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Resumo

Para que a comercializacdo de um medicamento genérico seja liberada, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) exige a realizacdo de testes de bioequivaléncia. Devem ser realizados
seguindo uma metodologia especifica e protocolo aprovado por um comité de ética. Na maioria
absoluta das vezes, os participantes sdo voluntarios sadios que sdo confinados em uma ala hospitalar
por um determinado periodo. A partir de amostras coletadas em liquido biolégico, por exemplo,
plasma, segundo um cronograma pré-estabelecido, € possivel calcular medidas farmacocinéticas, tais
como drea sob a curva de concentracdo versus tempo (ASC) e pico de concentragdo méaxima (C,,,,). Ha
trés tipos de estudos de bioequivaléncia: média (o mais comum e exigido pela ANVISA), individual e
populacional. Para que a bioequivaléncia média seja declarada, os intervalos com 90% de confianca
para a diferenca ou razdo das médias de ASC e C,,,, devem estar dentro dos limites de bioequivaléncia.
Os delineamentos cross-over sdo os mais utilizados, em especial o 2x2. Entretanto, para formulagdes
com alta variabilidade (coeficiente de varia¢do intra-individual superior a 30%), requer um numero
grande de voluntdrios sendo recomendada a utilizacdo de delineamentos cross-over de ordem maior
que 2x2. Os delineamentos do tipo cross-over comumente escolhidos sdo 2x2, 2x3, 2x4, 4x4 e 4x2
para comparagdo de duas formulacdes e 6x3 e 4x4 para comparagdo de trés e quatro formulacdes,
respectivamente. Neste trabalho é fornecida uma base fundamentada para escolha dentre estes
delineamentos na avaliacdo de bioequivaléncia média. O poder do teste de bioequivaléncia, o niimero
de voluntarios e o nimero de medidas foram calculados e comparados para todos os delineamentos
mencionados. Além disso, através de simulacdes de Monte Carlo foi obtido o percentual de concluséo
de bioequivaléncia de cada delineamento em situacdes praticas. Ao simular a medida farmacocinética
diretamente foi possivel avaliar o efeito da utilizacdo de um coeficiente de variacdo diferente do
verdadeiro no cdlculo do ndmero de voluntirios, da presenga de observagdes atipicas e da
possibilidade de desisténcias no percentual de conclus@o de bioequivaléncia. Em todas as situagdes os
delineamentos cross-over 4x4 e 2x4 apresentaram desempenho superior aos demais, seguidos do 2x3 e
2x2, sendo o 4x2 o delineamento com pior desempenho. A geracdo da curva de concentragdo
individual possibilitou verificar que os percentuais de conclusdes de bioequivaléncia para C,,, em
geral ndo sdo superiores aos percentuais para ASC. Isto pode ser conseqiiéncia do fato de que C,,,, ndo
€ uma medida pura da velocidade de absorcdo, sofre influéncia da extensdo de absorc¢do da droga,
além de ser dependente do cronograma de coleta. Os delineamentos cross-over 2x4 e 4x4
apresentaram os maiores percentuais de conclusio de bioequivaléncia nas diversas situacdes
investigadas enquanto o 4x2 tem os piores resultados em todas as andlises, enquanto que o 2x2 e o 2x3
apresentaram resultados intermedidrios. Nem sempre € necessdrio utilizar delineamentos complexos
para realizar um estudo com qualidade, o importante € considerar as caracteristicas de cada
delineamento e das formulagdes envolvidas de forma a garantir a confiabilidade dos resultados

obtidos.
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"E melhor tentar e falhar,

que preocupar-se e ver a vida passar;

¢ melhor tentar, ainda que em véo,

que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,

que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

que em conformidade viver ..."

Martin Luther King
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1 Introducgdo

Para que um medicamento genérico possa ser comercializado, ele deve passar por testes de
biodisponibilidade/bioequivaléncia. Biodisponibilidade ¢ um termo farmacocinético que descreve a
velocidade e o grau com que uma substancia € absorvida a partir da ingestdo de um farmaco e se torna
disponivel no local de ag¢do. Um estudo de bioequivaléncia tem por objetivo comparar as
biodisponibilidades de duas ou mais formulagdes de um mesmo farmaco consideradas equivalentes
farmacéuticas e que tenham sido administradas na mesma dose molar de maneira que as formulagdes
possam ser consideradas intercambidveis. Em farmacologia a intercambialidade indica a possibilidade

de substituicdo de um medicamento por outro equivalente terapéutico receitado pelo prescritor (Rumel

et al, 2006).

Estudos de bioequivaléncia sdo geralmente realizados em voluntdrios sadios que sdo recrutados
segundo critérios que garantam homogeneidade e sdo confinados sob condi¢cdes padronizadas de
alimentacdo, acomodagdes, etc. Durante o confinamento sdo coletadas amostras em algum liquido
biolégico segundo um cronograma pré-estabelecido por profissionais treinados para garantir as
mesmas condi¢des de coleta em todos os tempos e para todos os voluntdrios. A andlise € feita
considerando algumas medidas farmacocinéticas tais como, a drea sob a curva da concentracdo da
substincia no plasma versus tempo (ASC) e a concentracdo méxima (C,,,) atingida pela substancia.
Ha trés tipos de estudos de bioequivaléncia: média (a mais comum), individual e populacional que

serdao abordados durante o texto.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA) recomenda e exige apenas assegurar
bioequivaléncia utilizando o método de bioequivaléncia média. Este método considera apenas as
médias das medidas farmacocinéticas estudadas para os medicamentos testados. Assim, segundo
Chow and Liu (2000), ndo € possivel assegurar a intercambialidade entre os medicamentos teste em
termos de eficicia e segurancga, ou seja, se dois medicamentos teste foram comparados com 0 mesmo
medicamento referéncia através do método de bioequivaléncia média ndo podemos afirmar que estes

dois medicamentos sejam intercambidveis apesar de serem bioequivalentes ao referéncia.

Entre os delineamentos mais comuns em estudos clinicos temos o delineamento paralelo em que cada
individuo recebe ao acaso somente uma das formulagdes e o cross-over em que cada individuo recebe

mais de uma formulagdo de um mesmo medicamento em ocasides (denominadas periodos) diferentes,



o que define uma determinada seqiiéncia de formula¢des. Entre os periodos existe um periodo de
eliminagdo, em inglés washout. Os delineamentos cross-over sdo os mais recomendados em estudos
de bioequivaléncia, devido a grande variabilidade metabdlica dos voluntérios estudados. Eles possuem
vantagens em termos de precisio estatistica e custo quando comparados ao delineamento paralelo, pois

cada individuo serve como o seu préprio controle.

Uma outra medida farmacicinética importante é a meia-vida do farmaco, que € o tempo necessario
para que sua concentracdo plasmatica seja reduzida pela metade. Quando o farmaco apresenta
meia-vida muito longa, ou seja, a substincia permanece no organismo por muito tempo e/ou é
eliminada muito lentamente, o delineamento paralelo passa a ser o mais apropriado. Isso se deve ao
fato do periodo de eliminacdo estar associado a meia-vida. De acordo com a ANVISA o washout deve
ser no minimo, sete meias-vidas de eliminacdo do farmaco. Por exemplo, se a meia-vida de um
farmaco for igual a 10 dias, o periodo de washout deve ser de pelo menos 70 dias, o que pode ser

invidvel na pratica.

O delineamento cross-over 2x2 é composto por duas seqiiéncias e dois periodos e € o mais utilizado.
Os voluntérios s@o alocados aleatoriamente para receber o medicamento referéncia (R) ou teste (T) em
cada periodo. Sua grande limitagdo € a impossibilidade de fornecer estimativas para a interagc@o entre
individuo e formulagdo. Chellini (2006) faz um estudo detalhado sobre este delineamento abordando
vdrias situacdes através de estudos de simulacdo de Monte Carlo visando verificar o impacto no
percentual de conclusdo de bioequivaléncia com a utilizagdo de um nimero de voluntirios menor que
0 necessdrio e a ocorréncia de observagdes atipicas, além de questdes relacionadas ao cronograma de

coleta das amostras.

Os delineamentos cross-over de ordem maior que 2x2 (freqiientemente designados cross-over de
ordem maior ou ainda cross-over replicado) permitem estimar as variabilidades inter e
intra-individuais, assim como a interag¢do entre individuo e formulacdo. Os delineamentos cross-over

2x3, 2x4, 4x4 e 4x2 sdo os mais utilizados.

Tais delineamentos sdo também recomendados para estudos de bioequivaléncia de formula¢ées com
dosagem de liberagdo modificada (cujas caracteristicas de liberacdo do farmaco, no tempo e/ou local,
s@o escolhidas, com objetivos terapéuticos ndo oferecidos pelas formas de dosagens convencionais,
como solugdes, cremes ou formas de dosagens prontamente dissolvidas), produtos de alta
variabilidade (coeficiente de variacdo intra-individual superior a 30%), para avaliacdo de
bioequivaléncia individual e para comparacdo de mais de duas formulacdes. Willavize; Morgenthien
(2006) afirmam que utilizando um delineamento cross-over replicado obtemos um teste mais poderoso

para avaliag¢@o de bioequivaléncia média.



Alguns estudos vém sendo realizados a respeito dos varios delineamentos cross-over de ordem maior,
suas aplicagdes e caracteristicas. Botter; Singer (1991) apresentam os célculos pra andlise de variincia
pra um delineamento cross-over 6x3. Uma questdo extremamente relevante na prdtica é sobre o
nimero de voluntdrios a serem recrutados. Segundo Julious (2004), na compara¢do de dois
medicamentos utilizando os delineamentos cross-over 2x3 e 2x4, ha redu¢do no tamanho da amostra

em relacdo ao cross-over 2x2 de 25% e 50%, respectivamente.

Além do ntimero de voluntdrios, é importante comparar os diversos delineamentos em termos de
situacdes comuns na pratica, como a perda de dados do estudo ou a presenga de observagdes atipicas,

sobretudo em coletas préximas ao ponto em que a formulagao atinge sua concentragdo maxima (C,,,)-

Segundo a Resolu¢do N° 1170 (ANVISA, 2006), no caso de voluntdrios que apresentem
comportamento discrepante quanto as medidas farmacocinéticas, em relacdo aos demais voluntarios,
sua exclusdo do estudo devera ser justificada e deverdo ser apresentados os resultados do estudo com e
sem a inclusdo de seus dados. Além disso, deve-se justificar qualquer perda de amostra e ndo é
permitida a exclusdo de mais de 5% dos voluntdrios que participaram do estudo até a sua conclusio ou
a falta de mais de 10% dos valores das concentragcdes sangiiineas do farmaco provenientes da

administrag@o de cada medicamento por voluntario.

1.1 Conceitos fundamentais
1.1.1 Etapas de um estudo de bioequivaléncia
Os estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia sdo compostos pelas seguintes etapas:

= Etapa Clinica: triagem de voluntarios sadios que fazem exames clinicos que comprovem sua
aptiddo para participagio no estudo. Em seguida os voluntarios sdo internados, recebendo sempre
acompanhamento e tratamento padronizado e é feita a coleta das amostras em tempos pré-
determinados.

= Etapa Analitica: analise das amostras coletadas na etapa clinica e quantificacdo do farmaco
utilizando metodologia especifica.

= Etapa Estatistica: determinacido do delineamento e nimero de voluntarios que participardo do
estudo de acordo com os métodos estatisticos apropriados, o poder exigido pela agéncia
reguladora e a variabilidade do farmaco, além da anélise dos dados obtidos na etapa analitica com
o célculo das medidas farmacocinéticas e avaliacdo de bioequivaléncia através de intervalos de

confianga e testes de hipdteses.



1.1.2 Medidas farmacocinéticas

Para quantificar a biodisponibilidade de um medicamento em estudos de bioequivaléncia algumas
medidas farmacocinéticas sdo utilizadas. A estimagdo destas medidas pode ser obtida a partir da
concentracdo observada do farmaco em algum liquido biol6gico, geralmente sangue ou plasma e em
alguns casos urina ou outros que sdo coletados na etapa clinica. A seguir descrevemos cada uma

dessas medidas.

*  Cua: € amaior concentragdo observada do farmaco e/ou metabdlito nas amostras observadas;

®  Ta: € 0 instante em que C,,,, € atingida;

= ASC. drea sob a curva de concentragdo plasmatica do medicamento desde o instante inicial até o
ultimo tempo quantificavel;

= ASC).,: drea sob a curva de concentrag@o plasmdtica do medicamento desde o instante inicial até
o tempo relativo a completa eliminagdo do farmaco. E calculada como ASCy., = ASCy + C/K.,
sendo C, a dltima concentracdo medida e K, € a constante de eliminagdo. A estimativa de K, é
obtida pelo coeficiente de inclinacdo da reta de regressdo ajustada utilizando-se as ultimas
concentracdes transformadas na escala logaritmica e multiplicada por —2,303;

"ty meia vida de eliminagdo do farmaco calculada como In 2/K, , sendo K, definido acima.

De acordo com a Resolugdo N° 1170 (ANVISA, 2006), em um estudo de bioequivaléncia devem ser
determinados: a drea sob a curva de concentragdo sangiiinea versus tempo, calculada do tempo zero ao
tempo ¢ relativo a dltima concentracio do farmaco determinada experimentalmente (ASCy.,); a drea sob
a curva de concentracio sangiiinea versus tempo, calculada do tempo zero ao tempo infinito (ASCy..) €
o pico de concentracdo maxima (C,,,) do firmaco e/ou metabdlito e o tempo para atingir este pico
(T,u4x) que devem ser obtidos diretamente, sem interpolacdo dos dados. A meia-vida de eliminagdo
(ty2) do farmaco e/ou metabdlito também deve ser determinada, embora ndo haja necessidade de

tratamento estatistico. A Figura 1.1 ilustra essas principais medidas farmacocinéticas.

A ANVISA determina que a coleta das amostras contemple um tempo igual ou superior a 3-5 vezes a
meia-vida de elimina¢do do farmaco ou do metabdlito, para garantir a adequada caracterizagdo do
perfil plasmético dos mesmos (concentracdo versus tempo). No caso de farmacos que apresentam
meia-vida de eliminacdo longa (superior a 24 horas), podera ser utilizado um cronograma de coletas
alternativo, no minimo de 72 horas, que possibilite a determinagdo da drea sob a curva truncada

(ASCO0-72), ou um delineamento paralelo.

Se a droga tem uma meia-vida longa ou se o intervalo entre os periodos € muito curto, o efeito da

formulagdo, aquele observado durante o periodo no qual ela é administrada, pode persistir mesmo apos



o periodo de coleta. Neste caso, € necessdrio distinguir a diferenga entre o efeito direto da formulagdo

e o efeito residual (carry-over).

Cmax (Pico de concentragdo maximay)

250,0 /

200,0 1

50,0l ASC (Area sob a curva de concentragao)

100,0 4

50,0 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
tempo de coleta{h)

Tmax ( Tempo do pico de concentragdo maxima)

concentragdo (ng/mi)

0,0

Figura 1.1: Curva de concentracdo plasmadtica de um farmaco

O efeito residual, em inglés carry-over, é o efeito do fairmaco que eventualmente persiste depois do
fim do periodo de dosagem. Jones; Kenward (2003) apresentaram algumas razdes que podem

contribuir para a presenca de efeitos carry-over:

1. o verdadeiro efeito carry-over pode aparecer quando o periodo de washout entre dois periodos de
tratamento ndo foi suficiente para os voluntarios eliminarem os efeitos das formulagdes
administradas no periodo anterior;

2. a interacdo entre formulagdo e periodo pode surgir quando o efeito da formulagdo depende do
periodo em que foi administrada;

3. os grupos de voluntdrios das seqiiéncias podem apresentar caracteristicas, por exemplo idade ou
sexo, as quais os tornam significativamente diferentes. Isto pode ocorrer quando o processo de

aleatorizacdo para a alocag@o dos voluntarios nas seqiiéncias nao foi feito adequadamente.

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

existirem, tem a mesma intensidade em ambas as seqiiéncias de formulagGes.

A medida farmacocinética ASC depende da dose administrada, da fragdo absorvida (f) e da depuragéo
do farmaco, que € a velocidade de eliminacdo a partir do volume de distribui¢do. Existe uma relacdo
multiplicativa entre a quantidade do farmaco efetivamente absorvida e disponivel para ser distribuida

no organismo (f*dose) e a depuracdo do farmaco, que é dada por



f *dose
depuracdo

ASC = (1.1)

Com relag@o a andlise estatistica, a ANVISA recomenda o uso desta medida na escala logaritmica,

resultando na seguinte relacdo aditiva

ASC = —In(depuragdo) + In( f) + In(dose) . (1.2)

Esta transformacgdo é importante para simplificar o cdlculo do poder e, além disso, em geral a
distribuicdo dos dados transformados se aproxima mais a uma distribuicdo Normal em relagdo aos

dados originais.

1.2 Objetivo
1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho € fornecer uma base fundamentada para escolha de delineamentos
apropriados na avaliacdo de bioequivaléncia média, considerando a comparacdo de duas ou mais

formulagdes.

1.2.2 Objetivos especificos

e Revisdo do tema proposto: delineamentos e métodos estatisticos.

e Andlise dos principais aspectos dos métodos estatisticos utilizados para avaliacdo de
bioequivaléncia com enfoque em questdes praticas.

¢ Aprofundamento no conhecimento do que diz respeito ao cilculo do nimero de voluntarios e
as conseqiiéncias de um calculo inapropriado.

e Avaliacdo do impacto de fatores que podem alterar a conclusido de bioequivaléncia, como uso
do coeficiente de variagdo incorreto e a presenga de observagdes atipicas.

e Estudo do impacto do aumento de desisténcias (dropouts) relacionado com o aumento no

numero de periodos.

