (2005).

Tabela 3.7: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia no estudo da presenca de outliers utili-
zando o critério do boz-plot

Presenca de outliers™
2n Nenhum 1R 1T 1R1T 2R 2T  2R1T 1R2T 2R2T
12 69,83 44,40 43,81 27,57 26,20 25,14 15,75 15,77 8,35
14 80,12 59,42 58,69 41,38 40,92 41,77 27,87 28,33 19,25
16 86,75 71,56 70,37 57,11 56,57 55,58 42,58 42,71 31,64
18 91,49 80,04 79,74 68,17 68,48 67,46 56,61 5551 46,13
20 94,73 86,74 86,06 76,79 76,84 76,76 67,60 67,68 58,04
22 96,73 91,24 91,02 84,31 84,23 83,60 76,13 7581 67,93
24 97,86 94,10 94,10 89,15 88,62 88,96 82,50 82,76 75,97
26 98,56 96,26 96,24 92,35 92,60 92,78 88,33 87,74 82,52
28 99,16 97,28 97,49 95,02 95,22 95,05 92,01 91,32 87,47
30 99,48 98,24 98,34 96,54 96,56 96,65 94,57 94,08 91,80

2n — numero total de voluntérios

* nimero de outliers; R=Referéncia e T=Teste
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Tabela 3.8: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia no estudo da presenga de outliers utili-
zando o critério sugerido por Ramsay e Elkum (2005)

Presenca de outliers*

Q 2n Nenhum 1R 1T IRIT 2R 2T 2RIT 1R2T 2R2T
0 12 69,83 64,03 64,30 5872 5871 5881 54,14 54,68 48,78
14 80,12 76,11 7576 71,71 7253 70,70 67,76 68,04 63,42
16 86,75 8427 8344 81,11 81,63 81,19 78,08 77,66 74,90
18 91,49 8945 89,67 8744 8790 87,23 8585 8528 8295
20 94,73 92,97 9325 9191 91,75 91,77 90,35 90,01 88,62
22 96,73 9596 95,57 94,72 9478 9475 9396 93,65 92,36
24 9786 97,14 9725 96,56 96,42 96,33 9599 9579 95,14
26 98,56 9821 9831 98,00 97,70 97,97 9741 97,34 96,97
28 99,16 98,82 9894 98,62 98,65 98,64 9826 9831 97,84
30 9948 9941 9931 99,13 99,20 99,28 9887 99,02 98,84
3 12 69,83 2955 2901 1598 927 914 658 666 4,11
14 80,12 43,60 43,68 30,01 1627 17,58 1517 1552 10,66
16 86,75 57,23 57,53 4652 26,12 26,60 27,09 27,58 2165
18 9149 6828 69,48 61,72 38,01 37,72 41,66 41,47 3561
20 94,73 7740 7730 73,18 4751 47,83 5427 5444 50,23
22 96,73 84,04 8441 8204 5856 5848 6599 66,02 63,33
24 9786 89,00 88,73 8820 67,81 67,40 7506 7509 74,60
26 98,56 9245 9323 9296 74,53 76,08 82,13 83,01 8241
28 99,16 9527 94,64 9516 8226 81,26 87,82 87,25 87,97
30 9948 96,80 96,56 96,66 86,68 86,49 92,06 91,25 91,71
5 12 6983 552 570 063 021 0,18 004 004 0,00
14 80,12 12,00 12,37 284 054 058 0,19 021 0,05
16 86,75 21,67 2287 751 163 151 1,12 096 024
18 9149 33,63 34,70 17,52 3,76 4,05 3,00 340 121
20 94,73 46,05 4589 3154 742 771 789 7,71 3,76
22 96,73 57,07 57,51 47,35 1296 12,83 16,63 16,59 9,69
24 9786 67,84 67,07 61,80 19,91 19,78 27,33 27,65 20,63
26 9856 7518 76,11 73,49 27,96 27,93 3947 39,68 33,96
28 99,16 82,85 81,77 82,08 3787 37,37 5135 50,86 48,63
30 9948 87,97 87,28 87,59 47,64 46,64 6157 61,46 61,98

Q: constante do método de Ramsay e Elkum (2005)

2n — numero total de voluntérios

*

nimero de outliers; R=Referéncia e T=Teste
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Para os dois critérios utilizados, pode-se notar que a presenca do outlier pode prejudicar a
conclusao de bioequivaléncia, sendo o pior caso quando se tem dois outliers no medicamento de
referéncia e dois no teste. Para o segundo critério, observa-se ainda que quanto mais discrepante

o valor de resposta (@ = 5), menor a quantidade de vezes em que se declara bioequivaléncia.

Foi observado também que a presenca de outliers praticamente nao interfere na ocorréncia
de efeitos residual, da formulagao e/ou de periodo, ou seja, seus valores sdo muito proximos aos

apresentados na Tabela 3.1 por isso nao serao apresentados.

Embora a ocorréncia ou nao de observagoes atipicas nao possa ser controlada, é importante
saber que elas podem aparecer de forma aleatéria e a estratégia seria proteger o estudo com
um planejamento adequado. Portanto, a selecao e os critérios de inclusao de um voluntario no
estudo sao determinantes no intuito tanto de evitar a presenca de voluntarios com comportamento

atipico quanto de aumentar a homogeneidade da amostra.

3.1.3 Incerteza da estimativa da variabilidade

Foi estudado o problema da mé especificagdo de pardmetros necessarios para o célculo do
nimero de participantes de um estudo de bioequivaléncia e qual o impacto no tamanho da

amostra e na conclusao de bioequivaléncia.

Através do software nQuery Advisor®, obteve-se o tamanho de amostra total (2n), com um
nivel de significancia de 5% e poder de teste de 80% e 90%, para as seguintes situagoes: 6, = 0,00,
0,05 e 0,10 e CV = 0,10 a 0,50 (com incremento de 0,01). Estes valores de C'V' correspondem &
seguinte variacao de: 0,100 a 0,472. Para cada valor de C'V tomado como sendo o real, foram
calculados quantos voluntérios seriam recrutados a menos (a mais) quando o valor de CV usado
¢ menor (maior) do que o verdadeiro valor. De forma analoga, foi avaliada a méa especificagao do

valor de 0.

Foram investigadas também quais as condi¢bes em que a recomendagdo da ANVISA de

recrutar um total de 24 voluntarios seria razoével.

Para cada valor de 6, os resultados podem ser organizados em uma matriz, colocando nas
linhas o valor real de CV e nas colunas o valor de C'V utilizado na férmula do calculo de
2n. O corpo da tabela é a diferenga entre o tamanho de amostra total que realmente deveria
ser utilizado (2n) e o que foi obtido com o valor incorreto de C'V. Obviamente a diagnonal
principal é composta de zeros, acima é positivo (correspondendo a um valor de 2n maior do que

0 necessario) e abaixo é negativo (correspondendo a um valor de 2n menor do que o necessario).