1.3 Topicos do trabalho

Foram comparados cinco delineamentos do tipo cross-over para comparagdo de duas formulagdes
(2x2, 4x2, 2x3, 2x4 e 4x4) e dois delineamentos usados para comparacio de mais de duas formulacdes
(6x3 e 4x4) no intuito de verificar o efeito do aumento do nimero de seqiiéncias e/ou periodos na

conclusdo de bioequivaléncia.



Foram avaliados o poder do teste utilizado para comparagdo das formulagdes, o nimero de voluntarios
necessarios no estudo e o nimero de medidas realizadas em cada voluntario. Além disso, foi realizado
um estudo de simulagfo para verificar o efeito da utilizagdo de um coeficiente de variagdo errado no
célculo do niimero de voluntdrios, o efeito da presenca de observagdes atipicas, a probabilidade de
duas formulagcdes que sdo de fato bioequivalentes serem consideradas bioequivalentes no estudo para

diversas situacdes e o impacto das desisténcias na conclusio de bioequivaléncia.

Também foram descritas situacdes em que sdo aplicados os métodos de bioequivaléncia individual e
populacional, destacando suas vantagens e desvantagens em relacdo ao método de bioequivaléncia

média.

No Capitulo 2 ¢é feita uma consideragdo geral sobre os métodos e critérios de avaliacdo de
bioequivaléncia, além de apresentados os delineamentos que serdo estudados no decorrer do texto e
alguns exemplos praticos de estudos de bioequivaléncia. O Capitulo 3 apresenta a comparagdo dos
delineamentos através e relacdo ao nimero de voluntérios, poder do teste, nimero de medidas e custo
do estudo. O Capitulo 4 mostra os resultados dos estudos de simulagdo e a forma como foram
realizadas. Por dltimo, o Capitulo 5 apresenta as conclusdes e consideragdes finais além de algumas

sugestdes para trabalhos futuros.



2 Referencial teorico

2.1 Tipos de delineamentos

A escolha dos delineamentos e aplicagdo apropriada dos métodos estatisticos para andlise dos dados
sdo dois aspectos relevantes em estudos de bioequivaléncia, por isso, € importante conhecer as
vantagens e desvantagens de cada delineamento e/ou método para otimizar os gastos e garantir a

confiabilidade do estudo.

Cada delineamento apresenta vantagens e desvantagens dependendo da circunstincia. A escolha do

delineamento apropriado depende de muitos fatores que sdo resumidos a seguir:

1. O nimero de formulagdes que serdo comparadas;

As caracteristicas do medicamento;

O objetivo do estudo;

O ntimero de voluntdrios disponiveis;

As variabilidades inter e intra-individuais;

A duragao do estudo ou o nimero aceitavel de periodos;

O custo de adicionar voluntdrios relativo ao de adicionar periodos;

® N ok wN

Taxa de desisténcia (dropout).

2.1.1 Paralelo

Conforme mencionado anteriormente, o delineamento paralelo € uma boa alternativa para estudos de
bioequivaléncia para firmacos que apresentam meia-vida longa impossibilitando estabelecer um

periodo de washout vidvel para realiza¢do de um estudo com delineamento cross-over.

O delineamento paralelo ndo permite estimar as variabilidades intra-individuais para as duas
formulagdes independentemente. Assim, a avaliacdo de bioequivaléncia € feita com base na

variabilidade total, o que inclui as variabilidades intra e inter-individuais (Chow; Wang, 2001).

E completamente aleatorizado e cada voluntirio recebe apenas uma das formula¢des em estudo. O

delineamento paralelo mais simples é aquele com apenas dois grupos, que compara duas formulagdes.



Normalmente os grupos possuem o mesmo nimero de voluntarios. O esquema a seguir representa a

idéia do delineamento paralelo.

Teste

Voluntarios ——» Aleatorizagio —|_.
+ Referéncia

2.1.2 Cross-over

A principal diferenca do delineamento cross-over para o delineamento paralelo é que cada voluntario
recebe mais de uma formulacdo em periodos diferentes. O esquema a seguir representa o delineamento

cross-over mais simples com duas seqii€ncias e dois periodos para comparagdo de duas formulagdes.

Teste + Referéncia
Voluntarieos — Aleatorizagdo Washout
Referéncia Teste

A vantagem do delineamento cross-over em relagdo ao paralelo, € que cada individuo serve de
controle para ele mesmo. Assim, € possivel remover a variabilidade inter-individual da comparacdo
entre as formulacdes e sdo necessdrios menos voluntarios para fornecer a mesma precisdo. Além disso,
com uma aleatorizacdo adequada dos individuos nas seqii€ncias € possivel obter um estimador 6timo

ndo viciado para a razdo e/ou diferenga entre as médias das formulacdes.

Apesar das vantagens apresentadas para o delineamento cross-over, existem algumas raras ocasides

em que a utilizacdo do delineamento paralelo se faz necessaria, ou € preferivel. Sdo elas:

N

e a variabilidade inter-individual € relativamente menor comparada a variabilidade intra-
individual;

e aformulagdo € altamente tdxica ou apresenta meia-vida muito longa.

De acordo com a ANVISA, pode ser utilizado delineamento paralelo, quando se fizer necessario

(Resolugdo N° 1170, ANVISA, 2006).

Primeiramente apresentaremos os cinco principais delineamentos cross-over para comparacio de duas
formulagdes utilizados na avaliacdo de bioequivaléncia média e em seguida os delineamentos de

Williams para comparacdo de trés e quatro formulagdes baseado em Chow, Liu (2002).

Os quadros a seguir apresentam possiveis esquemas para os delineamentos cross-over 2x2, 4x2, 2x3,

2x4 e 4x4, respectivamente.



Delineamento cross-over 2x2

Periodo
Seqiiéncia 1° 2°
1 R T
2 T R

Delineamento cross-over 4x2

Periodo
Seqiiéncia 1° 2°
1 T T
2 R R
3 R T
4 T R

Delineamento cross-over 2x3

Periodo
Seqiiéncia 1° 2° 3°
1 T R R
2 R T T

Delineamento cross-over 2x4

Periodo
Seqiiéncia 1° 2° 3° 4°
1 T R R T
2 R T T R

Delineamento cross-over 4x4

Periodo
Seqiiéncia 1° 2° 3° 4°
1 T T R R
2 R R T T
3 T R R T
4 R T T R

10
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Além da diferenca existente entre os delineamentos em relagdo ao nimero de periodos e/ou seqiiéncias
deve-se considerar que os delineamentos possuem objetivos diferentes. Os delineamentos de Williams,
por exemplo, tem por objetivo a comparacdo de mais e duas formulacdes enquanto os demais
delineamentos que serdo apresentados foram planejados para comparar apenas duas. Em alguns
estudos pode-se querer ndo apenas realizar o teste para avaliacdo de bioequivaléncia mas também
verificar se a variabilidade da formulagao testada € menor que a da formulagdo referéncia, isso nao ¢

possivel no cross-over 2x2, mas pode ser feito com o 2x4, por exemplo.

No delineamento cross-over 4x2, também chamado delineamento de Ballam, individuos nas
seqiiéncias 1 e 2 recebem a mesma formulagdo duas vezes o que permite estimar as variabilidades
intra-individuais. Se as seqiiéncias 1 e 2 forem retiradas, o delineamento de Balaam reduz-se ao

cross-over 2xX2.

O delineamento cross-over 2x3 é balanceado no sentido que cada formulacdo segue outra formulacdo,
inclusive ela mesma, o mesmo nimero de vezes. Retirando o terceiro periodo tem-se o delineamento

cross-over 2x2.

Os delineamentos cross-over 2x3, 2x4 e 4x4, também permitem calcular a variabilidade
intra-individual porque cada individuo recebe pelo menos uma das formulagdes duas vezes, seja ela
teste ou referéncia. Podem ainda ser usados para avaliar bioequivaléncia média na presenca do efeito

residual (carry-over), que ndo é confundido com o efeito de seqiiéncia nestes delineamentos.

Existem ocasides em que se deseja comparar mais de duas formulagdes em um estudo de
bioequivaléncia, como por exemplo, formulagdes com liberacdo modificada, que devem ser
investigadas sob condi¢des aceleradas e ndo aceleradas, estudos de dosagem linear onde uma dose
pré-definida serve de referéncia e outras dosagens servem como teste ou ainda quando dois ou mais

laboratérios se unem para avaliar suas formulagdes com uma mesma formulacio de referéncia.

A andlise de bioequivaléncia torna-se mais complexa devido ao fato de termos varios pares de efeitos
de formulagdes para serem comparados e as variancias destes efeitos podem ser diferentes umas das
outras. O delineamento de William é o mais utilizado na comparacio de mais de duas formulagdes

(Williams, 1949; Jones; Kenward, 2003).

No delineamento de William para comparar trés formulacdes ha seis seqiiéncias e trés periodos, ja o
delineamento de Williams para comparar quatro formulag¢ées, composto de quatro seqiiéncias e quatro

periodos, conforme apresentado a seguir.
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3 formulacgoes 4 formulacoes
Periodo Periodo

Seqiiéncia 1° 2° 3° Seqiiéncia 1° 2° 3° 4°

1 R T, T, 1 R T; T, T,

2 T R T 2 T, R T, T,

3 T T R 3 L T T, R

4 T T R 4 T, T, R T

5 T, R T,

6 R T, T,

2.2 Modelo e inferéncia estatistica para delineamentos cross-over

2.2.1 Modelo tradicional

O delineamento cross-over mais utilizado em estudos de bioequivaléncia é o cross-over 2x2 que
assume que nao existe interacdo entre o individuo e a formulacdo. Deve-se observar que esta
suposicdo ndo implica que ndo exista efeito aleatério do individuo. Ao contrério, a inexisténcia de
interacdo entre a formulagdo e o individuo € uma indicagdo de que o efeito aleatdrio do individuo é o
mesmo para as duas formulagdes. Assim, o modelo aplicado para delineamentos cross-over replicados

€ o mesmo daquele aplicado para o delineamento cross-over 2x2.

Para L formulagdes, J periodos, K seqii€ncias e n; voluntdrios em cada seqii€ncia, o modelo tradicional

de andlise de variancia € dado por:

Yy =i, +Gy +S, +P +F, +Co o +eu 2.1)

(J-k)

Os indices i, j, k e | sdo respectivamente para individuo (i=1,2,...,n;), periodo (j=1,2,...,J), seqiiéncia

(k=1,2,...,K) e formulagdo (/=1,2,...,L) e os termos do modelo sdo:

= Yu: resposta (ASC ou C,,,) do i-ésimo individuo, no j-ésimo periodo na k-ésima seqiiéncia,
para a [-ésima formulacdo;

= u;: média geral para a [-ésima formulagao;

= Gy efeito fixo da k-€sima seqiiéncia para a [-ésima formulagdo (para o delineamento
cross-over 2x2 Gy = 0);

= Sy efeito aleatdrio do i-ésimo individuo na k-ésima seqii€ncia;

= P; efeito fixo do j-ésimo periodo;

= Fju efeito fixo direto da formulacdo na k-€sima seqiiéncia que €é administrada no

Jj-ésimo periodo, com a restri¢do de que X F ;= 0;
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= Cgup: efeito residual fixo (carry-over) de primeira ordem da formulagio na
k-ésima seqiiéncia que é administrada no (j-1)-ésimo periodo, tal que Cyy=0e X Cj.; 1= 0;

= ¢;y : erro aleatério intra-individual relativo a observacdo Y.

Assume-se que as varidveis S; s@o independentes e identicamente distribuidas com média zero e

A 2 - - e, P A . 2
varidncias O e e, sdo independentemente distribuidos com média zero e varidnciao; . Assume-se

. - . 2 J .
ainda que Sy e e;y sdo mutuamente independentes. Normalmente o, € utilizado para explicar a

variabilidade inter-individual e os O'l2 sdo utilizados para explicar as variabilidades intra-individuais
para a [-ésima formulacdo. Para o caso particular de duas formulagées (L.=2), denota-se as

v g eqe . e . . 2 2 ~ N .
variabilidades intra-individuais por Oy, € Oy, para a formulagdo teste e referéncia, respectivamente,

2 2 2
em geral assume-se que O, = Oyr = Opp -

2.2.1.1 Delineamentos cross-over para duas formulacdes

Os graus de liberdade de acordo com a fonte de variacdo para os delineamentos cross-over 4x2, 2x3,

2x4 e 4x4 estao no Quadro 2.1. Para o delineamento cross-over 2x2 ver Chellini (2007).

Quadro 2.1: Graus de liberdade de acordo com a fonte de variagdo

Delineamento cross-over
Fonte de Variacao
4x2 2x3 2x4 4x4

Inter-Individual nm+ no+ na+ ng—1 m+ np—1 m+ np—1 m+ ny + n3+ ng—1

Efeito da seqiiéncia 3 1 1 3

Residual ny+ ny+ n3+ ng-4 n+ ny—2 n+ ny—2 n+ np + ny + ng—4
Intra-Individual ny+ Nyt nat+ ny 2(ni+ ny) 3(ni+ ny) 3(m+na+ny+ ny)

Efeito de periodo 1 2 3 3

Efeito da formulagdo | 1 1 1 1

Efeito carry-over 1 1 1 1
Residual m+ no+ n3+ =3 2(ni+ ny=2) 3(ny+ ny) =5 3(n+ ny + N3 + ny)-5
Total 2(n+ np+ n3+ng) 1| 3(ny+ ny) -1 4(n+ ny) -1 4(ni+ my + n3+ ng)-1

A Tabela 2.1 apresenta os valores esperados das médias das seqii€ncias por periodo, ou seja,

— 1 &
ij zn—ZYijk, j=1,...J e k=1,..K, para os delineamentos cross-over 2x2 (J=2 e K=2),
k i=l

4x2 (J=2 e K=4), 2x3 (J=3 e K=2), 2x4 (J=4 e K=2) e 4x4 (J=4 e K=4), respectivamente.
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Tabela 2.1: Valores esperados das médias das seqii€ncias por periodo para delineamentos com duas

formulagdes
(a) Delineamento cross-over 2x2
Periodo
Seqiiéncia 1° 2°
1 (RT) u+P +F, u+P,+F, +C,
2 (TR) U+P +F, U+P,+F, +C,
(b) Delineamento cross-over 4x2
Periodo
Seqiiéncia 1° 2°
1(TT) U+G, +P +F, u+G, +P,+F, +C,
2 (RR) U+G,+P +F, U+G,+P,+F, +C,
3 (RT) U+G,+P +F, U+G,+P,+F, +C,
4 (TR) u+G,+P +F, U+G,+P,+F, +C,
(c) Delineamento cross-over 2x3
Periodo
Seqiiéncia 1° 2° 3°
1 (TRR) u+G +P +F, u+G +P,+F,+C, U+G +P, +F, +C,
2 (RTT) U+G,+P +F, U+G,+P,+F, +C, u+G,+P,+F, +C,
(d) Delineamento cross-over 2x4
Periodo
Seqiiéncia 1° 2° 3° 4°

1 (TRRT) u+G,+P +F, u+G +P,+F,+C, pu+G +P,+F,+C, u+G +P +F,+C,
2 (RTTR) u#+G,+P +F, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F, +C, u+G,+P, +F,+C,

(e) Delineamento cross-over 4x4

Periodo

Seqiiéncia 1° 2° 3° 4°

I(TTRR) u+G,+P +F, u+G +P,+F,+C, u+G +P,+F,+C, u+G +P, +F,+C,
2(RRTT) u+G,+P +F, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F, +C,
3(TRRT) u+G,+P +F, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F,+C,

4 (RTTR) u+G,+P +F, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F, +C, u+G,+P,+F,+C,
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Para avaliar bioequivaléncia média considere @ =, —p, a diferenca das médias das duas

formulagdes. Considerando apenas o delineamento cross-over 2x2, seja a diferenga entre os periodos

d, =Y, -Y,).i=12...n, ek=12. (2.2)

2 i

Supondo homocedasticidade, o valor esperado e a varidncia para esta medida sdo dados por

Ed. )~ (P, —P)+(F, —F,)+C,] parak =1 03
(P, - P)+ (Fy —Fy)+C, ) parak =2 '
Vard,)=0, =0./2 24

Percebe-se que a varidncia das diferencas dos periodos envolve apenas a variabilidade intra-individual,
o que reflete a utilidade do delineamento cross-over na comparagdo do efeito das formulagdes.

Entretanto, os valores esperados de d; dependem dos efeitos de periodo, formulagdo e carry-over.

O efeito de periodo é dado por P =P, — P, e o efeito de formulacio por FF =F, —F, (que ¢é

equivalente a @ = {4 — 11, ). Para fazer inferéncias sobre o efeito de formulacdo, considere a medida

d, = iZd,.k Lk =12. (2.5)

n, i

A diferencga entre as seqiiéncias (J . —J ,) é um estimador viciado para F (ou equivalentemente para

) a menos que exista igualdade dos efeitos carry-over, ou seja C, =C, .
E(Jl _J2)=(FT _FR)+(CR _CT)/ZZF —C/2,0nde C =Cy —C;.

Assim, se Cp # C; , ndo existe estimador ndo viciado para 6 baseado na diferenga dos periodos. Por

outro lado, se C, = C, , entdo
F= é:dJ -d, :%[(YZI _Y-u)_(Yaz _YIZ)]:YT _YR (2.6)

é o estimador néo viciado de variancia minima (MVUE) de 6, onde Y, R = %(17 0= Yzz) €

YT =%(Y21 _le)-

A variancia de € € dada por

2
Var() = ‘72 (i + LJ. @7
n



16

Quando n; = n, = n, Var(9) = /n. (2.8)

Agora para o delineamento cross-over 4x2 d, é definida de forma similar ao cross-over 2x2.
Assumindo homocedasticidade, os valores esperados e as varidncias das médias amostrais das

diferencas d,, sdo dados por

(B -R)+Clk=1
3[R, —R)+Cplk=2

Ed,)=1: 2.9)
L[(P,—P)+(F, - F,)+C,1,k=3
%[(Pz _Pl)_(FT _FR)+CT]’k:4
e Var(Jk)=Laj. (2.10)
2n,

Segue que E(d, —d,)=F, - F, +%(CR -C,)e Ed, —Jl):%(CR -C,).

Consegiientemente, E[(d , —d ,)—(d, —d )]=F, —F, =F .

Assim, o melhor estimador linear ndo viciado para o efeito direto da formulagdo F (equivalentemente

para 0) apds o ajuste do efeito carry-over € dado por:

ﬁ IC = (ds _‘74) - (dAz _d41) = %[(Y_ZS _Yn)_ (Y24 _YM) - (Yzz _Yn) + (YZI _Yn)] (2.11)
Como as diferengas d;, sdo independentes umas das outras, a varidncia de F IC édada por

Var(ﬁIC)zlae2 LRSI SR (2.12)
2 n, n, n, n,

Quandon; =n,=n, Var(ﬁ |C)=20'ez/n. (2.13)

Na auséncia de efeito residual, ou seja, C R = C r 0 estimador de F ou 6 pode ser obtido baseado

apenas nas duas ultimas seqiiéncias como mostrado a seguir.

é =d, _J4 = %[(YB _Yn) - (Y24 - Y14 )] (2.14)

Neste caso, a variancia de 8 € dada por

Var(6) :laj(i+ij. (2.15)
2 n, n,
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Quando ny=n,=n ,Var(6) = o2 /n . (2.16)

Os célculos para os demais delineamentos podem ser obtidos de forma similar ao apresentado ou ainda

Chow; Liu (2000) pode ser consultado.

A Tabela 2.2 apresenta de forma resumida os estimadores para a diferenca das médias das duas

formulagdes e suas respectivas variancias para todos os delineamentos cross-over ja apresentados.

Tabela 2.2: Diferenca das médias das duas formulagdes: Estimadores e Variancias

Delineamento Estimador” Variancia Variancia™
cross-over
2
_ - o, (1 1
2x2 %[(YQI _Yll)_(YZZ _le )] 2 (n_+n_J O-cz/”
1 2
e — — — I L1 1 )
4x2 Yy =Y )= (Y, =Y )] 50| —+t— o, /”
2 n, n,
VoV —(Tu-¥
4x2° 310z = Y1) = (Fas = Tar) Lo 1+1+1+1J 2062 /n
_(Yzz _Y12)+(Y.21 _Y.u)] 2 non, npon
@y, -Y, -Y 3 (1 1
2x3 ou2x3¢ | ( A “) ~ol| —+— 30'62/411
(2Y Y 32 )] 8 nl ”2
. —Y, +Y,) 1 1 1
2X4 ( a1 31 41 —O-: S T O_e2 /2n
- (le - 422 _Yaz +Y42 )] 4 n,.n,
L[(6Y, ~7Y,, +4Y. 11 1 1 2
5 2 (6Y,, — 31 41) _O_ez L EO‘K
—(6Y,, -3Y,, 7Y32 +4Y,,)] | 40 n, n, 20 n
%[(Yu + I721 Y%l Y41)
Y, +Y. 1 1 1 1 1
4x4 ou 4x4° ~Wp+ ¥y - 42) —GZ(—+—+—+—J 03/471
+ (Y13 Y33 +Y43) 16 n, n, n, n,
- (Y14 Y Y34 + Y44 )]

“ na presenga de efeito residual (carry-over)
* 9 quando ndo h4 efeito residual e 41 C quando h4 efeito residual.
** Considerando que ;= n, para k = 1,...,.K.
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2.2.1.2 Delineamentos cross-over para mais de duas formulac¢oes

Para avaliar bioequivaléncia média para mais de duas formulagdes sob o modelo (2.1), os pardmetros

de interesse sao:

* as médias desconhecidas das formulagdes: ¢, = u+F,, [ =12,...,L
= o efeito direto da formulagdo: 8, = F, — F,, 1 <[ #['< L;

» o efeito carry-over de primeira ordem: A, =C, —C,, 1<[#I'< L.

Estimadores ndo viciados para 8, e A, podem ser obtidos através do método de minimos quadrados

ordindrios. Estes estimadores ndo viciados podem ser expressados como um contraste linear das

médias das seqii€ncias por periodo dado por

K J _ L J K
0,=>.>.C.Y, ondea =12, > Cpi =Y.Cp =0. (2.17)
k=1 j=1 2(L-2)! Jj=1 k=1

sob a suposi¢do de normalidade e homocedasticidade, para [ =1,2,...,L, a variancia de ¢ . ¢ dada por

Var({,) =0 Z{ }ZC2 (2.18)

Note que quando n;, = n para todo k, a varidncia dada em (2.18) é reduzida a

2

Var(r,)= 23"

n .z

D> Co- (2.19)

J
Jj=1

O intervalo com 100(1 — 20t)% de confianca e o procedimento de teste de Schuirmann (Schuirmann,
1981,1987) sdo utilizados na avaliagdo de bioequivaléncia média entre as formula¢des duas a duas, ou

seja, a [-ésima formulagdo e a [’-ésima formulacdo (I #I’).

J _
Um estimador ndo viciado da média geral da seqii€ncia por periodo € dado por j = % Z Zij .
Jj=1 k=1

Para a [-ésima formulagdo, seja F, o estimador ndo viciado de minimos quadrados de F;. Entdo, a

média populacional g,, [ =1,2,...,L, pode ser estimada, sem vicio, por f, = fI + E )
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Os estimadores ndo viciados de minimos quadrados para 8, sdo entdo dados por

A A

O,=p —f, =F—-F, 1<[#I<L. (2.20)
Conseqiientemente, o intervalo com 100(1 — 2a)% de confianga para 6, ¢ dado por

K
IC, (1-2a) =6, (e, v){ 52

k

1 7 1/2
—>CcLl . (2.21)
1 1y =1

onde 6 é o estimador da variabilidade intra-individual (o, ) obtido da tabela de andlise de variancia

e v representa os graus de liberdade. Concluimos que hd bioequivaléncia média entre a

[-ésima formulacdo e a [’-ésima formulagdo se IC, (1-2a) estd dentro do intervalo de

bioequivaléncia (8, ,6, ).

Pelo procedimento de teste de Schuirmann, conclui-se bioequivaléncia média, com @ % de

significancia se

6, -6 O — 0
T+ = I 1 > Ha,v) e T = i s < —t(a,v) (2.22)
A2 X 1 L 2 A2 N 1 . 2
; Z;Z% ¢ Z?ZC"“
=n S k=1 Ny =1

Os graus de liberdade para os delineamentos de Williams com trés e quatro formulacdes estdo no

Quadro 2.2.

Quadro 2.2: Graus de liberdade” de acordo com a fonte de variago

. Delineamento cross-over
Fonte de variacdo
6x3 4x4
Inter-individual N -1 NT-1
Efeito da seqiiéncia 5 3
Residual N-6 N-4
Intra-individual 2N 3N
Efeito de periodo 2 3
Efeito da Formulagao 2 3
Carry-over 2 3
Residual 2(N-3) 3(N-3)
Total 3N-1 4N -1

" Se ndo hd efeito carry-over, graus de liberdade para o residuo intra-individual é 2(N — 2) para
6x3 e 3(N - 2) para 4x4.
N = ny+ ny+ n3+ ny+ns+ ng

ok ok

N = n;+ ny+ n3+ ny
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A Tabela 2.3 apresenta os valores esperados das médias das seqii€ncias por periodo para os

delineamentos de Williams com tré€s e quatro formulagdes.

Tabela 2.3: Valores esperados das médias das seqiiéncias por periodo para delineamentos com mais de
duas formulacdes

(a) Delineamento cross-over 6x3

Periodo
Segqiiéncia 1° 2° 3°
1 (RT,T)) U+G +P +F, U+G +P,+F,+C, u+G +P, +F +C,
2(T\RTy) U+G,+P +F, U+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F,+C,
3(T.TiR) u+G,+P +F, u+G,+P,+F +C, U+G,+P, +F, +C,
4 (T\T,R) U+G,+P +F, U+G,+P,+F,+C, u+G,+P, +F, +C,
5 (TRT)) u+G,+P +F, u+G,+P,+F, +C, u+G,+P,+F +C,
6 (RTT>) U+G,+P +F, U+G,+P,+F +C, U+G,+P,+F,+C,
(b) Delineamento cross-over 4x4
Segqiiéncia Periodo
o T 30 10
1 RT;T\T,) wu+G,+P +F, u+G +P,+F,+C, u+G +P,+F +C, u+G +P,+F,+C,
2(T\RT,T;) wu+G,+P +F, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F,+C,
3(T,T\TsR) u+G,+P +F, u+G,+P,+F +C, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P, +F,+C,
4 (TsT,RT)) pM+G,+P +F, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F,+C, u+G,+P,+F +C,

Botter; Singer (1991) desenvolveram as férmulas usadas na elaboragdo da tabela ANOVA para

comparacdo de 3 formulagdes em um delineamento com 3 periodos e 6 seqii€éncias. Apenas o efeito

residual de primeira ordem € considerado. O modelo linear para a situagdo apresentada € o mesmo

apresentado em (2.1). Adaptando para a notacdo adotada neste texto, os estimadores de minimos

quadrados para os parametros do modelo acima sio dados por:

u=y../18n

Fi=0T;+3R; +y.4+ Y6+ y.1. — 3y...)/24n

F, =0T+ 3R, +y.o+ y.s+ y.. — 3y...)/24n
F;=0T:+3R; +y..i+ y..3+y... — 3y...)/24n

Ci =R, + 3T + 3y..4+ 3y..6+ 3y.1. — 5y...)/24n
Co =Ry + 3T+ 3y...+ 3y..5+ 3y.1. — 5y...)/24n
C3=(R3 +3T5 + 3y..; + 3y..3+ 3y.;. — 5y...)/24n
Py =Q@y.4.—y...)/18n

P, =By —y...)/18n

P;=@y;.—y...)/18n



L4 Sik = yi-k/3 + (T3 + 3R3 +y.a+y.s3+yq.— 3y )/24]1, i=1,3
L4 Sik = yi-k/3 + (T2 + 3R2 +Y.ot+Yy.s+y . — 3y )/24]1, i:2,5
¢ Si=y./3+ (T +3R; +y.y+y..6+ y.1. — 3y...)24n, i=4,6

e I,= Z()’iu + Vo F Vios T Visa + Yios + Vise)

i=1

e I,= Z(yz'zl + Yisa + Yas + Vg + Yiss + Vizg)

i=1

o T,=y..-T-T,

* R = Z(y“z + Vi + Visz + Viss)

i=1

* R, = Z(yi31 + Yoy + Yioa + Vize)

i=1

* R, =y.—-y,—R —-R,
3 n 6 n

* y"-:zz Yig © y‘l':zzyilk
j=1 k=1 =l k=1 i=l

A Tabela 2.4 apresenta a tabela de andlise de variancia para o delineamento cross-over 6x3.

Tabela 2.4: Tabela de Andlise de Variancia para o delineamento cross-over 6x3

Fonte de Variacio Graus de Liberdade | Soma de Quadrados
6 n
Voluntdrios 6n-1 SQV = 32 Z Sz
k=1l i=1
24n
Formulacdo 2 SQF = 5 Z F, bz
b=1
. . . 8n < o
Efeito Residual (intra) 2 SQI = ? Z C,
b=1
3
Periodo 2 SQP = 6”2 P j2
j=1
Erro (intra) 12n-6 SQE’
6 n 3 y2
Total (intra) 18n-1 SQT=3> >y —==
k=1 i=1 j=1 18n

3 3
*SQE = SQT — SQP + 3 SQF + SQV +380I —2) F,T, —=2> C,R,
b=1 b=1

n n n 3 6 n
_2C12Si4Si6 _2czzsizsi5 _2C3Z‘Silsi3 _4”ZCbe _2zzsikyi.k
i=1 i=1 i=1 b=l

k=1 i=1
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Para estimar os trés efeitos de formulacdo presentes no delineamento cross-over 6x3, F,, [1=123,¢

necessdrio encontrar os coeficientes C 4 que estdo apresentados na Tabela 2.5 para os estimadores

ndo viciados de minimos quadrados ordindrios de F;, [ =1,2,3.

Tabela 2.5: Coeficientes (multiplicados por 24) para estimadores das formulacdes Fg, F; e F, no
modelo de Williams com trés formulacdes (com efeito carry-over)

Fr F, F,
Periodo Periodo Periodo
Seqii€ncia 1° 2° 3° 1° 2° 3° 1° 2° 3°
1 3 0 -3 -1 -2 3 -2 2 0
2 -2 2 0 3 0 -3 -1 -2 3
3 -1 -2 3 -2 2 0 3 0 -3
4 -1 -2 3 3 0 -3 -2 2 0
5 -2 0 0 -1 2 3 3 0 -3
6 3 2 -3 -2 -2 0 -1 -2 3

As Tabelas 2.6 e 2.7 listam os coeficientes usados para estimar 6, através do método dos minimos

quadrados ordindrios na presenca e auséncia de efeito residual, respectivamente. Baseado nesses

coeficientes, o intervalo de confianca e o procedimento de teste de Schuirmann podem ser

encontrados.

Tabela 2.6: Coeficientes (multiplicados por 24) para o delineamento de Williams com trés

formulacdes®
91R:F1_FR 92R=F2_FR 921:F2_F1
Periodo Periodo Periodo
Seqiiéncia 12 22 3¢ > Co 12 22 3 D Co 12 22 3 Y .Cu
1 4 2 6 56/24)* -5 2 3 38/24) -1 4 -3 26/24)
2 5 2 3 38/(24° 1 -4 3 260247 4 2 6 56/(24)
3 -1 4 3 26/247 4 6 56/(24%* 5 2 -3 38/(24)
4 4 2 6 56/(247 -1 4 3 26024 -5 2 3 56/(24)
5 1 4 3 26/24° 5 2 3 38/(24)° | 4 2 -6 56/(24)
6 -5 2 3 38/24)° -4 2 6 56/24)° 1 -4 3 26/24)
Variancia" 20! 20! 20!

E3 A N N N
variancia quando n=n; para 1< k <6, © com efeito residual (carry-over)



23

Tabela 2.7: Coeficientes (multiplicados por 6) para o delineamento de Williams com trés formulagdes

O =F, —F, O, =F, —F, 6, =F,—F,
Periodo Periodo Periodo

Segiéncia 10 22 3 D Ca 12 22 3 > Ca 10 2 32 D Cgh
1 -1 0 1 1/18 -11 0 1/18 0o 1 -1 1/18
2 1 -1 0 1/18 0o -1 1 1/18 -1 0 1 1/18
3 0 1 -1 1/18 1 0 -1 1/18 1 -1 1/18
4 1 0 -1 1/18 0o 1 -1 1/18 -1 1 1/18
5 0 -1 1/18 1 -1 0 1/18 1 0 -1 1/18
6 -1 1 0 1/18 -1 0 1 1/18 0o -1 1 1/18

Variancia® Lo? Lo? Lo?

" variancia quando n=n; para 1< k <6.

Os coeficientes usados para estimar F, através do método de minimos quadrados ordindrios para o

delineamento cross-over 4x4, sio dados nas Tabelas 2.8 € 2.9. O modelo de Williams com trés

formulagdes compara trés pares de formulagdes, ja no modelo com quatro formulagdes ha um total de

seis pares de formulagdes a serem comparados.

Tabela 2.8: Coeficientes (multiplicados por 40) para o delineamento de Williams com quatro

formulagdes
O =F, —F, O =F, - F, Op =F; —F,
Periodo Periodo Periodo
Seqiéncia  1° 22 3 4 X .Cho1° 22 ¥ 4 YCuo1T 22 ¥ 4 Y Cu
1 a1 4 11 4 274/40° | -10 3 1 12 254/(407 | 11 7 4 0 186/(40)
2 11 -7 -4 0 186/(40)> 0 -11 7 4 186/(40)> 1 -10 -3 12 254/(40)
3 -1 100 3 12 254/40° 10 3 -1 -2 254/40¢ 1 -1 -1 10 -8 166/(40Y
4 1 1 -10 8  166/40 | 0 11 7 -4 186/(40 | 11 4 -1l -4 274/(40)
iAncia” A 52 AL 52 A 52
Varidncia 200 O 20m O 200 O
0, =F,-F, 0, =F,—F, 0, =F, - F,
Periodo Periodo Periodo
Seqiéncia  1° 22 3 4 P Chuo 10 2 3 4 P Cu 10 22 ¥ & Y Ch
1 1 I -10 8  166/40% | 0 11 7 4 186/40)’ | -1 10 3 -12  254/(40Y
2 A1 4 1 274/(40)* | -10 -3 1 12 254/40)° | 1 1 <10 8  166/(40)
3 n 7 4 0 186/40)* | 0 -1l 7 4 186/(40 = -11 4 11 4 274/(40Y
4 -1 100 3 <12 254/40 | 10 3 -1 -2 254/(40° L 11 a4 0 186/(40y
iancia” 152 A 52 AL 52
Variancia 2on Ce 20n O-e 20n O-e

" variancia quando n=ny, para 1< k <4, © com efeito residual (carry-over).
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Tabela 2.9: Coeficientes (multiplicados por 10) para o delineamento de Williams com quatro
formulagdes

O =F, - Fy O, =F, - Fy Ox =F;—F,
Periodo Periodo Periodo
Seqiéncia  1° 22 3 4 D Chu 10 2 3 4 P Cuo10 22 F 2 Y Cy
1 -1 0 1 0 1/8 -1 0 0 1 1/8 -1 1 0 0 1/8
2 1 -1 0 1/8 0 -1 1 0 1/8 -1 0 1 1/8
3 1 -1 1/8 1 0 0 -1 1/8 0 0 1 -1 1/8
4 0 -1 1 1/8 0 1 -1 0 1/8 1 -1 0 1/8
Ak 1 2 1 2 1 2
Varidncia 2n “e 2n “e 2n “e
0, =F,-F, 0, =F,—F, 0, =F, - F,
Periodo Periodo Periodo
Seqiéncia  1° 20 ¥ 4 P Chu 10 2 3 4 YChuo1°0 22 ¥ 42 ) Cy
1 0 0 -1 1 1/8 0 1 -1 0 1/8 0 1 0 -1 1/8
2 -1 0 1 0 1/8 -1 0 0 1 1/8 0 0 -1 1 1/8
3 1 -1 0 1/8 0 -1 1 0 1/8 -1 0 1 0 1/8
4 0 1 0 -1 1/8 1 0 0 -1 1/8 1 -1 0 0 1/8
S 1 2 1 2 1 2
Varidncia 2n Ge 2n “e 2n “e

" variancia quando n = ny, para 1< k <4.