Na Tabela 3.9 sao apresentados os resultados para valores selecionados de C'V, apenas para

o caso em que 6, = 0,00 e com poder de 80% e 90%.
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Como j4 era esperado, quanto maior o C'V maior o nimero de voluntarios necessarios. A

seguir apresentamos comentéarios para alguns casos especiais para poder de 80%:

1. CV = 0,12 & 2n = 12 (minimo de voluntarios exigidos pela ANVISA quando se tem

informagao): se o C'V verdadeiro for de 0,12 e utilizarmos um valor mais conservador como

0,18, o tamanho da amostra dobra (2n = 24) enquanto que para C'V = 0,50 o namero de

voluntarios é doze vezes maior.

2. CV = 0,18 & 2n = 24 (como descrito anteriomente, quando nao se tem informagoes sobre

o C'V pode-se usar o numero minimo de 24 voluntarios): se o C'V real for menor que 0,18

estaremos superestimando o tamanho da amostra. porém se o C'V real for maior que 0,18

estaremos correndo o risco de obter um resultado nao favorével a bioequivaléncia, além de

diminuir muito o poder do teste.

3. CV = 0,50 & 2n = 156 (um tamanho de amostra praticamente impossivel em estudos de

bioequivaléncia): sendo bastante conservador utilizando C'V de 0,50 pode-se chegar a um

nimero elevado de voluntarios, o que aumenta muito o custo e dificulta o estudo.

Tabela 3.9: Diferenca entre o tamanho de amostra total (2n) calculado quando o valor de C'V é
mal especificado e o valor correto

C'V utilizado no calculo do tamanho de amostra

Poder CV real 2n 0,12 0,15 0,18 0,20 0,25 0,30 0,35 040 0,45 0,50

80% 0,12 12 0 6 12 18 32 50 70 92 118 144
0,15 18 -6 0 6 12 26 44 64 86 112 138
0,18 24 -12 -6 0 6 20 38 58 80 106 132
0,20 30 -18 -12 -6 0 14 32 52 74 100 126
0,25 44 -32 -26 -20 -14 0 18 38 60 86 112
0,30 62 -50 -44 -38 -32 -18 0 20 42 68 94
0,35 82 -70 -64 -58 -52 -38 -20 0 22 46 74
0,40 104 -92 -86 -80 -74 -60 -42 -22 0 26 52
0,45 130 -118 -112 -106 -100  -86 -68 -46 -26 0 26
0,50 156  -144 -138 -132 -126 -112 -94 -74 -52 -26 0

90% 0,12 16 0 6 14 20 40 62 86 116 146 180
0,15 22 -6 0 8 14 34 56 80 110 140 174
0,18 30 -14 -8 0 6 26 48 72 102 132 166
0,20 36 -20 -14 -6 0 20 42 66 96 126 160
0,25 56 -40 -34 -26 -20 0 22 46 76 106 140
0,30 78 -62 -56 -48 -42 -22 0 24 54 84 118
0,35 102 -86 -80 =72 -66 -46 -24 0 30 60 94
0,40 132 -116 -110 -102  -96 -76 -54 -30 0 30 64
0,45 162 -146 -140 -132 -126 -106 -84 -60 -30 0 34
0,50 196 -180 -174 -166 -160 -140 -118 -94 -64 -34 0

Com um poder de teste de 90%, as andlises sao anédlogas as apresentadas para 80%, ressal-

tando apenas que os valores para 2n serao mais elevados.
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Os resultados do tamanho da amostra necessario em fungao do coeficiente de variacao para
quando as diferengas das médias dos medicamentos (teste e referéncia) sao 0,00, 0,05 ou 0,10,

para os poderes de 80% e de 90% estao representadas na Figura 3.1.

2n

60 e 90 »
40 o 60 -
20 = 30 i

010 015 020 025 030 035 040 045 050 0,55
o

010 015 020 025 030 035 040 045 050 0,55
cv

(a) Poder de 80% (b) Poder de 90%

Figura 3.1: Numero total (2n) de voluntarios em fungao do coeficiente de variagao

Na Figura 3.2 sao apresentados os resultados do poder do teste que avalia a bioequivaléncia
quando sdo usados um total de 24 voluntarios. Observa-se que a recomendacao da ANVISA s6

¢ valida quando C'V' é menor que 18,1% (o que corresponde a o menor que 0,18) pois o poder é

de pelo menos 80%.
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Figura 3.2: Poder do teste de bioequivaléncia em func¢ao de C'V (2n = 24)

Dando continuidade ao trabalho investigou-se o impacto dessa escolha errada sobre a con-
clus@o de bioequivaléncia. Para isso foi feito um estudo de simulagoes de Monte Carlo em que
para cada valor de C'V tomado como real foram calculados quantas vezes conclui-se por bioequi-

valéncia quando estima-se incorretamente que o valor de C'V é menor ou maior que o verdadeiro.

Foram considerados vérios valores para C'V (0,12, 0,15, 0,18, 0,20, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,45
e 0,50) e trés valores para 6, (0,00, 0,05 e 0,10).
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Primeiramente foi gerada a medida resumo area sob a curva de concentragao plasmética
versus tempo segundo uma distribuicao log-normal. Para todos os conjuntos de dados gerados
foram testados os efeitos residual, da formulacao e de periodo, foi construido o intervalo de 90%

de confianga para (ur — pur) e os dois testes de hipoteses unilaterais.

Para cada valor de 6, os resultados podem ser organizados em uma matriz, colocando nas
linhas o valor real de C'V e nas colunas o valor de CV utilizado na férmula do célculo de n. O
corpo da tabela sao as porcentagens de conclusao de bioequivaléncia obtido utilizando o valor

incorreto de C'V.

Na Figura 3.3 sao apresentados os resultados para valores selecionados de C'V, apenas para

o caso em que 6, = 0,00 para poder de 80% e de 90%.

010 015 020 025 030 035 040 045 050 0,55 010 015 020 025 030 035 040 045 050 0,55
cv ov

(a) Poder de 80% (b) Poder de 90%

Figura 3.3: Percentual de conclusao de bioequivaléncia em fungao do coeficiente de variagao

Na Tabela 3.10 sao apresentados os resultados para valores selecionados de C'V', para o caso

em que 6, = 0,00 e com poder de 80% e 90%.