2.2.2 Modelo de efeitos mistos

O modelo tradicional de andlise de varidncia ignora o efeito da variabilidade devido a interacdo do
individuo com a formulagdo. A interacdo do individuo com a formulag@o tem um importante papel na
avaliacdo da bioequivaléncia individual, que pode ser contemplada no modelo de efeitos mistos.
Willavize; Morgenthien (2006) comparam quatro modelos de efeitos mistos através de estudos de
simulacdo. Um deles € o modelo proposto pelo Food and Drug Administration (FDA) descrito a

seguir.

Y,.J.k, =u+G,+8S,, + Pj + F(j,k) + C(j_l,k) +ey (2.23)

Os indices i, j, k e | sdo respectivamente para individuo (i=1,2,...,n;), periodo (j=1,2,...,J), seqiiéncia

(k=1,2,...,K) e formulagdo (/=1,2,...,L) e os termos do modelos sao:

= Sy : efeito aleatério do i-ésimo individuo na k-ésima seqiiéncia para a [-ésima formulag3o;

*  Yiu tis Gus P, Fry, Cgrpy € € 880 0s mesmos definidos em (2.1).

Assume-se que Sj; sdo independentes e identicamente distribuidos com média zero e matriz de

varincias e covariancias dada por ). Para a comparacdo de duas formulagGes, teste e referéncia,
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2
o PO O
BT BT O BR 2 2 s A o

X= ) , onde Oz € Op, sd0 as variincias inter-individuais para a

POprOpr O pr
formulacdo teste e referéncia, respectivamente e p € o coeficiente de correlacdo inter-individual entre

Sicr € Sikw-

o~ . . . , P A . 2
Os termos ey sdo independentemente distribuidos com média zero e varidncia 0; ,onde /=1, 2,..., L.

P A 2 - o . v eqe . e . .
Essas ultimas varidncias (0 ) sdo utilizadas para explicar as variabilidades intra-individuais para a
[-ésima formulacdo. No caso particular de duas formulagdes, denotamos as variabilidades

. e . 2 2 ~ N . P .
intra-individuais por Oy, € Oy, para a formulagdo teste e referéncia, respectivamente. Além disso,

2 2

0. =0,; =0y,. A variabilidade devido 2 interagio entre individuo e formulagio é dada por

2 _ 2 2
Op =O0ppr TO0pg — 2pO-BT Ogr-

2.3 Escala original versus escala logaritimica

Em estudos de bioequivaléncia, ¢ comum utilizar os dados na escala logaritmica. Existem
justificativas em relacdo tanto ao tratamento de dados como também ao comportamento

famacocinético, como discutido em Chellini (2007).

A . . ~ . 2 ~
Os pardmetros na escala logaritmica serdo denotados pelo simbolo *. Se Y ~ log-normal(u,0”) entdo
Y* = In Y ~ Normal(u*,0”*). Podemos escrever o coeficiente de variacio na escala original em funcio
da varidncia na escala logaritmica, para isso € preciso definir as seguintes relacdes entre as médias e

varidncias na escala original e na escala logaritmica:

o = E(Y) = explu*+<]
oVar(Y)= exp{2,u * 4207 *}— exp{2,u *+o”° *}: exp{2,u *4+07° *}(exp{d 2 *}— 1)

Entdo, é facil mostrar que o CV na escala original é dado por CV = 4 f:Xp{O'2 * }—1 .

A partir das relacdes descritas acima € possivel verificar a relagdo entre coeficiente de variacdo na

escala logaritima (CV*) e o coeficiente de variacdo na escala original (CV) que é dada por

Jin(l+cv)?)
cvi=t—~ 77

ﬂ*
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2.4 Tipos de estudos de bioequivaléncia

O conceito estatistico de bioequivaléncia refere-se a investigagdo a respeito da similaridade das
distribuicdes marginais das medidas farmacocinéticas de interesse para as formulacdes comparadas.
Neste contexto, trés tipos de estudos de bioequivaléncia podem ser realizados: média, individual e

populacional.

O tipo de estudo mais utilizado € o de bioequivaléncia média que avalia se as formulagdes sdo em
média semelhantes. Avaliar bioequivaléncia populacional significa verificar que as distribui¢des da
biodisponibilidade das formulagdes sdo suficientemente proximas. Ja bioequivaléncia individual avalia
se uma grande propor¢do de individuos terd comportamento suficientemente similar para as

formulagdes.

As agéncias reguladoras de vérios paises, incluindo a brasileira (ANVISA), exigem apenas a avaliagdo
de bioequivaléncia média para liberacdo de medicamentos genéricos no mercado. Entretanto, este
método apresenta algumas limitagdes, j4 que, por exemplo, nem sempre permite avaliar a
intercambialidade entre as formulagdes teste. Com o objetivo de superar estas limitacdes foram

desenvolvidos os métodos de bioequivaléncia populacional e individual.

Hauck;Anderson (1994) avaliam as condi¢des para que um estudo realizado através do método de
bioequivaléncia média seja suficiente para avaliar intercambialidade. Segundo os autores, € necessario
estabelecer limites para as variabilidades intra e inter-individuais e para a intera¢do do individuo com

a formulagao.

Baseado no fato de que a distribuicdo de algumas varidveis aleatérias, como a Normal, &
completamente determinada por seus momentos, a equivaléncia entre as duas distribui¢des marginais
pode ser avaliada através dos dois primeiros momentos (média e variancia). A comparagdo das médias
das distribuicdes da medida farmacocinética para duas formulagdes refere-se a comparacdo da
biodisponibilidade média, enquanto a comparacio das variancias refere-se a variabilidade da

biodisponibilidade.

A Figura 2.1 ilustra os conceitos de biodisponibilidade média e variabilidade da biodisponibilidade. O
painel (a) apresenta duas distribui¢des equivalentes em média e varidncia, (b) apresenta equivaléncia
em média, mas ndo em varidncia e finalmente o (c) apresenta equivaléncia em varidncia, mas ndo em

média.
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Figura 2.1: Tlustrag@o de trés situacdes: (a) equivaléncia em média e varidncia; (b) equivaléncia em

média, mas ndo em varidncia; (c) equivaléncia em variancia, mas ndo em média.

Como o nome indica, a bioequivaléncia média é o método que estabelece equivaléncia em média das
distribui¢des marginais das duas formula¢des comparadas. Ja a bioequivaléncia populacional avalia a
equivaléncia em média e em varidncia para as distribuicdes marginais. Entretanto, em geral, a
equivaléncia dos dois primeiros momentos ndo garante equivaléncia entre duas formulagdes (Chow;
Liu, 2000). Na avaliagcdo da bioequivaléncia individual sio comparadas as distribuicdes marginais
das respostas farmacocinéticas obtidas através da administracdo repetida das formulagdes teste e

referéncia para um mesmo individuo.

A bioequivaléncia média ndo garante equivaléncia das variabilidades intra-individuais e similaridade
das distribui¢des marginais das formulagGes teste e referéncia. Assim, ao utilizar este método para
avaliar bioequivaléncia, é ignorada a comparacio destas variabilidades. Esta comparacdo € importante
para verificar o pressuposto de homocedasticidade que é uma das suposicdes para realizagdo do teste
de Schuirmann. Apesar disso, as variabilidades intra-individuais tem influencia direta no teste de

Schuirmann por ser baseado em hipdteses intervalares e ndo pontuais.

Chow; Liu (2000) apresentam representagdes graficas para trés caracteristicas (diferenga entre as
respostas médias, interacdo do individuo com a formulacdo e diferenca entre as varidncias intra-
individuais) avaliadas em dois individuos. Seis situacdes diferentes (A, B, C, D, E, F) sdo

consideradas, conforme pode ser visto no Quadro 2.3.

A coluna A representa o caso raro em que as duas formulagGes sdo idénticas. Esta € a situacdo ideal
quando ndo existe diferenca entre as médias populacionais, nem variabilidade intra-individual e
também ndo hd intera¢do do individuo com a formulacéo. Ocorre muito raramente, mesmo quando se
compara a formulagdo referéncia com ela mesma. A coluna B apresenta uma situacdo em que existe
uma diferenca entre as médias populacionais, mas ndo existe diferenca entre as varidncias intra-
individuais e ndo hd interacdo do individuo com a formulacdo. A diferenca das médias populacionais
na coluna C € negativa para o individuo 1 e positiva para o individuo 2. Entretanto, as médias

populacionais e as variabilidades intra-individuais sdo as mesmas para as duas formulacgdes. Esta é a
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tipica situacdo em que mesmo que ndo exista diferenca das médias populacionais e das varidncias

intra-individuais, a interagdo do individuo com a formulacio pode existir.

Quadro 2.3: Esquema das diferencgas das respostas para dois individuos para as formulagdes teste (T) e
referéncia (R).

A B C D E F
R T R T R T R T R T R T
(IUT — Hg )2 0 + 0 0 0 M
0-12) 0 0 + + + +
Oy — Omg 0 0 0 + - -
Bioequivaléncia v % v v v X
Média
Bioequivaléncia v % X X X
Individual

i Sdins: o2 - i = e . .
M, — [l diferenca entre as respostas médias; o, : interagdo do individuo com a formulagdo; oy, —om,:

diferenca entre as variancias intra-individuais; fontes de varia¢do: ausentes (0), positivas (+) ou negativas (-);
conclusdo de bioequivaléncia: bioequivalentes (v'), ndo bioequivalentes (%).

As colunas D e E ilustram a situagdo em que ndo existe diferenca para as médias populacionais, mas
existe interacdo entre individuo e formulagdo, assim como diferenca entre as varidncias
intra-individuais. A coluna F apresenta o pior cendrio em que existe diferenca das médias

populacionais, das variancias intra-individuas e interagdo do individuo com a formulac3o.

Os métodos de avaliacdo de bioequivaléncia individual e populacional podem ser baseados em
momentos ou em probabilidade. O método baseado em momentos considera a diferenga entre as
médias das formulagGes teste e referéncia, a interacdo da formulacdo com o individuo e as
variabilidades intra-individuais. Este método é avaliado através dos critérios denominados agregado e
desagregado. O critério agregado avalia bioequivaléncia através de uma medida composta por uma
combinagdo da diferenca entre as médias das formulagdes teste e referéncia, da interacdo da
formulagcdo com o individuo e das variabilidades intra-individuais. J4 o método desagregado avalia
cada uma dessas medidas separadamente. O segundo método avalia a probabilidade de que a diferenca
em biodisponibilidade de um individuo que recebe formulagdo referéncia em um periodo e teste em

outro estd dentro de um limite definido por critérios apropriados.

No critério agregado baseado em momentos, muitas vezes a distribuicdo do estimador resultante ¢
muito complicada ou intratdvel matematicamente, e entdo nem sempre é possivel encontrar solugdes

analiticas para o teste de hipoteses. Uma possibilidade € a utilizagdo do método bootstrap, que é uma
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técnica de reamostragem em que a partir de uma amostra coletada na populagdo sdo obtidas diversas

amostras que sdo utilizadas para estimar parametros e construir intervalos de confianca.

A seguir serdo resumidas as principais informacdes técnicas sobre cada tipo de avaliacdo de
bioequivaléncia. Mais detalhes podem ser encontrados em Chow; Liu (2000), Hauschke et al. (2007) e
no Volume 19, do periddico Statistics in Medicine de 2000, que € dedicado a artigos relacionados a

bioequivaléncia individual.
2.4.1 Bioequivaléncia Média

A andlise estatistica para ASC e C,,, ¢ em geral baseada em procedimentos paramétricos. Quando
clinicamente relevante T, também deve ser considerado e serd analisado através da construgdo de um
intervalo de confiancga, utilizando-se um método ndo paramétrico. A decisdo a respeito da
bioequivaléncia média pode ser avaliada através de intervalo de confianca ou teste de hipéteses (ha

equivaléncia entre os dois procedimentos), como comentado a seguir.
Intervalo de confianca

Se um intervalo com 100(1 — 2a)% de confianca para a diferenca (ur— ug) ou para a razdo (ur/ug) esta
dentro dos limites de bioequivaléncia estabelecidos, entdo a conclusdo € que as formulagdes sdo

bioequivalentes. O nivel de confianca utilizado normalmente € de 90%.

Os limites de bioequivaléncia para a diferenga e para a razdo das médias na escala original e

logaritmica sdo mostrados na Tabela 2.10, onde 4 representa a média aritmética e [ a média

geométrica.

Tabela 2.10: Intervalos de bioequivaléncia baseados na média aritmética ou média geométrica para a
medida farmacocinética na escala original ou na escala logaritmica

Diferenca Razao
Escala Variavel
01<ﬂT_:uR<9s 51<ﬂT/ﬂR<5s
Original Y —0.2¥, < ly — Mg <02V, 0,80 < i, [ty <1,20

0,80 < /I, /fiy <125

Logaritmica Y*=In(Y) —0,2231< p, *=u,*<0,2231
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Teste de Schuirmann

Seguindo Schuirmann (1981,1987) o teste de bioequivaléncia € baseado em duas hipéteses unilaterais:

H(;r CHr — Hy Se{ Vs H: CHr — Hy >01

- - ; (2.24)
Hy iy =t 265 vs H, @ ply = g < 6

onde 6, e 6 sdo os limites inferior e superior de bioequivaléncia, respectivamente. Concluimos pela

bioequivaléncia média quando as duas hipdteses nulas sdo rejeitadas.
Teste Nao-Paramétrico

Os critérios apresentados acima sé s@o validos sob a suposi¢do de normalidade dos dados na escala
logaritimica ou equivalentemente que os dados na escala original tenham distribui¢do log-normal. Se
esta suposi¢do € violada é recomendado o uso do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney descrito em

Chow; Liu (2000).
2.4.2 Bioequivaléncia Populacional
Critério agregado baseado em momentos

Para avaliar bioequivaléncia populacional utilizando o critério agregado baseado em momentos,

considere o parametro

_E{-Y;) —E¥,-Y,)’

© max{o:,0” |

mon

) (2.25)

onde Y, .Y, e Y, denotam as biodisponibilidades para a formulacdo teste administrada uma vez e
para a formulacio referéncia administrada duas vezes em um delineamento replicado,

0’ =EY,-Y, )/2 . O FDA estabelece o valor de o, em 0,04.

Como na avaliagdo de bioequivaléncia populacional Y, —Y, e Y, —Y, referem-se as diferencas

inter-individuais, Y, ,Y, e Y, podem ser considerados independentes. Entao,

E(Y, _YT)2 = E(YRZ)—ZE(YRYT)+ E(Yf)
= (B2 - u2)+(EQ?) = 12 )= 2E(Y, Y, ) + pl + 117
=0, + 0, + 0, + 0, =2, + fy + p1]

=, —U,) +0,+0; (2.26)



31

e E(Y,-Y,) =20} (2.27)

Observe que O, =0 py +Opg € Op = Oy + O"%,T denotam a variancia total para as formulacdes

referéncia e teste, respectivamente.

As seguintes hip6teses devem ser testadas:

H,:0" >0 versus H, : Q" <" (2.28)

mon mon mon

Dizemos que existe bioequivaléncia populacional entre as formulagdes teste e referéncia se

A~ ~ 2 A2 A2
@pop _(IUR_IUT) +O—R_O-T
- 2 A2
max{O'O,O'R}

mon

<@ (2.29)

mon

A pop z ~ ~ : _ A . pop
O pardmetro ©F” ¢ uma fungdo ndo linear de (4, — i, e os componentes de varidncia e 857

representa o limite superior pré-determinado para avaliar bioequivaléncia populacional. O FDA

estabelece em 0,02 o valor mdximo para a diferenga das variancias das formulacdes teste e referéncia,

- 2 2
ou seja, Oy — Oy

Em geral, o nivel de significincia para o teste € de 5%, correspondendo a um intervalo bilateral com

90% de confianga ou a um intervalo unilateral com 95% de confianga para ®”” . A hipétese nula é

rejeitada se o limite superior é menor que €% . Como ®”” ¢ uma medida ndo linear, ¢ dificil obter

mon
sua distribuicdo exata analiticamente. Assim, procedimentos como o método de bootstrap sido

normalmente utilizados para construcdo destes intervalos de confianga.

Alguns autores sugerem ainda um procedimento paramétrico baseado na construg¢do de intervalos de
confianga aproximados para uma funcdo linear dos componentes de variancia. Este procedimento é
baseado na desigualdade

(e —f1;)’ +6;+6; -6, <0, (2.30)

mon

que pode ser reescrita como

nre =68 +02, +0502 —(1+677 o2, +0552)<0, 2.31)

mon.,ref ~ mon
2

onde &° =4, —f,, o}, =050]+covY,.Y,)), oy =67 —cov(,.Y,), =RT. Y,.Y,

denotam a biodisponibilidade do primeiro e segundo periodos em que a formulago / foi administrada.
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Definimos entdo as hipoteses

H,:n >0 versus H,:n'”" = <0. (2.32)

mon.ref — mon ref

Conclui-se que ha bioequivaléncia populacional se a hipétese nula € rejeitada com 100a% de

significancia.
2.4.3 Bioequivaléncia Individual

Critério agregado baseado em momentos

Para avaliar bioequivaléncia individual utilizando o critério baseado em momentos considere

novamente o pardmetro em (2.4). Assumindo um delineamento cross-over replicado e o modelo de

efeitos mistos em (2.23) tal que 0~ = E(Y, —Y,)” denota a varidncia da formulagdo referéncia.
Aqui Y,,Y, e ¥, ndo podem ser assumidos como independentes e os termos de variancia se tornam

mais complexos. Denotamos por O, = O,y + O pp — 200, 0, a interagio do individuo com a

formulacdo. Entao,

E(Y,-Y,)> =Var(Y,-Y)+(E¥,-Y,))
=Var(Y,)+Var(Y,)—2Cov(Y,,Y, )+ (U, — t;)’

= (,UR —Hr )2 + O-fm + O-VZVR + G;T + O-VZVT - 2pO-BRO-BT .
= (Ug _:uT)2 +O-V2VR +O—VZVT +612)
e EY,-Y,) =20, (2.34)
As seguintes hip6teses devem ser testadas:
H,:0™ >0"™ yersus H, : 0™ <™ | (2.35)

Logo, podemos dizer que existe bioequivaléncia individual entre as formulagdes teste e referéncia se

I A~ 2 A2 A2 A2
— U +0,+0,,+0 ;
(IUR T) D — Wf WI emd (2.36)

Aind
06 { 2 mon
max\Oy o, Gz

mon

ind .. . . . N
onde @ representa o limite superior de bioequivaléncia individual.
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Em geral, o nivel de significancia para o teste € 5%, correspondendo a um intervalo bilateral com 90%

de confianca ou a um intervalo unilateral com 95% de confianga para @f:fn. A hipdtese nula é

.. .. . , ind ANind . . - . L, aeps .
rejeitada se o limite superior é menor que €, . Como @¢ ¢ uma medida ndo linear, ¢ dificil obter

mon
sua distribuicdo exata analiticamente. Assim, procedimentos como o método de bootstrap sdo

normalmente utilizados para construcdo destes intervalos de confianga.

Para avaliacdo da bioequivaléncia individual também foram propostos procedimentos paramétricos
aproximados, que sdo baseados na desigualdade

(=) +6; +6,, +60,. —60.0™ <0, (2.37)

mon

que pode ser reescrita como

ind

2 2 2 ind )2
nmon,ref = 5 + GI + O’So-WT - (1’5 + erlr:lon )GWT < 0 ’ (238)
com 8> =, — iy e 0, =6, +0,56,, +6,,.
Definimos entdo as hipoteses

H,:n™ >0versus H,:n™ <0 (2.39)

mon ref mon ref .

que podem ser testadas através da constru¢do de intervalo de confianga para 77,'.,':51,,4 .

2.5 Determinacao do poder e niimero de voluntdrios

A determinacdo do nimero de voluntdrios apropriado € uma parte crucial do projeto do estudo. Um
estudo com poucos voluntdrios pode produzir resultados ndo conclusivos. Por outro lado, utilizar um

nimero de voluntarios muito grande seria usar recursos desnecessarios.

O numero de voluntdrios em um estudo de bioequivaléncia depende basicamente do poder do teste, do
nivel de significincia e da variabilidade do farmaco. A Resolucio N° 1170 (ANVISA, 2006)
regulamenta que ndo é permitida a utilizacdo de um nimero de voluntarios inferior a 12. No entanto, é
importante lembrar que o protocolo deverd também conter um ndmero suficiente de voluntarios,
prevendo inclusive eventuais desisténcias durante a realizacdo do experimento (dropouts). O nimero
de voluntdrios pode ser obtido através do coeficiente de variagdo (CV) de estudo piloto ou estudos

anteriores encontrados na literatura de forma que garanta a confiabilidade necessaria na andlise dos
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resultados. Na falta de dados relativos ao coeficiente de variagdo do farmaco, a ANVISA determina

que sejam recrutados pelo menos 24 voluntarios.

Virios autores desenvolveram trabalhos a respeito do célculo do nimero de voluntdrios necessarios
para delineamentos cross-over. Siqueira et al. (2005) comparam nove métodos para cdlculo do
numero de voluntdrios para delineamentos cross-over 2x2. O critério para avaliar bioequivaléncia foi
baseado no procedimento de teste de Schuirmann (ou equivalentemente no uso de intervalo de
confianga para a diferenca das médias na escala logaritmica) e em trés distribui¢cdes de probabilidade: t
de Student ndo central, t de Student central e Normal. No presente trabalho, apresentaremos um estudo

semelhante para delineamentos cross-over de ordem maior que 2x2.

Considerando a comparagdo de duas formulagdes, Chen et al. (1997) desenvolvem férmulas
aproximadas para o calculo do nimero de voluntdrios baseado no procedimento de teste de
Schuirmann para os dados na escala original e na escala logaritimica. Neste estudo € utilizada a
distribuicdo t de Student central e sdo considerados quatro delineamentos diferentes. Wang; Chow
(2002) demonstram o cédlculo do poder para estudos de bioequivaléncia média baseados no
procedimento de teste de Schuirmann com delineamento cross-over 2x2m, quando m = 1 significa
cross-over 2x2, m = 2 cross-over 2x4 e assim por diante. E feita uma comparacio entre o cdlculo do
poder baseado no modelo de andlise de variancia tradicional e no modelo de efeitos mistos. Foram
utilizadas a distribui¢@o t de Student ndo central e a aproximacdo através da distribui¢do Normal.
Zhou et al. (2005) apresentam uma macro desenvolvida no pacote estatistico SAS para calcular o
poder empirico para delineamento cross-over de ordem maior que 2x2 em estudos de bioequivaléncia

usando simula¢ido de Monte Carlo.

Na comparagdo de mais de duas formulagdes, Qu; Zheng (2003) fornecem duas formas aproximadas
que permitem dimensionar a amostra utilizando os métodos e pacotes estatisticos disponiveis para o

cdlculo do niimero de voluntérios para delineamentos cross-over 2x2, como o nQuery Advisor®.

E importante lembrar que um estudo de bioequivaléncia leva em consideracdo pelo menos duas
medidas farmacocinéticas (ASC e C,,,,). Assim, o cdlculo do nimero de voluntarios deve ser feito para

cada medida e o nimero de voluntdrios deve ser o maior deles (em geral baseado em C,,,,,).
2.5.1 Bioequivaléncia Média

Chow; Wang (2002) consideram um delineamento cross-over 2x2m para estudar o efeito do aumento
do numero de periodos em um delineamento cross-over para avaliacdo de bioequivaléncia média.
Desenvolveram férmulas e aproximacdes para o cdlculo do poder do teste de Schuirmann e do niimero

de voluntirios necessdrio no estudo. Nesta Secdo € apresentada uma ampliacdo do estudo realizado
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por Chow; Wang (2002) para os delineamentos apresentados na Secdo 2.1.2. Para isso, sdo
considerados os delineamentos (d), os graus de liberdade do teste de Schuirmann correspondentes (v,)
e o fator que determina a variancia de cada delineamento (f;) apresentados no Quadro 2.4. Além disso,
os desenvolvimentos serdo restritos ao caso especial de estudos balanceados, isto €, com o mesmo

numero de voluntdrios (n) para todas as seqiiéncias em todos os delineamentos.

Quadro 2.4: Graus de liberdade (v,) e fator indicador de variabilidade (f;) para varios delineamentos
cross-over

g;gﬁﬁg;g:s Delineamento (d) Cross-over Vg fa
2 1 2x2 2n-2 1
2 2 4x2 2n-2 1
2 3 4x2° 4n-3 2
2 4 2x3 4n—4 3/4
2 5 2x4 6n—4 1/2
2 6 2x4° 6n-5 11/20
2 7 4x4 12n-5 1/4
3 8 6x3 12n—4 1/3
3 9 6x3° 12n—-6 5/12
4 10 4x4 12n—6 1/2
4 11 4x4° 12n-9 11/20

Subscrito c significa presenga de efeito residual (carry-over)

Para cada delineamento existe um grau de liberdade associado, diferentemente do que foi descrito em
Chow; Wang (2002). La todos os delineamentos apresentavam grau de liberdade
2n — 2 que é uma aproximagdo comumente utilizada na pratica. Aqui, utilizaremos os valores exatos

para os desenvolvimentos a seguir.

Para d = 1,2,..,11, o intervalo de confianca cldssico com 100(1-2a)% de confianca para

6 = p; — Uy, é dado por:

IC,(1-2a), =0+ t(a,v, )\ f,62/n, (2.40)

Em (2.40), 6 é o estimador da diferenca das médias das formulagdes comparadas, #(a,v,) o
o-ésimo percentil da distribuicdo t de Student central com v, graus de liberdade, f; o fator que
determina a variancia do estimadoré, 66 ¢ o estimador da variabilidade inter-individual obtido na

tabela de andlise de varidncia e n o nimero de voluntarios por seqiiéncia.

Dizemos que as duas formulagGes sdo bioequivalentes se o ICy (1-2a), estd completamente dentro dos

limites de bioequivaléncia (0, , HS ) ou, de acordo com o procedimento de teste de Schuirmann, se
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A

6-6 6-6
T, =——=>tav, eT, =—=—=<-t(a,v,) (2.41)
O-e fd/n Ge\/fd/n
Se o intervalo de bioequivaléncia é simétrico, ou seja 8, = —6, = 6, , entdo
6+6 6-6
=———>Hav,) e T, =——==<-t(a,v,). (2.42)

‘ OA'e\/fd/” a-erd/n

Sob a hipdtese alternativa de que |,UT - ,uR| <@,, tanto \/;(é—ﬁs )/ f,6, quanto
\/;(é+6’g )/ f,;6, seguem uma distribui¢do t ndo central com pardmetros de ndo centralidade

Jn(6-6,)

Jf.o.

Jn(6+86,)

V1.0,

+
e, =

dados respectivamente por 0, =

Por defini¢do, o poder para os dois testes t unilaterais de Schuirmann é
Poder = P(Rejeitar H, e H, | 8) = P(Concluir bioequivaléncia | 8)

Esta probabilidade pode ser calculada para qualquer valor de . Escolhendo 8, tal que 6, <8, <&,

ou seja, 07 pertence a hip6tese alternativa, o poder é

Jn(@o,-6 Jn(@, +6
Poderd — P L’\b‘) < — av, e LAS) > l’a v,
fd O-e fd O-e
Jn(@,-6 Jn(@, +6
=P LAS) <—t,, |- P LAS) <t,, (2.43)
fd O-e fd O-e

Vn(6,-6,) Vn(@,+6,)
+P — = >l ¢ ——F———<I,,
fdo-e Vfdo-e

O dltimo termo da probabilidade acima, pode ser reescrito como
Jn(6,-6,) Jn(8,+86,)
Pl———"->-1,, 6 —F———<1,, |=
fd O-e V fd O-L’

:(9 tan G <6, < ar, O —981

’ \/”/fd ’ \/”/fd

(2.44)
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que € relativamente pequeno. Ignorando entdo, esta pequena probabilidade, o poder é&

aproximadamente

Jn(6,-8,) Jn(6, +6,)
—_T . A

1-7
Vil “avy val “av,
fd Ge fd O-L’

d d

(2.45)

onde 7, (.16,) representa a distribui¢do acumulada da fungdo t ndo central com v, graus de liberdade

e pardmetro de ndo centralidade J,.

O ndmero de voluntarios necessérios para atingir um poder de 1— £ pode ser obtido resolvendo a

seguinte equacgdo

Vn(6, -6,) Vn(6, +6,)
. A _T -

I-7
Vg ayv, Va av,
fdo-e fdo-e

>1-4 (2.46)

d

Observe que o lado esquerdo da equacgdo acima € maior ou igual a

Jn(6.-16,1
1-27, |1, e. z ) (2.47)
V fd Ge
Jn(6.-16,1)
Assim, 1 — 2Tv, Lo, [— = >1-4 (2.48)
fd Ge
Jn(6,-16,1)
Entdo, ZTVd Loy, — = > f (2.49)
fd O-e
Entdo, uma aproximagdo conservadora para n pode ser obtida resolvendo
Jn(6.-16, 1
Tyl Lo, —( =16, P (2.50)
. fi0. 2
Entretanto, quando @ # 0, a férmula acima pode ser muito conservadora, pois quando 8 # 0,
Jn(6.-16,1
T, |t M (2.51)

Va| @Va

fdae
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Jn(6,+16,1)

¢ muito maior que 7, | #,, (2.52)
fd O-e
Alternativamente, o poder pode ser aproximado por
Jn(6.-16,1)
T, | gy |—F—=—" |28 (2.53)

d

fdae

Podemos calcular o nimero de voluntarios de forma aproximada utilizando distribui¢des tais como a t

de Student central e a normal.

A funcio de distribui¢do acumulada da distribui¢do t de Student ndo central pode ser aproximada pela

fun¢do de distribuicdo acumulada da distribuicdo t de Student central da seguinte forma

5,2 x>
7, (x16,)=T, | x, |1+ -6, [1+— |, (2.54)
Vy d Vg v d v

d d

onde v, sdo os graus de liberdade e T a fun¢do de distribuicdo acumulada da distribuig@o t central.

Além disso, quando v, € grande, o poder pode ser aproximado por
l_Tvd (ta,vd _ad_)_Tv,, (ta,vd _5d+)' (2.55)

A aproximagao pra a distribui¢do Normal é dada por

x—9,

J1+x2 /2w, |

onde @ € a funcdo de distribuicdo acumulada da distribuicdo Normal padrio.

7, (x18,)=® (2.56)

Entdo, quando v, € grande, o poder também pode ser aproximado por
-0z, -8, )-@lz, -4,"). (2.57)

Como ja foi dito, estas aproximagdes permitem obter formulas para o célculo do nimero de

voluntarios.
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Utilizando a distribuicdo t de Student central temos

by o @)+, (B2

n, 2 f, O': , para a aproximacao conservadora e (2.58)
6. -6,]
@+1,,8)
t o)+t
n, zf, O'e2 Va0 Va0 , para a aproximagao nao conservadora (2.59)

O - ‘gy‘
Para a distribuicdo Normal o niimero de voluntérios € dado por

e

2 2
(2o +2g0)° 0

n,2 , para a aproximagdo conservadora e (2.60)
T -1,
(2, +24) 0, .
n, 2 f, ————————, para a aproximagdo ndo conservadora (2.61)
6.—16,1)

2.5.1.1 Aproximacao para os delineamentos de Williams

Qu (2003) apresenta dois métodos conservadores para o calculo aproximado do nimero de voluntarios
para os delineamentos de Williams, assumindo que ndo existe efeito residual (carry-over), para os
dados na escala logaritmica. Apresentamos a seguir os principais pontos abordados no artigo para a
determinag@o do nimero de voluntdrios por seqii€éncia (n), em um estudo realizado em J periodos e K

seqiiéncias, tal que N = Kn € o niimero total de voluntarios.

Seja 6 a diferenca entre as médias populacionais de duas formulagdes utilizada para o célculo do

2, . . . . . A . 2 “A . . . o e
ndmero de voluntarios, &; e 05 os limites de bioequivaléncia e 0, a variancia intra-individual.

Seja @ o estimador de minimos quadrados de 8, o, o nivel de significancia, ., 0 a—€simo percentil da
distribuicdo t de Student com v graus de liberdade, e ,1’3 0 o—ésimo percentil da distribuicdo qui-

quadrado com v graus de liberdade.

O poder do teste para demonstrar bioequivaléncia média € igual a

A

P M/,/;{f/v >ta,v7ﬂ/ 1lv<-t,, 16,0, (2.62)

o, \/Z/_N 0,2/N
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Para um delineamento cross-over 2x2, v = (N-2) e o calculo do nimero de voluntarios pode ser feito
usando por exemplo o pacote estatistico nQuery Advisor. Para delineamentos cross-over de ordem
maior, Qu (2003) apresenta as duas seguintes aproximagdes conservadoras para o cdlculo do niimero

de voluntarios baseado naquele para o cross-over 2x2.

Aproximacao ¢*

Seja N*=(J-1)N-2(J-2) e G*=Ge\/J—l. Como YN'/N =+J-1, a equacdo (2.62) ¢é

aproximadamente:

-6 ; -6,
Pl 2 N = >t TS 2 IINT=2)<—t . 18,0,| (2.63)
O'* [2/N>x N72/ a,N -2 O'* [2/N* N—2/ a,N -2

que tem a mesma forma do poder para o delineamento cross-over 2x2.

Resultados existentes em tabelas e/ou pacotes estatisticos podem ser usados para encontrar N* e em

seguida o nimero de voluntarios requerido N = [N* + 2 (J-2)] / (J-1).

Esta aproximacdo transforma o, em o através da multiplicacdo do fator +/J —1. Quando o valor de

O, nio € pequeno, o pode estar fora dos valores utilizados nos resultados encontrados em tabelas

que abrange normalmente valores entre 0,05 e 0,30. Quando isto acontece, a aproximagdo N* a seguir,

pode ser utilizada.
Aproximacio N*

Esta aproximacgdo ignora a diferenca dos graus de liberdade entre um delineamento 2x2 e um
delineamento de ordem maior e substitui N* por N, ou seja, substitui v por N-2 na equagdo (2.62).

Embora introduzido formalmente em Qu (2003), este método sempre foi utilizado na pratica. Como
tan2>tev e E[ ;{1%,_2 /(N -2)]=E[ ,1’3 /v] =1 isto leva a uma probabilidade menor. Entdo o nimero

de voluntérios resultante ¢ uma aproximagdo conservadora. Intuitivamente, substituindo N* (>N) por
N para ignorar os graus de liberdade extras resultante da ordem maior que 2 temos uma perda de

informacao.