Quanto maior o C'V utilizado, maior a porcentagem de conclusao de bioequivaléncia. A seguir

apresentamos alguns comentarios para os mesmos casos especiais escolhidos anteriormente:

1. CV =0,12 & 2n = 12: se o CV verdadeiro for de 0,12 e utilizarmos um valor mais conser-
vador como 0,18, a conclusao de bioequivaléncia aumenta em mais de 10 pontos percentuais

enquanto que para C'V real maior que 0,12, o estudo ficard bastante comprometido.

2. CV = 0,18 & 2n = 24: se o CV real for menor que 0,18 estaremos garantindo ainda
mais uma conclusao de bioequivaléncia porém se o CV real for maior que 0,18 estaremos

correndo o risco de obter um resultado nao favoravel a bioequivaléncia.

3. CV = 0,50 & 2n = 156: com a postura bastante conservadora de utilizar C'V de 0,50
pode-se chegar a garantir 100% de conclusao de bioequivaléncia, mas nao se pode esquecer

que aumenta muito o custo e dificulta o estudo.
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C'V utilizado no céalculo do tamanho de amostra

Poder CVoreal 2n 0,12 0115 0118 020 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
80% 0,12 12 82,68 96,77 99,40 99,91 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,15 18 56,33 83,30 94,40 98,07 99,84 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,18 24 32,06 6241 81,94 90,78 98,54 99,85 100,00 100,00 100,00 100,00
0,20 30 19,56 4892 70,39 8241 9588 99,46 99,92 100,00 100,00 100,00
0,25 44 669 19,73 3991 56,25 81,80 94,02 9831 99,61 99,93 99,99
0,30 62 1,73 576 16,10 30,91 59,28 81,02 91,85 97,25 99,30 99,72
0,35 82 0,56 147 489 11,67 3754 63,48 79,78 90,55 96,11 98,72
0,40 104 0,19 043 1,23 422 20,24 46,05 6509 80,24 89,73 94,66
0,45 130 0,07 014 031 094 782 2922 50,60 67,35 80,91 88,94
0,50 156 0,03 002 007 020 258 16,68 37,15 5442 69,48 79,50
90% 0,12 16 94,27 98,96 99,89 99,99 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,15 22 76,87 91,74 98,07 99,29 99,99 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,18 30 52,99 7588 90,87 9541 99,74 99,98 100,00 100,00 100,00 100,00
0,20 36 38,71 63,82 8230 90,39 98,93 99,93 99,98 100,00 100,00 100,00
0,25 56 13,78 32,86 56,59 69,23 91,63 97,48 99,62 99,97 99,99 100,00
0,30 78 3,66 11,89 30,27 43,84 7592 90,49 97,03 99,22 99,89 99,99
0,35 102 1,13 3,18 11,79 23,16 56,49 77,80 89,53 96,55 98,76 99,65
0,40 132 031 08 376 926 3804 62,65 7945 90,89 9549 9843
0,45 162 0,07 0,17 094 277 21,50 48,04 66,31 81,29 90,16 94,97
0,50 196 004 006 021 073 10,04 32,64 53,10 70,58 82,18 90,22

2n = numero total de voluntarios

Com o aumento de 6, ha um aumento no nimero de voluntarios necessarios para o estudo de

bioequivaléncia, como podemos observar adiante. A Tabela 3.11 nos mostra também a porcen-

tagem com que concluimos bioequivaléncia e a porcentagem de inexisténcia de efeitos residual,

da formulagao e de periodo, para um poder de 80%.

Podemos observar que com o aumento de ¢, hd um aumento na conclusao de bioequivaléncia,

isso pode ser devido ao aumento no niimero de voluntarios. Nota-se ainda que os efeitos residual,

da formulacao e de periodo se alteram pouco, independente do C'V' e dos valores de 6, ficando

proximos aos 5% esperados.
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Tabela 3.11: Percentuais de bioequivaléncia e dos efeitos residual (Ef), da formulagao (Ef) e de
perfodo (Ep) para 6, = 0,00,0, 05,0, 10
0~ CvV  2n BE Er Ef Ep
0,00 0,12 12 82,68 5,10 4,00 4,80
0,15 18 83,80 4,40 4,30 5,90
0,18 24 81,94 4,80 4,60 5,00
0,20 30 8241 5,10 4,50 5,50
0,25 44 81,80 4,10 4,50 4,40
0,30 62 81,02 5,00 5,00 5,20
0,35 82 79,78 5,00 3,90 5,00
0,40 104 80,24 4,50 5,90 4,80
0,45 130 80,91 5,10 4,70 3,60
0,50 156 79,50 5,70 3,90 6,30

0,05 0,12 14 90,04 590 4,60 4,70
0,15 22 9200 420 380 5,10
0,18 30 90,74 4,70 520 4,40
020 36 90,93 560 520 4,80
025 54 8949 570 4,90 4,90
0,30 76 89,70 3,80 520 6,20
0,35 100 88,90 3,80 550 4,50
040 128 8988 440 430 4,80
045 158 89,06 6,10 4,60 4,40
0,50 192 8946 3,70 4,00 4,80
0,10 012 26 99,78 4,60 450 5,10
0,15 38 99,65 500 530 4,60

0,18 54 99,58 4,80 5,40 5,30
0,20 66 99,68 490 5,00 5,00
0,25 102 99,52 4,00 5,90 5,80
0,30 144 99,68 4,90 4,70 5,20
0,35 190 99,50 3,80 4,40 5,00
0,40 244 99,54 420 5,80 5,90
0,45 304 99,69 4,80 4,90 5,00
0,50 366 99,57 3,90 4,00 4,50

2n = numero total de voluntarios

3.2 Simulacao da curva de concentracao individual

Para esse estudo assumiu-se que o medicamento administrado segue o modelo monocompar-
timental, com absor¢do de primeira passagem, que é a situagdo que mais ocorre na pratica. A

curva de concentragao versus tempo correspondente deve ser escrita como:



%)

DK,

) = Vam, - 1)

[eKet - eK“t], (3.2)

lembrando que D é a dose administrada, K, a constante de absor¢ao, K. a constante de elimi-

nagao e Vd o volume de distribuicao.

Assumindo o total de m nos tempos de coletas t1,to, ..., t;,, a estimagao para ASC; usando

a regra dos trapezoéides é dada por:

c
ASCy = 2; {C“;C} (ti —tie1) (3:3)

Inicialmente foram fixados os seguintes 17 tempos de coletas (em horas): 0; 0,5; 1; 1,33; 1,67,
2: 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 6; 8; 10; 12; 16. Através de simulacées de Monte Carlo, foram geradas
concentracoes plasmaticas para a construcao da curva de concentracao plasmatica segundo uma
distribui¢ao log-normal, com ntimero de total de voluntérios por grupo de 2n = 24,26, 28,30. A
partir dos dados gerados, além do calculo da ASC, foi identificado o Cmax. Assim, foram testa-
dos os efeitos residual, da formulacao e de periodo, foi construido o intervalo de 90% de confianca
para a diferenga das médias do medicamento teste e do referéncia (na escala logaritimica) e os

dois testes de hipdteses unilaterais de Schuirmann.