O ndmero de voluntérios é sempre superestimado em 2 ou 3 individuos por seqiiéncia. Com 4 ou mais

individuos por seqii€ncia a aproximacio funciona bem.
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2.5.2 Bioequivaléncia Populacional e Individual

Baseado em anélise assintdtica, Chow et al. (2003) obtiveram a seguinte férmula para o nimero de
voluntdrios para avaliagdo de bioequivaléncia populacional assumindo cross-over 2x2 balanceado

(ni=ny=n):

E(Zy0s +24)°
n:Lﬂ,onde

/12

o2 2 2 2 2
A=0"+0, — 0. —Opp, max{o,,0,},

e ., ¢ uma constante especificada pelo FDA,

5=(3,, = Vo + Vo1 + ¥ )/2.

£=26%0) +oy, +(1-a) 05 —2(1+ @) P’ 04,0 4y

2 _ 2 2 2
® 0, =0,+t0y tOyu;.

2 2 2 2 2 ~ e e . A2 2 AD 2
0,0,,,017,02,051,0, € P sdo os valores iniciais, a = Gpgp se O 20, ea=0se G <O .

O niimero de voluntirios para o método de bioequivaléncia individual é obtido através de métodos

interativos que podem ser obtidos em Chow et al. (2003).

2.6 Identificagdo e tratamento de ndo conformidades
2.6.1 Dados faltantes

Algumas vezes pode ocorrer perda de dados em estudos de bioequivaléncia, por exemplo, quando a
pessoa responsavel pela coleta da amostra sangiiinea de um voluntdrio ndo consegue coletar em
determinado tempo de coleta devido a problemas operacionais como perda da veia, ou ainda o material
pode ser perdido durante o armazenamento ou andlise em laboratério, por quebra de tubos ou

acondicionamento inadequado.

Quando isto ocorre € preciso utilizar ferramentas adequadas para analisar os dados para ndo

inviabilizar o estudo e ao mesmo tempo garantir qualidade dos resultados apresentados.

De acordo com o Manual de Boas Priticas em Biodisponibilidade/Bioequivaléncia (ANVISA,2002) a
curva de concentracdo sangiiinea deve ser obtida sem a interpolacdo do ponto faltante, o que ndo

compromete a obteng¢do das medidas farmacocinéticas como area sob a curva de zero ao dltimo tempo
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de coleta, e a drea sob a curva de zero a infinito. Por outro lado, a presenca de uma amostra faltante
préxima a concentragdo méxima pode vir a comprometer a realidade desta varidvel (C,,). De
qualquer forma, devem sempre ser considerados os valores que de fato foram quantificados, ndo

devendo existir nenhum tipo de procedimento para a estimacdo dos valores faltantes.

A Resolugdo N° 1170 (ANVISA, 2006) regulamenta que se deve justificar qualquer perda de amostra
e que ndo serd permitida a exclusdo de mais de 5% dos voluntérios que participaram do estudo até a
sua conclusdo ou a falta de mais de 10% dos valores das concentracdes sangiiineas do farmaco

provenientes da administragcdo de cada medicamento por voluntdrio.

Donner et al (2005) analisam o impacto de dados faltantes na curva de concentragdo versus tempo em
estudos de bioequivaléncia média com delineamento cross-over 2x2. Primeiro pesquisaram o nivel de
cobertura do intervalo bilateral de 90% de confianga 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. Os perfis incompletos apresentados em Doner et al (2005) sdo:

1. Aleatério: perda completamente aleatdria, isto €, que ocorre por razdes nao relacionadas a

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

2. Inicio: perda nos primeiros m pontos, t;, t, ..., t,;

3. Centro: perda nos pontos préximos ao 7, € nos (m — 1)/2 valores de ¢ imediatamente antes e

depois deste ponto;
4. Final: perda nos ultimos m pontos, #;, iy, -y tiem+l-

Em estudo de simulacdo Doner et al (2005) constataram que o impacto de dados faltantes no intervalo
com 90% de confianga pode ser problematico mesmo para poucos dados faltantes, principalmente se

0s pontos estiverem préximos ao final do cronograma de coleta.

2.6.2 Observagoes atipicas (Outliers)

De acordo com o Manual de Boas Préticas em Biodisponibilidade/Bioequivaléncia (ANVISA,2002)

existem basicamente trés possiveis tipos de outliers nos estudos de bioequivaléncia:

1. Valores inesperados na curva de concentracdo plasmatica versus tempo, para determinados tempos

de coleta.

Rodda (1986) indicou que este tipo de outilier normalmente tem um efeito pequeno sobre o cdlculo de

ASC.
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2. Valores extremamente altos ou baixos para determinada formulagdo (teste ou referéncia) em um

mesmo voluntario.

Significa que a distancia entre os valores da medida farmacocinética para o medicamento teste e o
medicamento referéncia de um determinado individuo é muito grande. Tem um grande impacto na
avaliacdo de bioequivaléncia média, pelo fato da média ser um estimador muito sensivel a presenga de

valores extremos.

3. Individuos incomuns que exibem biodisponibilidade muito inferior ou muito superior aos demais,
ou seja, uma diferenca muito grande para o comportamento da curva nas duas formulagGes,

implicando em valores diferenciados para todas as medidas farmacocinéticas avaliadas.

Este ultimo pode vir a anular a conclusio de bioequivaléncia do estudo. A constatacdo de
biodisponibilidades extremamente baixas, ou extremamente altas entre os voluntdrios, pode vir a

indicar que a variabilidade da resposta a alguma das formulacdes ndo € homogénea.

A regulacdo brasileira preconiza que no caso de voluntdrios que apresentem comportamento
discrepante nos pardmetros farmacocinéticos, em relacdo aos demais voluntdrios, sua exclusdo do
estudo devera ser justificada. Deverdo ser apresentados os resultados do estudo com e sem a inclusdo
de seus dados (Resolugéo N° 1170, ANVISA, 2006). Isso significa que a retirada do voluntdrio deve
ser muito bem avaliada. A evidéncia estatistica de que as medidas apresentadas s@o discrepantes nao é
argumento suficiente uma vez que essa discrepancia pode ser resultado de fracasso da formulagéo
testada e ndo um desvio de protocolo como resultado de erros laboratoriais, erros de transcri¢cdo, ou
outras causas ndo relacionadas a bioequivaléncia. Os estudos de bioequivaléncia média ndo sdo
desenhados para distinguir as diferencas dos produtos em cada individuo e sim para comparar as

médias das formulagdes (Patterson; Jones, 2006).

Existem diversos métodos para verificar a presenca de observagdes atipicas em um estudo de
bioequivaléncia. Um método gréfico utilizado € a plotagem dos valores da medida farmacocinética
(ASC ou C,,,) da formulagdo teste versus referéncia para cada individuo. Se apresentar um grande
desvio em relacdo a reta y = x o voluntdrio é provavelmente um outlier, ou as formulagdes testadas ndo

s@o bioequivalentes. Outro método visual bastante utilizado € o gréfico do tipo box-plot.

Chow; Liu (2000) apresentam outras técnicas para deteccdo de dados discrepantes em estudos de
bioequivaléncia: teste de distancia da verossimilhanga, teste da distdncia das estimativas e teste T* de
Hotelling. Ramsay, Elkum (2005) comparam os trés métodos apresentados acima e um quarto método
desenvolvido por Wang; Chow (2003). Os quatro testes sdo apresentados de forma resumida no

Quadro 2.5.



Quadro 2.5: Comparagao dos testes para detec¢do de observagdes atipicas apresentados em Ramsay; Elkum (2005)

A S
Referéncia

Condicao para ser

Teste Suposicoes Estatistica de teste
(ano) outlier
Distancia da Chow e Tse . LD,(0) =2[L(@) - L(6_)], onde O = (u,0,0> + fo?) e . ,
o Efeitos de periodo e formulagdo nulos. ’ LD, (6) > x; (@)
verossimilhanga | (1990) L(.) é a funcdo de verossimilhanca.
~ A A A A A EDl (é) > Z32 (a)
ED.(8) = £ 0- 0., )YE e - 6_,) , onde f é o nimero de
formulacdes e 37! ¢ 0 EMV da matriz de varincia V4 32 (@)éo
C A e Chow e Tse
Distancia das Efeitos de periodo e formulagdo nulos. % 0 (1-@)-ésimo percentil
estimativas (1990) n
26; C 2
=0 & O da distribui¢do J;
2
0 0 26, com 3 graus de
liberdade.
T =max(T}) > T,
2 _(=2D7 Dl (Y —Fy ANV TPy eTe| 72 oo
Nao hd efeito de periodo, estrutura de T, - (Ll_Dz) > onde LJ; =( i ) ( i JeYe T(a) é o (1-a)-ésimo
5 Liu e Wang L ) ) n i
T” de Hotelling covariancia esférica, existe apenas um percentil da
(1991) . A sdo0 a média amostral e a matriz da soma de quadrados e
outlier. ) distribuicio do
produtos cruzados obtidas de Y,...Y .
méximo de Ti2 .
ificaci istanci e,—e 1) (e, —¢l
Modificagdo do teste de distancia da Dt — nTln + ”Tzn ,onde T,, = ( ! ‘ ) ( t ‘ )
L . (e. —¢ l)t (e. —e.1) Baseado na soma de
Wang e Chow | verossimilhanga, em que /j representa o ZS 5 s s s
Mean-Shift Test . o duas distribui¢des
(2003) efeito que desloca a média no modelo 22
eT, ! Beta.

Yy =H+S, +F,+ 1,0, +e;

J

" Fonte de todas as referéncias: Ramsay; Elkum (2005).
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Detalhes sobre os métodos e o estudo realizado podem ser obtidos em Ramsay; Elkum (2005) que
concluiram, ap6s estudos de simulagdo, que o teste da distancia das estimativas para a deteccdo de
observagoes atipicas € notavelmente superior aos outros trés testes em estudos de bioequivaléncia

média com delineamento cross-over 2x2.

2.7 Exemplos

Nesta secdo serdo apresentados exemplos que ilustram a avaliacdo de bioequivaléncia média,

populacional e individual para delineamentos do tipo cross-over de ordem maior que 2x2.
Exemplo 1 — Avaliacao de bioequivaléncia média, populacional e individual.

Hauschke et al (2007) descrevem um estudo sobre anti-hipertensivos cujo delineamento foi um
cross-over com quatro periodos e duas seqiiéncias e que teve a participacdo de 37 voluntérios. O

delineamento e o nimero de voluntarios por seqiiéncia estdo indicados a seguir.

) ] Periodo
Seqiiéncia Numero de voluntérios
10 20 30 40
1 18 T R R T
2 19 R T T R

Serd ilustrada a aplicacdo do método baseado em momentos que é recomendado pelo FDA para

avaliacdo de bioequivaléncia populacional e individual, além da tradicional bioequivaléncia média.

A andlise foi feita na escala logaritmica e a Tabela 2.11 resume os resultados ja re-transformados
usando a fun¢@o exponencial. A conclusdo é que existe bioequivaléncia média em relagdo a ASC pois
o intervalo com 90% de confianga para a razdo das médias estd dentro do intervalo de bioequivaléncia
(0,80; 1,25). Ja em relagdo ao C,,,, o intervalo com 90% de confianca ndo estd completamente dentro
dos limites de bioequivaléncia pois o limite inferior do intervalo é menor que o limite de

bioequivaléncia 0,80.

Para avaliar bioequivaléncia populacional e individual temos apenas o limite superior, uma vez que, de
acordo com o critério linear, concluimos por bioequivaléncia populacional e individual se os
correspondentes limites superiores sdo menores que zero. Assim, para este conjunto de dados podemos
concluir que existe bioequivaléncia populacional para as duas medidas, pois o limite superior ¢ menor
que zero nos dois casos. Ja os limites superiores utilizados na avaliagdo de bioequivaléncia individual,

tanto para ASC quanto para C,,,, sdo maiores que zero. Portanto ndo podemos concluir que existe
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bioequivaléncia individual para as duas formulagdes. Isto provavelmente se deve a grande interacdo do

individuo com a formulagio (0'12, >0,15), constatada no conjunto de dados.

Tabela 2.11: Resultados da avaliac@o dos trés tipos de bioequivaléncia

Caracteristica Estimacdo  Limites de 90% de confianca  Conclusdo sobre

Bioequivaléncia
farmacocinética pontual Inferior Superior  bioequivaléncia
ASC 0,959 0,867 1,061 Sim
Média
Crnax 0,900 0,796 1,017 Nao
ASC -0,687 -0,271 Sim
Populacional
Crnax -0,997 -0,434 Sim
ASC -0,085 0,271 Nio
Individual
Crnax -0,199 0,407 Nio

Exemplo 2 - Comparacao do niimero de voluntarios necessarios para um delineamento

cross-over 2x4 e para o delineamento cross-over padriao 2x2

Chen et al. (1999) comparam o nuimero de voluntdrios necessdrios para o delineamento
cross-over 2x4 para avaliacdo de bioequivaléncia individual e o cross-over 2x2 na avaliacdo de
bioequivaléncia média. O delineamento cross-over 2x4 é o (TRTR/RTRT) e o delineamento cross-

over 2x2 é o (RT/TR). Variabilidade intra-individual é o desvio padrdo na escala logaritmica,

. L, . . e e . .. ind
assumindo Oy =0y, » CV é o coeficiente de variagdo intra-individual na escala original e 8. €

aproximadamente 2,5.

Foram considerados poder de 80% e 90% e nivel de significincia 5%. O ntimero de voluntérios foi
calculado para comparacio de duas formula¢des com diferenca entre as médias populacionais de 0,05.

As variabilidades intra-individuais foram consideradas as mesmas para as duas formulagdes e nao foi

. . ~ e ~ . . 2
considerada a interac@o do individuo com a formulagéo. Foi considerado o, = 0,04.

Os resultados foram resumidos em Chow; Liu (2000) e estdo na Tabela 2.12.

Como esperado, o nimero de voluntirios aumenta com o aumento da variabilidade intra-individual
tanto para avaliacdo de bioequivaléncia média quanto individual. O niimero de voluntdrios necessérios
para avaliacdo de bioequivaléncia média continua aumentando com o aumento da variabilidade

intra-individual. Por outro lado, o nimero de voluntarios para avaliagdo de bioequivaléncia individual
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atinge um limite quando a variabilidade intra-individual € 0,30. Isto ocorre provavelmente devido ao

A ind . ~ s R . o .
fato de ©@"° ser uma fungdo decrescente em relagdo a variabilidade intra-individual. O nimero de

mon
administragdes necessdrias para o delineamento cross-over 2x4 na avaliacdo de bioequivaléncia
individual € mais de duas vezes aquele necessdrio para o delineamento cross-over 2x2 na avaliag@o de
bioequivaléncia média quando o valor real da variabilidade intra-individual € menor ou igual a 0,30.
Entretanto, a avaliagdo de bioequivaléncia individual parece considerar um nimero menor de

voluntérios para formulagdes com variabilidade intra-individual maior que 0,30.

Tabela 2.12: Numero de voluntirios necessarios em bioequivaléncia individual e média para vérias

situacdes
Variabilidade . Bioequivaléncia  Bioequivaléncia

intra-individual v O Poder individual média

0,15 15 0,106 80% 12 12

90% 12 16

0,23 23 0,045 80% 24 24

90% 32 32

0,30 31 0,026 80% 32 40

90% 40 - 48 54
> 0,50 >53 < 0,0095 80% 36 > 108

90% 40 -48 144

Fonte: Chow, Liu (2000)

2.8 Casos reais

O Quadro 2.6 apresenta o resumo de alguns estudos reais de bioequivaléncia com delineamentos de
ordem maior que 2x2. Alguns deles serdo apresentados a seguir com informagdes ainda mais
detalhadas. Notamos que predomina a presenca de voluntarios do sexo masculino, o nimero de coletas
varia entre 11 e 20 e o intervalo de coleta tem limite superior variando de 10 a 72h devido a meia vida
variada das formulagdes estudadas. O intervalo entre os periodos (washout) quando informado, varia

de 6 dias a 2 semanas.
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Quadro 2.6: Informagdes sobre casos reais de estudos de bioequivaléncia média com delineamento
cross-over de ordem maior que 2x2

N° de coletas

Lansoprasole

Referéncia Formulacoes | Voluntarios | Cross-over . Washout Alguns resultados
(periodo)
Meyer et al 2 formulacdes ndio As formulagbdes teste e
2000 Methylphenidate 20 homens 4x4 13 (0 a 10h) informado rgferen.ma s30
bioequivalentes.
20 mg
- Para a formulagéo com
4 formulacGes . - . :
Dhawan et al liberacdo imediata Cmax
2006 Glipizide Smg 12 homens 4x4 11 (0 a 24h) 7 dias foi maior (p < 0,(35) que
para as formulagdes com
liberagdo estendia.
A média da ASC apds
administracdo oral das
- formulacdes Sporanox® e
4 formulagdes 4 homens e HPMC foram semelhantes
Six et al, 2005 4x4 14 (0a72h) | 2semanas | ., - ’
Ttraconazol 4 mulheres jé para as formulagdes
Eudragit E100 e Eudragit
E100-PVPVAG64 a medida
foi menor.
~ 24 As formulagdes liquidas de
4 formulacGes L. - N
Abdel-Rahman voluntarios nao nizatidina demonstram
4x4 20(0a24h) | . PN
et al, 2003 . (homens e informado | farmacocinética similar a
Nizatidina p
mulheres) da capsula.
Gerloff et al. 3 formulagdes Todos os voluntarios
1996 ’ 12 homens 2x3 20 (0 a 24h) 6 dias completaram o estudo;

nao houve dropouts.

Caso 1 — Comparagdo da formulagdo de Nizatidina em cdpsula com trés formulagdes liquidas

(Abdel-Rahman et al, 2003)

a) Formulagdes comparadas:

¢ Nizatidina oral 15-mg/mL (Lyne Laboratories Inc., Brockton, MA);

¢ Solugdo de nizatidina em suco de maca (1,2 mg/mL), preparada com o contetido da capsula de

150-mg de nizatidina (Axid Pulvule®) em 125 mL de suco de maga;

e Suspenc¢do de nizatidina em formulag@o infantil (15 mg/mL), preparada com o contetido da

cdpsula de 150-mg de nizatidina (Axid Pulvule®) em 10 mL de uma formulac¢do infantil
(Enfamil®)
e (Cdpsula de Axid® 150 mg.

b) Voluntirios: Vinte e quarto voluntarios adultos, homens e mulheres; idade: média = 31,2 anos e

desvio-padrao = 7,5 anos; peso: média = 71,1 kg e desvio-padrao = 11,8 kg).

¢) Delineamento: Cross-over 4x4.

d) Cronograma de coleta: Amostras foram obtidas nos tempos 0, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, 1,75, 2,

2,5,3,3,5,4,5,6,8, 10, 12, 16 e 24 horas apds a administracdo do medicamento.
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e) Washout: ndo informado.

f) Resultados: A nova formulacdo oral liquida de nizatidina demonstra uma farmacocinética similar
a da cdpsula. Isto podera expandir a utilidade deste medicamento para pacientes com dificuldade
de ingestdo de s6lidos. A Figura 2.2 apresenta a curva de concentracdes médias ao longo do tempo
(além da variagio de + 2 erros-padrdo em torno das concentragdes médias) para as trés

formulagdes liquidas comparadas a formula¢do em capsula.

a,
j —B—Nizatidina oral (15 mg/mL})
E —a— Nizatidina capsula {150 mg)
@
=
St
=3
]
n
e
-
[=
@
5]
o SMESTHMEL s SSS NS
L] 2 4 -] a 10 12
b.
1800
j ] —d—Nizatidinag suco de magé (1,2 mgim
E 1500 —s—MNizatidina capsula {150 mg)
- i
m -
1200 -
et ]
o ]
] a
It.:n 900 i
£ o
3 i
B 300
=3
o 0 — —
a 10 12
C.
— +— Nizatidina form. Infantil (15 mg/mL}
- _a Nizatidina capsula {150 mg)
E
[=1]
=
o
:g 800
5
- 600
S ]
o 300
o
O 0
0 2 4 ] 8 10 12
Tempo (h)

Figura 2.2 Curva de concentra¢des médias ao longo do tempo (+ 2 erros-padrdo em torno das
concentracdes médias) para as trés formulacdes liquidas comparadas a formulagdo em cédpsula.
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Caso 2 — Farmacocinética e biodisponibilidade absoluta de trés formulacdes de lansoprasole (Gerloff

et al, 1996).

a) Formulagdes comparadas:
e Lansoprasole oral 15 mg;
e Lansoprasole oral 30 mg;
e Lansoprasole injetavel 15 mg.

b) Voluntarios:

e Nio foi possivel realizar cdlculo do nimero de voluntdrios, pois ndo existiam dados
disponiveis sobre a farmacocinética do lansoprasole.

¢ 12 voluntirios sadios do sexo masculino, com idade entre 26 a 48 anos, peso entre 67 e 97 kg
e altura entre 162 e 187 cm.

e Todos os voluntirios completaram o estudo; ndo houve dropouts.

¢) Delineamento: Cross-over 2x3.

d) Cronograma de coleta: 0, 5, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90, 105 minutos e 0, 2, 3,4, 5,6, 8,12 ¢
24 horas apds o inicio da infusdo e na administragdo oral 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135,
150, 165 minutos e 0, 3, 3,5, 4, 5, 6, 8, 10, 12 e 24 horas ap6s a administragao.

e) Washout: 6 dias.

f) Resultados: A Figura 2.3 apresenta a curva de concentragcdes médias (além da variagdo -de + 2

erros-padrao em torno das concentragdes médias do lansoprasole para as trés formulagGes

estudadas.
1000,
] —=— 15mgiv
] —=— 15 mg oral
1 —e— 30 mg oral
= -
E 100
2 ]
o .
m -
&
g i
= =
o
=
S 10, .
] * v
i T
1 i 1 I I I I ¥ I T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12
Tempo (h)

Figura 2.3 Curva de concentra¢des médias ao longo do tempo (+ 2 erros-padrdo em torno das
concentracdes médias) do lansoprasole para as trés formulagoes estudadas.
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2.9 Pacotes Estatisticos

Existem alguns pacotes estatisticos especificos para a andlise de medidas farmacocinéticas e teste de
bioequivaléncia. Nesta seco € feita uma breve descricdo dos principais destacando suas caracteristicas

e limitagoes.

O pacote estatistico nQueryAdvisor® permite determinar o niimero de voluntdrios necessarios para
vdrios tipos de estudos, incluindo estudo de bioequivaléncia, fixado um poder ou ainda determinar o
poder do teste correspondente a um ntiimero de voluntdrios fixado. Sua limitagdo € que os calculos sdo

realizados apenas para um delineamento cross-over 2x2.

O EquivTest™ ¢ um pacote que fornece ao usudrio ferramentas para andlise de medidas
farmacocinéticas, tais como constru¢do da curva de concentragdo das respostas farmacocinéticas
versus tempo de coleta, cdlculo da drea sob a curva referida, interpolacdo de dados faltantes, entre
outras. Testes e intervalos de confianca para avaliar equivaléncia também podem ser obtidos. A
limitacdo deste pacote estatistico € que ndo realiza andlise para estudos de bioequivaléncia de ordem

maior que 2x2.

Para realizar estudos de bioequivaléncia com delineamento cross-over de ordem maior que
2x2, existe no mercado o pacote WinNonLin®. Com ele € possivel analisar estudos de
bioequivaléncia com delineamentos cross-over replicados segundo os métodos de
bioequivaléncia média, populacional e individual. Possui uma grande flexibilidade em relacao

a importagdo e exportagdo para outros pacotes estatisticos como SAS e SPLUS®.
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3 Comparacgdo dos Delineamentos

No intuito de comparar os delineamentos apresentados na Secdo 2.1.2 foram calculados o nimero de

voluntérios, o poder do teste e o nimero de medidas para cada delineamento.

Foram fixados a diferenca das médias populacionais das formulagdes, 8y = 0,00, 0,05 e 0,10, o
coeficiente de variagdo intra-individual, CV = 0,10 a 0,40, poder de 80% e nivel de significancia de
5%. A variabilidade intra-individual (¢,*) na escala logaritmica foi calculada através da

férmulag’*=1In(CV?* +1). Os graus de liberdade e a variancia dos estimadores sdo os apresentados no

Quadro 2.4, onde podemos verificar que em relagdo a variancia do estimador do efeito de formulacdo

(0) para comparagdo de duas formulagdes, temos, em ordem decrescente, os delineamentos:

cross-over 4x4,
cross-over 2x4,
cross-over 2x4 com carry-over,
cross-over 2X3,
cross-over 2X2,

cross-over 4x2,

A o e

cross-over 4X2 com carry-over.

Ja em relacdo aos graus de liberdade para comparagdo de duas formulacdes, temos, em ordem

decrescente, os delineamentos:

cross-over 2x2, cross-over 4x2 e cross-over 2x3,
cross-over 4X2 com carry-over e cross-over 2x4 com carry-over,

cross-over 2x4,

Ll e

cross-over 4x4.

Para os delineamentos cross-over 2x3 e 4x4 a presenca de efeito carry-over nao modifica o cilculo do
poder nem do nimero de voluntirios uma vez que o efeito de formulagdo e o efeito carry-over sio
independentes. Ja para os delineamentos cross-over 4x2 e 2x4 ndo ha independéncia, assim, € possivel
calcular o poder e o niimero de voluntarios de duas formas, com ou sem efeito carry-over. A diferenca

estd nos graus de liberdade e na variancia do estimador do efeito de formulagdo (). Além disso, para o
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delineamento cross-over 2x2 ndo existe um estimador ndo viciado para o efeito de formulagdo na

presenca do efeito carry-over (que serd denotado com o subscrito c).

Para comparacdo de trés e quatro formulagdes apresentamos os delineamentos de Williams cross-over
6x3 e 4x4 que denotaremos por 4x4(4F) para diferenciar do delineamento utilizado na comparacio de

duas formulacdes apenas.

3.1 Numero de voluntarios

Com o objetivo de verificar a qualidade das aproximagdes conservadora e nao conservadora e também
as aproximagdes através das distribui¢des t de Student central e Normal definidas na secdo 2.5.1,
apresentamos na Tabela 3.1 o ntimero total de voluntdrios (N) necessdrios em um estudo de
bioequivaléncia média realizado com delineamento cross-over 2x4 considerando, além do método
completo, as aproximagdes conservadora e ndo conservadora, assim como as distribui¢des t de Student
nao central, t de Student central e Normal. Foram fixados os valores para a diferenca das médias
populacionais das formulagdes (6,), coeficiente de variacdo intra-individual CV, nivel de significancia
de 5% e poder do teste que avalia a bioequivaléncia de 80%. O numero total de voluntarios (N) foi

dividido igualmente entre as seqiiéncias em todos os delineamentos.

Como esperado, 2 medida que 497 e a variabilidade aumentam, N também aumenta. Percebe-se que ha
. - , . . ] 2 3 . ~ ~

variagcdes entre os métodos: sistematicamente N° < N° < N’ (1 = aproximagdo ndo conservadora,

2 = método completo e 3 = aproximagdo conservadora), bem como entre as distribui¢des (Normal <

t de Student ndo central < t de Student central). Nota-se que quando 9;,: 0,00 a aproximagdo

conservadora produz melhores estimativas que a ndo conservadora, principalmente com o aumento da

variabilidade. Com o aumento de Hy a aproximacao ndo conservadora torna-se mais adequada.

Comparados com a distribui¢do t de Student ndo central, os cédlculos baseados na distribuicdo t de
Student central e na distribuicio Normal tendem a serem superestimados e subestimados,

respectivamente. Estas diferencas sdo de no maximo um voluntério por seqiiéncia.

Os resultados para os demais delineamentos demonstram o mesmo comportamento em relacdo as

aproximagdes e podem ser vistos nas tabelas que encontram-se no ANEXO A.
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Tabela 3.1: Ndmero total de voluntarios (N) obtido por meio de vérias aproximagdes para o cross-over
2x4 em funcdo da diferenca das médias populacionais (6,) e do coeficiente de variagdo (CV)
(nivel de significincia = 5% e poder = 80%)

Distribuicao
0, cv o * t nio central t central Normal

N | No | N [ N[ N[N | N[ N[ N

0,10 0,10 4 4 4 4 4 4 2 2 2

0,12 0,12 4 4 4 4 4 4 4 4 2

0,14 0,14 6 6 4 6 6 4 4 4 4

0,16 0,16 6 6 4 6 6 4 6 6 4

0,18 0,18 8 8 6 8 8 6 6 6 4

0,20 0,20 8 8 6 8 8 6 8 8 6

0,22 0,22 10 10 8 10 10 8 10 10 6

0.00 0,24 0,24 12 12 8 12 12 8 10 10 8
’ 0,26 0,26 12 12 10 12 12 10 12 12 10
0,28 0,27 14 14 10 14 14 10 14 14 10

0,30 0,29 16 16 12 16 16 12 16 16 12

0,32 0,31 18 18 14 18 18 14 18 18 14

0,34 0,33 20 20 16 20 20 16 20 20 14

0,36 0,35 22 22 16 22 22 16 22 22 16

0,38 0,37 24 24 18 24 24 18 24 24 18

0,40 0,39 28 28 20 28 28 20 26 26 20

0,10 0,10 4 4 4 4 4 4 4 4 4

0,12 0,12 6 4 4 6 4 4 6 4 4

0,14 0,14 8 6 6 8 6 6 6 6 6

0,16 0,16 8 6 6 8 8 6 8 6 6

0,18 0,18 10 8 8 10 8 8 10 8 8

0,20 0,20 12 10 10 12 10 10 12 10 10

0,22 0,22 16 12 12 16 12 12 14 12 10

0.05 0,24 0,24 18 14 14 18 14 14 18 12 12
’ 0,26 0,26 20 16 14 20 16 16 20 14 14
0,28 0,27 24 18 18 24 18 18 22 18 16

0,30 0,29 26 20 20 26 20 20 26 20 18
0,32 0,31 30 22 22 30 22 22 28 22 22
0,34 0,33 32 24 24 32 24 24 32 24 24
0,36 0,35 36 28 26 36 28 26 36 26 26

0,38 0,37 40 30 30 40 30 30 40 30 28
0,40 0,39 44 32 32 44 34 32 44 32 32

0,10 0,10 8 6 6 8 6 6 6 6 6

0,12 0,12 10 8 8 10 8 8 10 6 6

0,14 0,14 12 10 10 12 10 10 12 8 8
0,16 0,16 16 12 12 16 12 12 16 12 12
0,18 0,18 20 14 14 20 14 14 20 14 14
0,20 0,20 24 18 18 24 18 18 24 18 18
0,22 0,22 28 20 20 28 20 20 28 20 20
0.10 0,24 0,24 34 24 24 34 24 24 32 24 24
’ 0,26 0,26 38 28 28 38 28 28 38 28 28
0,28 0,27 44 32 32 44 32 32 44 32 32
0,30 0,29 50 36 36 50 36 36 50 36 36
0,32 0,31 56 42 42 56 42 42 56 40 40
0,34 0,33 64 46 46 64 46 46 62 46 46
0,36 0,35 70 52 52 70 52 52 70 50 50
0,38 0,37 78 56 56 78 56 56 78 56 56
0,40 0,39 86 62 62 86 62 62 84 62 62

1 - Aproximacio conservadora, 2 - Método completo, 3 - Aproximacdo ndo conservadora
0, = diferenga das médias populacionais das formulacoes

CV = coeficiente de variagdo intra-individual (escala original)

o, * = variabilidade intra-individual (escala logaritmica).
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A Tabela 3.2 apresenta a comparagdo do nimero total de voluntdrios (N) necessarios em um estudo de
bioequivaléncia média para vérios delineamentos considerando o método completo e a distribuicdo t
de Student nio central. O delineamento que exige maior nimero de voluntdrios para o poder fixo de
80% € o cross-over 4x2 que requer o dobro do nimero de voluntdrios do cross-over 2x2 e quatro
vezes o nimero de voluntdrios do 2x4 (6,=0,05 e CV=0,38). A diferenca existente entre o niimero de
voluntdrios para os diversos delineamentos aumenta com o aumento da variabilidade (CV). O

delineamento cross-over 4x4(4F) requer menos voluntdrios que o 2x2 e mais que o 6x3.

Os célculos feitos considerado a presenga de efeito carry-over levam sempre a niumeros de voluntérios
maiores em relag@o aos casos em que este efeito ndo € detectado. A diferenca pode ser nula (6,=0,00 e
CV<0,24), pequena em alguns casos (apenas 2 voluntdrios para o 2x4 quando 6,=0,00), mas pode
quase dobrar (cross-over 4x2, 6,=0,10). E importante ressaltar que o efeito residual s6 poderd ser
detectado apds a realizacdo do estudo. Se o estudo é bem planejado, com um periodo de eliminacdo
(washout) adequado, € provavel que este efeito seja nulo e portanto ndo seria necessario considera-lo
nos célculos, por outro lado, considerar uma possivel presenca de efeito carry-over pode ser uma

forma conservadora de conduzir o célculo do nimero de voluntarios.

A Figura 3.1 permite visualizar a diferenca do nimero de voluntarios necessarios para diversos valores
de CV (intra-individual) considerando que ndo hd efeito residual. Os resultados para o cross-over 4x2
foram omitidos por apresentarem valores muito acima dos demais. Os delineamentos que apresentam
o menor nimero de voluntérios total (N) sdo o 2x4 e 4x4, seguidos do 2x3. A diferenca do 2x4 em

relacdo ao 4x4 é de no maximo 4 voluntarios.