Os valores para K, e K, foram obtidos através de duas distribuigoes log-normais, cada um
com um valor especifico para a média e o desvio-padrao de cada seqiiéncia do estudo. E razoavel
assumir que D e Vd sao constantes, j4 que os estudos de bioequivaléncia sao conduzidos em
voluntéarios sadios. Sem perda de generalidade, os valores para D e Vd foram fixados em 400 mg

e 10 litros.

3.2.1 Conclusao de bioequivaléncia

Para declarar que dois medicamentos sao bioequivalentes, os intervalos de 90% de confianca
para a razao ou diferenca das médias, tanto para ASC quanto para Cmazx, devem estar total-
mente dentro do intervalo de bioequivaléncia, ou de forma anéloga rejeitar as hipdteses nulas
do teste de Schuirmann. Para investigar o que é esperado na pratica, foram simuladas véarias
situagoes e comparadas as porcentagens de conclusdo de bioequivaléncia somente para Cmaz,

somente para ASC' e para as duas medidas simultaneamente.

Para gerar os dados foram consideradas as combinagoes para os pardmetros apresentados na

Tabela 3.12.

Os percentuais de bioequivaléncia para os 27 casos da Tabela 3.12 sao apresentados na Tabela

3.13.



96

Tabela 3.12: Parametros considerados na simulagao para a constante de eliminagao (K.) e cons-
tante de absorgao (K,)

K.,=0,05 K,=0,07 K.=0,09
Caso K.,r K.r Caso Ku,r K,r Caso K,r K,r

1 060 0,50 10 0,60 0,50 19 0,60 0,50
2 0,60 0,60 11 0,60 0,60 20 0,60 0,60
30,60 0,70 12 0,60 0,70 21 0,60 0,70
4 0,70 0,50 13 0,70 0,50 22 0,70 0,50
5 0,70 0,60 14 0,70 0,60 23 0,70 0,60
6 0,70 0,70 15 0,70 0,70 24 0,70 0,70
7 080 0,50 16 0,80 0,50 25 0,80 0,50
8 0,80 0,60 17 0,80 0,60 26 0,80 0,60
9 080 0,70 18 080 0,70 27 0,80 0,70

R: medicamento referéncia, T": medicamento teste

Quando os valores de K g e K, sdo proximos, ha mais casos de conclusao de bioequivaléncia,
podendo até chegar a 100%. Os piores casos aparecem quando a diferenca entre os parametros
(K,) s@o maiores, isso porque os medicamentos terdo comportamentos diferenciados em relagao

a absor¢ao, sendo o caso 25 (K, = 0,80, K,7 = 0,50 e K. = 0,09) a pior situagao.

Percebe-se também que os percentuais de conclusoes de bioequivaléncia para o C'maz nunca
sdo superiores aos percentuais para ASCy, o que nos leva a pensar se o C'mazx é realmente uma
boa medida para avaliar a velocidade de absor¢ao. Conforme Noél et al. (2003a), o C'max é uma
medida de maior variabilidade, e assim pode levar a uma conclusao errénea de nao bioequiva-

léncia. Essa maior variabilidade de C'max pode ser observada pela Tabela 3.14.

Como as ordens de grandeza de ASC' e Cmax sao bastante diferentes, é recomendéavel usar
uma medida padronizada, tal como o coeficiente de variacdo. Para todas as situacoes o C'V de
Cmax € maior que o da ASC. Quanto maior K,, menor é C'V, tanto para ASC como também
para Cmaz. Por outro lado, C'V é inversamente proporcional a K, para ASC, mas diretamente
proporcional para C'max. Assim, as maiores variabilidades, tanto para o medicamento referéncia
quanto para o teste e para os todos valores de K, ocorrem para K, = 0,09. A maior variabilidade

encontrada foi para o medicamento referéncia com K, = 0,60.
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Tabela 3.13: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para C'max, para ASC e para as duas

medidas simultaneamente

Caso 2n  Cmazx ASCy Ambas | Caso 2n Cmazx ASCY Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas
1 24 99,93 99,89 99,88 10 24 99,47 99,95 99,46 19 24 98,13 99,98 98,13

26 99,97 99,97 99,96 26 99,78 99,99 99,78 26 98,77 100,00 98,77

28 99,97 99,98 99,96 28 99,77 100,00 99,77 28 99,22 100,00 99,22

30 100,00 100,00 100,00 30 99,89 100,00 99,89 30 99,52 100,00 99,52

Caso 2n Cmax  ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASC; Ambas | Caso 2n Cmax  ASC: Ambas
2 24 100,00 99,99 99,99 11 24 99,99 100,00 99,99 20 24 99,94 100,00 99,94

26 100,00 100,00 100,00 26 99,99 100,00 99,99 26 99,95 100,00 99,95

28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00

30 100,00 100,00 100,00 30 100,00 100,00 100,00 30 99,99 100,00 99,99

Caso 2n Cmax ASC, Ambas | Caso 2n Cmax  ASCy Ambas | Caso 2n Cmax  ASCy Ambas
3 24 99,99 99,96 99,96 12 24 99,74 99,99 99,74 21 24 98,66 99,99 98,66

26 99,99 99,99 99,99 26 99,91 100,00 99,91 26 99,04 100,00 99,04

28 100,00 100,00 100,00 28 99,96 100,00 99,96 28 99,40 100,00 99,40

30 100,00 100,00 100,00 30 99,96 100,00 99,96 30 99,69 100,00 99,69

Caso 2n  Cmazx ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas
4 24 99,51 99,61 99,32 13 24 91,55 99,28 91,55 22 24 88,22 99,88 88,22

26 99,77 99,84 99,71 26 93,61 99,63 93,61 26 90,64 99,96 90,64

28 99,79 99,86 99,76 28 95,15 99,78 95,15 28 92,09 99,97 92,09

30 99,90 99,95 99,88 30 96,48 99,86 96,48 30 93,72 99,99 93,72

Caso 2n Cmazx ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas
5 24 100,00 100,00 100,00 14 24 100,00 100,00 100,00 23 24 99,96 100,00 99,96

26 100,00 100,00 100,00 26 100,00 100,00 100,00 26 99,98 100,00 99,98

28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00

30 100,00 100,00 100,00 30 100,00 100,00 100,00 30 100,00 100,00 100,00

Caso 2n Cmax ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas
6 24 100,00 100,00 100,00 15 24 100,00 100,00 100,00 24 24 100,00 100,00 100,00

26 100,00 100,00 100,00 26 100,00 100,00 100,00 26 100,00 100,00 100,00

28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00

30 100,00 100,00 100,00 30 100,00 100,00 100,00 30 100,00 100,00 100,00

Caso 2n Cmazx ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCq Ambas
7 24 97,68 98,72 97,43 16 24 85,56 99,36 85,56 25 24 66,90 99,68 66,90

26 98,49 99,11 98,30 26 88,26 99,64 88,26 26 69,28 99,90 69,28

28 99,08 99,46 98,96 28 89,84 99,79 89,84 28 72,57 99,89 72,57

30 99,32 99,64 99,23 30 91,81 99,86 91,81 30 74,93 99,92 74,93

Caso 2n Cmazx ASCq Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas
8 24 100,00 100,00 100,00 17 24 99,96 100,00 99,96 26 24 99,58 100,00 99,58

26 100,00 100,00 100,00 26 99,98 100,00 99,98 26 99,85 100,00 99,85

28 100,00 100,00 100,00 28 99,99 100,00 99,99 28 99,85 100,00 99,85

30 100,00 100,00 100,00 30 100,00 100,00 100,00 30 99,90 100,00 99,90

Caso 2n Cmaz ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas | Caso 2n Cmax ASCy Ambas
9 24 100,00 100,00 100,00 18 24 100,00 100,00 100,00 27 24 100,00 100,00 100,00

26 100,00 100,00 100,00 26 100,00 100,00 100,00 26 100,00 100,00 100,00

28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00

30 100,00 100,00 100,00 30 100,00 100,00 100,00 30 100,00 100,00 100,00

2n = numero total de voluntarios
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Tabela 3.14: Estatisticas descritivas para ASC(ng/ml - h) e Cmax(ng/ml) para as formulagoes

ReT
R T
K, =060 K,=070 K,=0,80 K, =050 K,=060 K,=0,70
K. = 0,05 Média 310,81 315,22 318,44 305,61 311,77 316,05
ASC DP 14,05 11,83 10,14 13,75 11,23 9,40
CV (%) 4,52 3,75 3,18 4,50 3,60 2,97
Meédia 24,41 24,99 25,45 23,73 24,46 25,03
Cmaz  DP 1,65 1,54 1,44 1,48 1,37 1,28
CV (%) 6,75 6,14 5,67 6,25 5,09 5,09
K. = 0,07 Média 274,98 278,50 281,03 270,86 275,81 279,20
ASC DP 11,41 9,49 8,06 11,25 9,07 7,50
CV (%) 4,15 3,41 2,87 4,15 3,29 2,69
Média 23,04 23,69 24,23 22,26 23,08 23,74
Cmazx DPp 1,86 1,76 1,66 1,66 1,55 1,46
CV (%) 8,09 7,42 6,87 7,45 6,73 6,16
K. — 0,09 Meédia 245,01 247,82 249,82 241,72 245,73 248,42
ASC DPp 9,33 7,68 6,45 9,28 7,37 6,04
CV (%) 3,81 3,10 2,58 3,84 3,00 2,43
Média 21,90 22,61 23,20 21,05 21,94 22,65
Cmaz  DP 2,02 1,92 1,83 1,78 1,68 1,60
CV (%) 9,22 8,49 7,89 8,46 7,68 7,06

K.: constante de eliminacao, K,: constante de absorgao
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Os resultados das Tabelas 3.13 e 3.14 estao de acordo com Noél et al. (2003a), que diz que
os critérios de bioequivaléncia deveriam ser definidos baseados em dados de relagao farmacociné-
tica/farmacodindmica, podendo levar a desvios racionais do padrao tradicional do intervalo de
confianga e esta relagdo depende da natureza de cada farmaco. Assim, dados farmacodinamicos

podem favorecer intervalos de confianga mais largos ou exigir intervalos mais estreitos.

Um segundo nivel de discussao seria o intervalo de confianga adotado no caso do Cmazx. O
FDA (agéncia regulatéria americana) mantém o mesmo intervalo de confianga usado para ASC
(0,80; 1,25), mas as agéncias regulatérias da Comunidade Européia, do Canada e do México

adotam uma posicao mais flexivel.

A Tabela 3.15 mostra quantas vezes (%) a medida ASC' ¢é declarada bioequivalente e Cmax
nao e vice-versa. Nao foram apresentados os casos em que a conclusao de bioequivaléncia é

declarada para 100% das amostras, tanto para ASC quanto para Cmaz.

Tabela 3.15: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para as situacdes em que somente
Cmax ou ASC sao bioequivalentes

2n Cmazxz ASC 2n Cmaxz ASC 2n Cmazxz  ASC
1 24 0,05 0,01 | 13 24 0,00 7,73 | 21 24 0,00 1,33
26 0,01 0,01 26 0,00 6,02 26 0,00 0,96
28 0,01 0,02 28 0,00 4,63 28 0,00 0,60
30 0,00 0,00 30 0,00 3,38 30 0,00 0,31
2n Cmax ASC 2n Cmax  ASC 2n Cmax  ASC
4 24 0,19 0,29 | 16 24 0,00 13,80 | 22 24 0,00 11,66
26 0,06 0,13 26 0,00 11,38 26 0,00 9,32
28 0,03 0,10 28 0,00 9,95 28 0,00 7,88
30 0,02 0,07 30 0,00 8,05 30 0,00 6,27
2n Cmax ASC 2n Cmax ASC 2n Cmax  ASC
7 24 0,25 1,29 | 17 24 0,00 0,04 | 23 24 0,00 0,04
26 0,19 0,81 26 0,00 0,02 26 0,00 0,02
28 0,12 0,50 28 0,00 0,01 28 0,00 0,00
30 0,09 0,41 30 0,00 0,00 30 0,00 0,00
2n Cmax ASC 2n Cmax ASC 2n Cmax ASC
10 24 0,01 0,49 | 19 24 0,00 1,85 | 25 24 0,00 32,78
26 0,00 0,21 26 0,00 1,23 26 0,00 30,62
28 0,00 0,33 28 0,00 0,78 28 0,00 27,32
30 0,00 0,11 30 0,00 0,48 30 0,00 24,99
2n Cmax ASC 2n Cmax ASC 2n Cmax ASC
12 24 0,00 0,25 | 20 24 0,00 0,06 | 26 24 0,00 0,42
26 0,00 0,09 26 0,00 0,05 26 0,00 0,15
28 0,00 0,04 28 0,00 0,00 28 0,00 0,15
30 0,00 0,04 30 0,00 0,01 30 0,00 0,10

2n = numero total de voluntarios
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Nos casos 1, 4, 7 e 10, ocorreram situagoes em que apenas umas das medidas (ASC ou
Cmaz) foi declarada bioequivalente. J& para os outros casos representados em 3.15, nao houve
situagbes em que s6 se declarou bioequivaléncia para Cmaz, isto é, ou as duas medidas foram
bioequivalentes simultaneamente ou apenas ASC. Destacando o caso 25, onde a decisao de

bioequivaléncia apenas em ASC' é muito elevada.

3.2.2 Cronograma de coleta

Como foi dito anteriormente, de acordo com Kong e Rene (2000) um ntamero apropriado
de coletas seria entre seis e oito, sem contar a coleta inicial (¢p). Para verificar essa afirmagao
foram feitas simulagdes utilizando varios cronogramas de coleta e para cada cronograma foram
retiradas coletas uma a uma até ficar somente com as sete coletas (contando a de tg). Os tempos
foram retirados levando em consideracao o valor de T'maz e a meia vida do principio ativo, que

sao informacoes facilmente encontradas na literatura.

O primeiro cronograma utilizado foi o de 17 tempos de coletas (em horas): 0; 0,5; 1; 1,33;
1,67; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 6; 8; 10; 12; 16. Os resultados com a porcentagem de conclusao de
bioequivaléncia para ASC} e Cmazx, para um medicamento com T'max entre 2 e 4 horas e meia

vida de 2 a 4 horas, assim a tltima coleta é de 16h, sao apresentados na Tabela 3.16

Tabela 3.16: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia para ASC e C'mazx de acordo com o
namero de coletas (t17 = 16h)

ASC Cmax
Ntmero 2n 2n
de coletas 24 26 28 30 24 26 28 30
17 90,71 92,67 94,17 95,10 80,10 83,31 85,28 87,68
16 90,74 92,69 94,19 95,13 80,11 83,34 85,29 87,70
15 90,32 92,29 93,80 94,83 79,49 82,71 84,72 87,25
14 90,71 92,69 94,20 95,15 79,49 82,71 84,72 87,25
13 90,71 92,68 94,20 95,14 79,56 82,75 84,74 87,29
12 90,63 92,61 94,12 95,09 79,59 82,86 84,88 87,39
11 89,76 91,54 93,26 94,43 78,47 81,62 83,80 86,40
10 89,76 91,54 93,26 94,43 78,62 81,67 83,95 86,55
9 89,89 91,76 93,38 94,53 78,69 81,76 84,05 86,59
8 89,93 91,79 93,43 94,53 78,92 81,96 84,18 86,73
7 87,35 89,48 91,28 92,70 77,06 79,56 82,43 85,26

2n — numero total de voluntarios
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Segundo os dados mostrados na Tabela 3.16 pode-se observar que mesmo para um ndamero
inferior de coletas, nao ha uma queda expressiva no percentual de conclusao de bioequivaléncia,
sendo que a maior queda aparece para a ASC com 2n = 24 (3,36%). O que nos leva a crer que
podemos ter um ntimero menor de coletas, diminuindo assim o custo do estudo e o desgaste do

voluntario. Essa situagao pode ser melhor visualizada através da Figura 3.4.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Nimero de coletas Nimero de coletas

(a) ASC (b) Cmax

Figura 3.4: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia de acordo com o numero de coletas
(t17 = 16h)

O mesmo procedimento foi realizado para outros cronogramas de coleta. A Tabela 3.17
mostra os resultados obtidos utilizando um cronograma original com 16 coletas, o T'max é em
torno de 1,5h e a meia vida é de 5 horas, sendo a tltima coleta 24 horas apds a administragao do
medicamento. Nota-se que o melhor resultado para ASC ocorre para 11 coletas, duas a menos

que o cronograma, original e a pior situagao ocorre com 8 coletas.
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Figura 3.5: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para ASC' de acordo com o numero de
coletas (t16 = 24h)
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Tabela 3.17: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia para ASC e C'max de acordo com o

ndamero de coletas (t16 = 24h)

ASC Cmazx
Ntmero 2n 2n
de coletas 24 26 28 30 24 26 28 30
16 77,00 83,75 89,03 93,89 100,00 100,00 100,00 100,00
15 77,10 83,95 89,07 94,08 100,00 100,00 100,00 100,00
14 80,99 87,07 91,70 95,51 100,00 100,00 100,00 100,00
13 80,95 87,04 91,61 95,43 100,00 100,00 100,00 100,00
12 79,85 86,14 90,91 95,09 100,00 100,00 100,00 100,00
11 82,46 88,13 92,60 96,14 100,00 100,00 100,00 100,00
10 79,25 85,78 90,49 94,85 100,00 100,00 100,00 100,00
9 79,25 85,78 90,49 94,85 100,00 100,00 100,00 100,00
8 73,05 80,98 86,52 92,13 100,00 100,00 100,00 100,00
7 77,82 84,61 89,49 94,25 100,00 100,00 100,00 100,00

2n — namero total de voluntérios

A Tabela 3.18 e a Figura 3.6 mostram os resultados obtidos utilizando um cronograma

original com 17 coletas sendo a dltima coleta 48 horas apds a administragao do medicamento, o

T'max ocorre entre 2 e 4 horas e a meia vida entre 9 e 10 horas. Observa-se que mesmo para

um nidmero inferior de coletas, os percentuais de conclusao de bioequivaléncia se mantém altos,

maiores que 99% para ASC para todos os casos e com excecao de 8 e 7 coletas para 2n = 24

para Cmazx (94,20%), todos os valores estao acima de 95%. A melhor situac¢ao para ASC é com

apenas 7 coletas, porém essa é para C'max a pior situagao.

Nuamero de coletas

(a) ASC

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

99,6
99,0
98,4
97,8
97,2
96,6
96,0

94,8

94,2

9544 "

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Nuamero de coletas

(b) Cmax

Figura 3.6: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia de acordo com o numero de coletas
(tao = 48h)
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Figura 3.7: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para ASC de acordo com o nimero de
coletas (t17 = 96h)
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Figura 3.8: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para ASC de acordo com o numero de
coletas (t15 = 120h)
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Tabela 3.18: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia para ASC e Cmax de acordo com o
namero de coletas (t20 = 48h)

ASC Cmazx

Ntmero 2n 2n

de coletas 24 26 28 30 24 26 28 30
20 99,53 99,72 99,93 99,96 99,00 99,49 99,62 99,78
19 99,52 99,72 99,93 99,96 99,00 99,49 99,62 99,78
18 99,54 99,72 99,94 99,96 98,96 99,48 99,62 99,78
17 99,49 99,72 99,94 99,95 98,82 99,43 99,57 99,72
16 99,53 99,73 99,93 99,96 98,82 99,43 99,57 99,72
15 99,75 99,90 99,96 99,99 98,81 99,43 99,57 99,70
14 99,75 99,90 99,96 99,99 98,83 99,44 99,57 99,70
13 99,75 99,90 99,96 99,99 98,84 99,44 99,57 99,72
12 99,75 99,90 99,96 99,99 98,86 99,46 99,57 99,72
11 99,73 99,89 99,96 99,98 98,51 99,12 99,47 99,65
10 99,73 99,89 99,96 99,98 98,60 99,18 99,50 99,66
9 99,89 99,95 99,98 99,99 98,60 99,18 99,50 99,66
8 99,77 99,92 99,97 99,98 94,20 95,56 96,85 97,68
7 100,00 100,00 100,00 100,00 94,20 95,56 96,85 97,68

2n = numero total de voluntarios

As Tabelas 3.19 e 3.20 mostram os resultados obtidos utilizando um cronograma original
com 17 e 18 coletas sendo as ultimas coletas com 96 (T'max entre 2 e 3 horas e meia vida
de aproximadamente 19 horas) e 120 horas (T'max de 4 a 8 horas e meia vida de 24 horas),
respectivamente. Pela anéalise dessas tabelas destaca-se que para um ntmero inferior de coletas
h& um aumento no percentual de conclusao de bioequivaléncia, isso é explicado devido ao fato
de que quando se diminui o nimero de pontos para a construgdo da curva de concentragao
plasmaética, perde-se precisao no célculo da area sob a curva, podendo deixar os resultados mais
proximos entre os voluntarios, o que consequentemente interfere na conclusao de bioequivaléncia.
Os percentuais encontrados para C'max se mantiveram constantes porque os tempos de coleta

retirados foram feitos de forma a nao influenciar Tmazx.

Por fim, constata-se que nao se pode generalizar sobre a quantidade de amostras coletadas,
pois ha uma grande influéncia dos parametros farmacocinéticos (K,, K., Vd). Sendo assim, cabe
ressaltar que a escolha do nimero e do horario das coletas é uma tarefa delicada para que a
curva construida reflita bem o comportamento do farmaco no organismo em termos de absorgao

e eliminagao.
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Tabela 3.19: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia para ASC e C'mazx de acordo com o
namero de coletas (t17 = 96h)

ASC Cmazx

Ntumero 2n 2n

de coletas 24 26 28 30 24 26 28 30
17 99,32 99,66 99,83 99,93 100,00 100,00 100,00 100,00
16 99,32 99,66 99,83 99,93 100,00 100,00 100,00 100,00
15 99,32 99,66 99,83 99,93 100,00 100,00 100,00 100,00
14 99,32 99,66 99,83 99,93 100,00 100,00 100,00 100,00
13 99,32 99,66 99,83 99,93 100,00 100,00 100,00 100,00
12 99,32 99,66 99,83 99,93 100,00 100,00 100,00 100,00
11 99,32 99,66 99,83 99,93 100,00 100,00 100,00 100,00
10 99,45 99,69 99,86 99,94 100,00 100,00 100,00 100,00
9 99,56 99,79 99,94 99,97 100,00 100,00 100,00 100,00
8 99,565 99,79 99,94 99,97 100,00 100,00 100,00 100,00
7 99,99 99,99 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

2n — nuamero total de voluntarios

Tabela 3.20: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia para ASC e Cmazx de acordo com o
namero de coletas (t;3 = 120h)

ASC Cmax
Ntmero 2n 2n
de coletas 24 26 28 30 24 26 28 30
18 87,36 90,88 94,01 96,00 100,00 100,00 100,00 100,00

17 87,34 90,87 94,00 96,00 100,00 100,00 100,00 100,00
16 87,20 90,84 93,98 9595 100,00 100,00 100,00 100,00
15 87,50 91,05 94,09 96,02 100,00 100,00 100,00 100,00
14 87,50 91,03 94,04 96,02 100,00 100,00 100,00 100,00
13 87,47 91,00 94,01 96,01 100,00 100,00 100,00 100,00
12 87,46 91,00 94,01 96,00 100,00 100,00 100,00 100,00
11 87,45 90,96 94,01 9599 100,00 100,00 100,00 100,00
10 92,66 95,05 96,98 9835 100,00 100,00 100,00 100,00

2n = numero total de voluntarios
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4 Discussao e consideracoes finais

A equipe estatistica tem um papel importante em estudos de bioequivaléncia, tanto no pla-
nejamento como na anélise dos dados. No planejamento destacam-se a escolha do delineamento
adequado, a determinacgao do cronograma de coleta e o calculo do ntimero de voluntarios. Apesar
da anélise dos dados ter que seguir as normas da ANVISA, um desafio é adotar metodologias

mais apropriadas para situagoes atipicas ou mais complicadas.

Quando o ntmero de voluntarios necesséarios é grande devido a alta variabilidade, planeja-
mentos de ordens mais elevadas (por exemplo, mais de dois periodos) sdo mais eficientes. Um
nimero maior de periodos diminui a quantidade de voluntarios necesséarios em um estudo porém

pode elevar a quantidade de desisténcias.

Para situagoes de incerteza da variabilidade em estudos de bioequivaléncia seria recomen-
davel, sempre que possivel, utilizar uma amostra maior que a calculada para o CV do farmaco.
Entretanto, assumir uma posi¢ao extremamente conservadora pode acarretar um aumento des-
necessario no numero de participantes do estudo e por questoes de custo e/ou dificuldades na

pratica pode se tornar inviavel.

Segundo Patterson e Jones (2006), como o impacto da presenca de outliers nao pode ser
controlado depois do estudo completo, o melhor jeito de lidar com esses valores é saber que eles
podem aparecer aleatoriamente e proteger o poder do estudo contra as ocorréncias desses outliers
no momento do planejamento do estudo. Para isso, é recomendado que no planejamento o poder
do teste seja fixado em 90% para que esses estudos, depois de realizados, tenham pelo menos
80% de poder sob um potencial aumento da estimativa da variabilidade e grandes mudancas no

valor de 0., (> 5%).

Para atingir a variabilidade tdao baixa quanto possivel e evitar a ocorréncia de outliers, a
estratégia é selecionar voluntéarios com a maior homogeneidade possivel, ou seja, com caracte-
risticas fisicas e clinicas bastante semelhantes. Além disso, o esquema de aleatorizacao deve ser
bastante cuidadoso no que diz respeito ao balanceamento dos voluntarios. Se isso nao for possivel

através de uma aleatorizagdo simples, deve-se optar por uma aleatorizacao estratificada.

De acordo com Noél et al. (2003a) o principal desafio para uma agéncia regulatoria é escolher

as medidas farmacocinéticas, o intervalo de bioequivaléncia e as probabilidades associadas (nivel



67

de significancia e poder) para determinar o que constitui um perfil de absor¢ao significativamente

diferente entre produtos e poder avaliar a bioequivaléncia.

A medida da area sob a curva de concentracido plasmética versus tempo é universalmente
aceita como caracteristica da extensao de absorcao do farmaco. Entretanto, a melhor medida
para caracterizar a velocidade de absor¢ao é bastante discutida. A concentragdo maxima (Cmax)
é tradicionalmente escolhida como medida farmacocinética para mensurar a velocidade de ab-
sor¢ao, porém Cmax tém algumas desvantagens. Por exemplo, ndo é uma medida pura da
velocidade de absorgao, sofre influéncia da extensao de absorcao da droga, além de ser depen-
dente do cronograma de coleta. Uma alternativa seria o uso de T'max como medida caracteristica
da velocidade de absorgao, mas T'max também é totalmente dependente do cronograma de co-
leta estabelecido e em casos de medicamentos de liberagao modificada T'max apresenta menor
propriedade para caracterizar a velocidade de absor¢do. Assim, uma outra opgao é a razao entre
Cmaz e ASC, ja que nesse caso a influéncia da extensdo de absorc¢ao é eliminada. Esse critério
nao é adotado pelas agéncias regulatorias e é questionado por alguns autores (TOZER; HAUCK,

1997).

Outra questao bastante discutida refere-se ao intervalo de confianga adotado no caso do
Cmaz. A agéncia regulatoria americana (FDA) mantém o mesmo intervalo de confianga usado
para ASC (0,80; 1,25). A ANVISA reconhece que “outros limites de intervalo de 90% de con-
fianca, para C'max, poderao ser aceitos mediante justificativas cientificas "(RE N° 1170, 2006).
A Comunidade Européia aceita intervalo de bioequivaléncia mais amplo, (0,75; 1,33), enquanto
que no Canadé somente é exigido que a razao das médias geométricas de Cmax esteja dentro

dos limites de 0,80; 1,25 e nao todo o intervalo de 90% de confianca.

Por questoes éticas e financeiras o nimero de amostras sangiiineas coletadas por voluntario
é limitado. Entao o cronograma de coleta deve ser planejado adequadamente para que a curva
de concentragao plasmaética possa reproduzir com precisao a biodisponibilidade do farmaco. Nao
existe um cronograma padréo, mas a recomendacao é que as medidas farmacocinéticas devem
ser consideradas (meia vida, Tmaz, K,, K.). Uma opgao interessante ¢ simular possiveis cro-
nogramas, observar o que ocorre e juntamente com as informagoes sobre o farmaco elaborar o

cronograma de coleta.

Outro problema referente ao cronograma de coleta é a diferenga entre o tempo teodrico e
o tempo real de coleta. Para minimizar os atrasos nas coletas é feito um escalonamento entre
os coletores para cada voluntario de sua responsabilidade. Ou seja, o coletor tem um tempo
de deslocamento entre um voluntério e outro, sendo que cada grupo de voluntarios recebera a
medicagao em tempos diferentes e a primeira coleta é o tempo zero (tg) para todos os voluntarios.
Se mesmo usando o escalonamento de coletas ainda houver atrasos uma opgao é utilizar o tempo

real para calcular a area sob a curva de concentracao plasmaética.
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Os estudos de simulacdo apresentados no Capitulo 3 ndo s6 contribuem de forma tedrica,
como podem ser utilizadas na pratica nos planejamentos experimentais. Apesar deste trabalho

ser relativamente abrangente, hé limitagoes e necessidade de extensoes, tais como:

e Deteccao de tratamento de outlier: comparar o teste da distancia das estimativas como
método de deteccao de outlier, indicado com o melhor apontado por Ramsay e Elkum

(2005), com o critério do grafico tipo boz-plot;

e Estudo de T'max: estudo de simulagoes considerando o teste nao paramétrico para T'max,

e analisar a proporcao de estudos que tem resultado favorével;

e Estudos desbalanceados: a partir da simulacao dos dados individuais, gerar amostras com
dados faltantes, ou por perdas nas coletas ou quando por alguma razao o ntmero de

voluntéarios das duas seqiiéncias nao é o mesmo, isto é, ny 7 no.

e Estudos sobre a violagao dos pressupostos dos métodos estatisticos utilizados para ava-
liar bioequivaléncia, especialmente a homocedasticidade das medidas farmacocinéticas dos

medicamentos de referéncia e teste.

Se houver completa integracao entre as equipes envolvidas (clinica, analitica e estatistica),
cuidado no planejamento, além de conducao e anélise adequadas, se os farmacos sao realmente
bioquivalentes, espera-se que o estudo de bioequivaléncia tenha resultado favorével, isto é, que
as formulagoes (T' e R) sejam declaradas bioequivalentes. Entretanto, na pratica nao se pode
ignorar dois possiveis erros: (i) apesar de haver bioequivaléncia entre T e R, a conclusao é de
nao bioequivaléncia; (ii) 7' e R nao sao bioequivalentes, mas a conclusao é pela bioequivaléncia.
O primeiro erro é relacionado ao patrocinador e o segundo ao paciente. As conseqiiéncias destes

dois tipos de erros sao diferentes, mas em qualquer caso, obviamente indesejéveis.

A concentragao do estudo de simulacao desta dissertacao foi com relacdo ao controle do pri-
meiro tipo de erro. Assim, estudos adicionais sdo necessarios simulando situacoes sob a hipotese
de nao bioequivaléncia para compreender em quais circunstancias um estudo é declarado bioe-
quivalente quando na realidade ndo é. Finalmente, é importante reafirmar que o compromisso
de um centro de bioequivaléncia, e em particular da equipe estatistica, é com a verdade e nao

com interesses do patrocinador do estudo.
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Anexo

Dados de Chow e Liu (2000) pagina 73.

Seqiiéncia  Voluntério Periodo
1 2

1 RT 1 74,675 73,675
RT 4 96,400 93,250
RT 5 101,950 102,125
RT 6 79,050 69,450
RT 11 79,050 69,025
RT 12 85,950 68,700
RT 15 69,725 59,425
RT 16 86,275 76,125
RT 19 112,675 114,875
RT 20 99,525 116,250
RT 23 89,425 64,175
RT 24 55,175 74,575

2 TR 2 74,825 37,350
TR 3 86,875 51,925
TR 7 81,675 72,175
TR 8 92,700 77,500
TR 9 50,450 71,875
TR 10 66,125 94,025
TR 13 122,450 124,975
TR 14 99,075 85,225
TR 17 86,350 95,925
TR 18 49,925 67,100
TR 21 42,700 59,425
TR 22 91,725 114,050
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