70
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0,14 0,16 0,18 0,20 0,22 0,24 0,26 0,28 0,30 0,32 0,34 036 0,38 0,40
cv

2x2 — =2x3 - - - 2x4 4x4

Figura 3.1: Numero total de voluntdrios (N) para vérios delineamentos em fun¢do do CV
(nivel de significncia = 5% e poder = 80%)
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Tabela 3.2: Numero total de voluntirios (N) para varios delineamentos em fungdo da diferenga das
médias populacionais (6,) e do coeficiente de variagdo (CV) (nivel de significincia = 5% e
poder = 80%)

Delineamento cross-over

&y CV  0Oer 2x2  4x2  4x2° 2x3 2x4  2x4°  4x4  6x3  6x3° 4x4(4F) 4x4(4F)°¢

0,10 0,10 6 12 16 4 4 4 8 12 12 8 8

0,12 0,12 8 16 24 6 4 4 8 12 12 8 8

0,14 0,14 10 20 32 8 6 6 8 12 12 8 8

0,16 0,16 12 24 40 8 6 6 8 12 12 12 12

0,18 0,18 14 28 48 10 8 8 8 12 18 12 12

0,20 0,20 16 32 56 12 8 8 8 18 18 16 16

0,22 0,22 18 36 68 14 10 10 12 18 18 16 20

0.00 024 024 22 44 80 16 12 12 12 18 24 20 20
’ 026 026 24 48 92 18 12 14 12 24 24 24 24
028 027 28 56 108 22 14 16 16 24 30 24 28

0,30 029 32 64 124 24 16 18 16 30 36 28 32

0,32 0,31 36 72 136 26 18 20 20 30 36 32 36

0,34 033 40 80 152 30 20 22 20 36 42 36 40

036 035 44 88 172 34 22 24 24 36 42 40 44

0,38 0,37 48 96 188 36 24 28 24 42 48 40 48

040 039 54 108 208 40 28 30 28 42 54 44 52

0,10 0,10 8 16 20 6 4 4 8 12 12 8 8

0,12 0,12 8 16 28 6 4 6 8 12 12 8 8

0,14 0,14 10 20 36 8 6 6 8 12 12 12 12

0,16 0,16 14 28 48 10 6 8 8 12 18 12 12

0,18 0,18 16 32 56 12 8 10 8 18 18 16 16

0,20 020 20 40 72 14 10 10 12 18 24 20 20

022 022 22 44 84 16 12 12 12 18 24 20 24

0.05 024 024 26 52 100 20 14 14 16 24 30 24 28
’ 026 026 30 60 116 22 16 16 16 24 30 28 32
028 027 34 68 132 26 18 20 20 30 36 32 36

0,30 0,29 40 80 148 30 20 22 20 30 42 36 40

032 031 44 88 168 32 22 24 24 36 42 40 44

0,34 033 48 96 188 36 24 28 24 42 48 44 48

036 035 54 108 212 40 28 30 28 42 54 48 56

0,38 0,37 60 120 232 44 30 32 32 48 60 52 60

040 039 66 132 256 48 32 36 32 54 66 56 64

0,10 0,10 10 20 36 8 6 6 8 12 12 12 12

0,12 0,12 14 28 52 10 8 8 8 12 18 16 16

0,14 0,14 18 36 68 14 10 10 12 18 24 16 20

0,16 0,16 24 48 84 18 12 12 12 24 24 24 24

0,18 0,18 28 56 108 22 14 16 16 24 30 28 28

0,20 020 34 68 132 26 18 20 20 30 36 32 36

022 022 40 80 156 30 20 22 20 36 42 36 40

0.10 024 024 48 96 188 36 24 26 24 42 48 44 48
’ 026 026 56 112 216 42 28 30 28 48 60 52 56
028 027 64 128 248 48 32 36 32 54 66 56 64

0,30 029 72 144 284 54 36 40 36 60 72 64 72

0,32 0,31 82 164 320 62 42 46 44 66 84 72 84

0,34 033 92 184 360 68 46 50 48 72 90 80 92
036 035 102 204 400 76 52 56 52 78 102 88 100
0,38 037 112 224 444 84 56 62 56 90 108 96 112
0,40 039 124 248 488 92 62 68 64 96 120 104 124

Subscrito ¢ significa presenca de efeito carry-over

0, = diferenga das médias populacionais das formulagdes
CV = coeficiente de varia¢do intra-individual (escala original)
o, * = variabilidade intra-individual (escala logaritmica).
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3.2 Poder do teste

A Tabela 3.3 apresenta o poder do teste utilizado para comparagdo de duas formulacdes para diversos
delineamentos. Apesar dos delineamentos de Williams, cross-over 6x3 e 4x4(4F), permitirem
comparar mais de duas formula¢des consideramos apenas o poder do teste para comparagdo das

formulagdes duas a duas. Foi fixado N = 24 e nivel de significancia de 5%.

Como esperado, o aumento na variabilidade (CV) diminui o poder. O pior resultado foi obtido
novamente para o cross-over 4x2. Além disso, para os delineamentos em que ocorre diferenca dos
célculos com e sem o efeito carry-over, o poder do teste é sempre menor quando os cdlculos sao feitos
considerando a presenca de efeito carry-over. Para o cross-over 2x4, por exemplo, se N = 24,
Oy =0,00 e CV= 0,30 o poder € 95,87, sem a presenca de efeito carry-over e 93,84 na presenca deste

efeito.

Na Figura 3.2 podemos visualizar a diferenca do poder do teste para os diversos delineamentos quando
ndo ha efeito carry-over para 8y = 0,00 e 8y = 0,05, respectivamente nos painéis (a) e (b). Em todos os

casos foram considerados N = 24 e nivel de significncia de 5%.

Considerando que ndo ha efeito carry-over, o poder do teste para os delineamentos cross-over 4x4 e
2x4 sdo os mais elevados, sempre acima de 0,80 para valores de CV acima de 0,24. O cross-over 2x2
apresenta os piores resultados depois do 4x2. O cross-over 2x3 apresenta um resultado intermedidrio.
Naio ha diferenca entre os dois valores de @y apresentados no painéis (a) e (b) em relacdo a ordem das
curvas. A diferenca é que, de maneira geral, ao aumentar o valor de #y ocorre uma diminui¢do do

poder.

Na Figura 3.3 temos a mesma comparacdo para delineamentos cross-over na presenca de efeito
residual. O delineamento cross-over 2x2 nao € apresentado por ndo possuir um estimador ndo viciado
para o efeito de formulac@o na presenca de efeito carry-over. Os demais delineamentos apresentam
resultados muito semelhantes aqueles apresentados sem o efeito, com a diferenca de que o poder é
menor para os delineamentos cross-over 4x2 e 2x4. Ja para os delineamentos cross-over 2x3 e 4x4 nédo

ha diferenga no célculo do poder.
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Tabela 3.3: Poder do teste para vdrios delineamentos cross-over em fungdo da diferenca das médias

populacionais (6,) e do coeficiente de varia¢do (CV) (N=24 e nivel de significancia = 5%)

Delineamento cross-over

G CV  o*  2x2  4x2  4x2°  2x3  2x4  2x4°  4xd  6x3  6x3° 4x4(4F) 4x4(4F)°
0,10 0,10 100,00 99,99 9846 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,12 0,12 100,00 99,72 91,97 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,14 0,14 99,98 98,06 79,53 100,00 100,00 100,00 100,00 99,99 99,88 99,99 99,97
0,16 0,16 99,78 93,53 63,63 99,99 100,00 100,00 100,00 99,83 99,15 99,85 99,67
0,18 0,18 98,91 8574 47,04 99,89 100,00 100,00 100,00 99,11 96,94 99,17 98,52
020 020 96,71 7546 31,46 9947 99,99 9996 99,99 97,19 92,63 97,34 95,82
022 022 92,78 6385 17,62 9834 9991 9981 9991 9363 8619 9390 91,23

000 | 024 024 8710 5193 565 9613 9966 9933 99,66 8836 7808 8875 8488

V1026 026 80,01 4040 0,00 92,65 99,03 9831 99,03 81,65 6894 8216 77,18
028 027 71,99 29,63 000 8795 97,82 9651 97,81 7392 5937 7454 68,67
030 029 6348 19,80 000 8223 9587 93,84 9587 6563 4982 6633 5981
032 031 54,86 1095 000 7575 93,13 9028 93,12 57,16 40,61 5791 50,96
034 033 4641 3,04 000 6882 89,62 8595 89,61 4879 31,91 4957 42,39
036 035 3830 000 000 61,67 8542 8098 8541 40,72 23,83 41,51 34,24
038 037 30,65 000 000 5452 8068 7555 80,67 3306 1639 3385 2661
040 039 2350 000 000 47,50 7555 69,82 7553 2588 958 2666 19,53
0,10 0,10 100,00 99,62 93,43 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 99,99 100,00 100,00
0,12 0,12 99,93 9748 8326 100,00 100,00 100,00 100,00 99,95 99,72 99,95 99,90
0,14 0,14 9942 9257 7036 99,94 100,00 100,00 100,00 99,52 98,39 99,55 99,21
0,16 0,16 97,76 8529 5623 99,59 99,99 9996 99,99 98,07 9527 98,16 97,21
0,18 0,18 94,58 7644 4198 9851 99,89 99,77 99,89 9515 90,36 9532 93,56
020 020 89,97 66,66 2847 9637 99,53 99,17 99,52 90,81 84,07 91,07 88,49
022 0022 8427 5644 16,16 93,15 98,67 9791 98,67 8536 7684 8571 8236

005 | 0:24 024 7780 4620 525 8898 9704 9587 9714 79,13 6901 7955 7551

71026 026 70,82 3626 0,00 84,10 9490 93,06 9490 7235 60,84 72,84 68,18
028 027 63,53 2685 000 7869 92,01 89,61 92,00 6524 5256 6579 60,60
030 029 56,10 18,12 000 7291 88,57 8563 88,56 5796 4437 5856 52,94
032 031 4870 10,10 000 66,89 84,70 8126 84,69 50,67 3644 5131 4535
034 033 4145 28 000 60,73 8050 7659 8049 4349 2887 44,16 37,98
036 035 3444 000 000 5454 7606 71,71 76,05 36,54 21,73 37,22 30,90
038 037 27,76 000 000 4840 7144 66,70 7142 2987 1505 30,56 24,19
040 039 2143 000 000 4238 66,70 61,61 66,68 2354 887 2424 17,88
0,10 0,10 99,37 9234 72,60 99,93 100,00 100,00 100,00 9948 9828 99,51 99,15
0,12 0,12 9648 82,14 5899 9920 9996 9991 9996 9690 9323 97,03 9572
0,14 0,14 90,65 71,16 48,03 96,67 99,59 9927 9958 9144 8527 91,69 89,29
0,16 0,16 82,98 6123 3867 91,98 9826 9735 9826 8403 7627 8437 81,19
0,18 0,18 74,82 52,78 29,84 8577 9553 9385 9552 76,00 67,59 7638 72,82
020 020 67,05 4548 21,09 7890 9146 89,05 9145 6826 5982 68,66 6502
022 022 60,05 3884 1248 72,07 8646 8348 8645 6124 5304 61,63 58,06

010 | 024 024 5387 3248 420 6567 81,00 7765 8099 5501 4705 5539 5194

71026 026 4836 2621 000 5985 7547 7192 7546 49,48 41,58 49,85 46,47
028 027 4334 1999 000 54,63 70,14 66,52 70,12 4446 3639 44,83 41,42
030 029 3860 13,88 000 4991 6512 61,53 6511 3975 31,33 40,13 36,62
032 031 3401 794 000 4557 6050 5698 6049 3523 2633 3562 31,94
034 033 29,50 225 000 41,51 5627 5283 5626 30,78 2136 31,20 27,31
036 035 2504 000 000 3762 5239 4900 5238 2639 1646 2683 22,72
038 037 20,61 000 000 3383 4880 4544 4879 2203 11,67 2249 18,18
040 039 1625 000 000 30,09 4544 4207 4543 17,73 7,02 1821 13,73

Subscrito c significa presenga de efeito carry-over

0, = diferenga das médias populacionais das formulacoes
CV = coeficiente de variagdo intra-individual (escala original)
o, * = variabilidade intra-individual (escala logaritmica).
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Figura 3.2: Poder do teste para vérios delineamentos na auséncia de efeito carry-over em funcdo do
CV (N =24 e nivel de significancia = 5%): (a) 6y = 0,00, (b) 8y = 0,05
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Figura 3.3: Poder do teste para vérios delineamentos na presenca de efeito carry-over em funcdo do
CV (N =24 e nivel de significancia = 5%): (a) 6y = 0,00, (b) 8y = 0,05
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3.3 Custo-Eficiéncia

A diminui¢do do nimero de voluntdrios nem sempre esta associada a uma reducfo de custos no estudo
de bioequivaléncia. Muitas vezes essa diminuicdo implica em aumento no nimero de periodos e
conseqilentemente aumento nos custos individuais com cada voluntdrio. Um dos motivos do aumento
do nimero de periodos e seqiiéncias é o aumento do nimero de medidas realizadas em cada voluntario

que resulta num aumento do custo total do estudo de bioequivaléncia média.

Apresentamos a seguir os resultados de um estudo comparando o nimero de medidas total em
diversos delineamentos considerando um total de 10 medidas por voluntdrio em cada periodo. Na
Tabela 3.4 notamos que o delineamento cross-over 2x2, em geral, possui 0 menor nimero de medidas.
Para 6y = 0,00, o delineamento cross-over 2x3 apresenta niimero de medidas iguais ao 2x2 para
CV=0,10 e 0,16. Ja para 6y > 0,05, o 2x4 é o que mais se aproxima do nimero de medidas do
cross-over 2x2 com medidas idénticas em muitos casos. O 2x3 também tem um ndmero de medidas
préximo, apesar de um pouco maiores, a diferenca entre as medidas do 2x2 e 2x2 vai de 0 a 160
medias para 6y = 0,00. O delineamento que apresenta o maior nimero de medidas em todos os casos é

o cross-over 4x2 seguido do 4x4(4F).

A Figura 3.4 mostra a diferenca entre o nimero de medidas para os diversos delineamentos, variando
os valores de CV (intra-individual), considerando que ndo ha efeito carry-over e fixando 9y = 0,05,

confirmando assim os resultados ja relatados.
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| 2x2 — -2x3 - - - 2x4 4x4 |

Figura 3.4: Nimero total de medidas para varios delineamentos em funcéo do CV
(10 medidas por voluntério em cada periodo, nivel de significancia = 5%, poder = 8% e 6y = 0,05)
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Tabela 3.4: Numero total de medidas para vérios delineamentos em funcio da diferenga das médias
populacionais (6,) e do coeficiente de varia¢do (CV) (10 medidas por voluntdrio em cada periodo, nivel
de significincia = 5% e poder = 80%)

Delineamento cross-over
Oy cvV o* 2x2 4x2  4x2°  2x3 2x4  2x4°  4x4 6x3  6x3° 4x4(4F) 4x4(4F)°

0,10 0,10 120 240 320 120 160 160 320 360 360 320 320
0,12 0,12 160 320 480 180 160 160 320 360 360 320 320
0,14 0,14 200 400 640 240 240 240 320 360 360 320 320
0,16 0,16 240 480 800 240 240 240 320 360 360 480 480
0,18 0,18 280 560 960 300 320 320 320 360 540 480 480
0,20 0,20 320 640 1120 360 320 320 320 540 540 640 640
022 022 360 720 1360 420 400 400 480 540 540 640 800
0.00 024 024 440 880 1600 480 480 480 480 540 720 800 800
’ 026 0,26 480 960 1840 540 480 560 480 720 720 960 960
028 0,27 560 1120 2160 660 560 640 640 720 900 960 1120
0,30 0,29 640 1280 2480 720 640 720 640 900 1080 1120 1280
0,32 0,31 720 1440 2720 780 720 800 800 900 1080 1280 1440
0,34 0,33 800 1600 3040 900 800 880 800 1080 1260 1440 1600
036 035 880 1760 3440 1020 880 960 960 1080 1260 1600 1760
0,38 0,37 960 1920 3760 1080 960 1120 960 1260 1440 1600 1920
0,40 0,39 1080 2160 4160 1200 1120 1200 1120 1260 1620 1760 2080
0,10 0,10 160 320 400 180 160 160 320 360 360 320 320
0,12 0,12 160 320 560 180 160 240 320 360 360 320 320
0,14 0,14 200 400 720 240 240 240 320 360 360 480 480
0,16 0,16 280 560 960 300 240 320 320 360 540 480 480
0,18 0,18 320 640 1120 360 320 400 320 540 540 640 640
0,20 0,20 400 800 1440 420 400 400 480 540 720 800 800
022 022 440 880 1680 480 480 480 480 540 720 800 960
0.05 024 024 520 1040 2000 600 560 560 640 720 900 960 1120
’ 026 0,26 600 1200 2320 660 640 640 640 720 900 1120 1280
028 0,27 680 1360 2640 780 720 800 800 900 1080 1280 1440
0,30 0,29 800 1600 2960 900 800 880 800 900 1260 1440 1600
032 031 880 1760 3360 960 880 960 960 1080 1260 1600 1760
034 033 960 1920 3760 1080 960 1120 960 1260 1440 1760 1920
0,36 0,35 1080 2160 4240 1200 1120 1200 1120 1260 1620 1920 2240
0,38 0,37 1200 2400 4640 1320 1200 1280 1280 1440 1800 2080 2400
0,40 0,39 1320 2640 5120 1440 1280 1440 1280 1620 1980 2240 2560
0,10 0,10 200 400 720 240 240 240 320 360 360 480 480
0,12 0,12 280 560 1040 300 320 320 320 360 540 640 640
0,14 0,14 360 720 1360 420 400 400 480 540 720 640 800
0,16 0,16 480 960 1680 540 480 480 480 720 720 960 960
0,18 0,18 560 1120 2160 660 560 640 640 720 900 1120 1120
0,20 0,20 680 1360 2640 780 720 800 800 900 1080 1280 1440
022 0,22 800 1600 3120 900 800 880 800 1080 1260 1440 1600
0.10 024 024 960 1920 3760 1080 960 1040 960 1260 1440 1760 1920
’ 026 0,26 1120 2240 4320 1260 1120 1200 1120 1440 1800 2080 2240
0,28 0,27 1280 2560 4960 1440 1280 1440 1280 1620 1980 2240 2560
0,30 0,29 1440 2880 5680 1620 1440 1600 1440 1800 2160 2560 2880
032 0,31 1640 3280 6400 1860 1680 1840 1760 1980 2520 2880 3360
0,34 0,33 1840 3680 7200 2040 1840 2000 1920 2160 2700 3200 3680
0,36 0,35 2040 4080 8000 2280 2080 2240 2080 2340 3060 3520 4000
0,38 0,37 2240 4480 8880 2520 2240 2480 2240 2700 3240 3840 4480
0,40 0,39 2480 4960 9760 2760 2480 2720 2560 2880 3600 4160 4960

Subscrito ¢ significa presenca de efeito carry-over

0, = diferenga das médias populacionais das formulacoes
CV = coeficiente de variacdo intra-individual (escala original)
o, * = variabilidade intra-individual (escala logaritmica).
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O ndmero de medidas ndo é o udnico fator responsdvel pelo aumento do custo no estudo de
bioequivaléncia. Uma questdo de importancia pratica é como selecionar o delineamento com melhor
custo-eficiéncia. Normalmente estima-se o nimero de voluntdrios para cada delineamento e entdo se
escolhe aquele com menor nimero de voluntarios assumindo que quanto menor o numero de
voluntérios, menor serd o custo. Como ja foi dito, esta pritica nem sempre é apropriada para escolher

o delineamento com melhor custo-eficiéncia.

Zhou et al (2006) apresentam uma fungdo geral de custo para verificar a relagdo custo-eficiéncia para

os seguintes delineamentos cross-over: 4x2, 2x3, 4x3, 2x4 e 4x4.

O custo de um estudo clinico inclui o custo de recrutamento e andlise (Cy), o custo associado com cada
periodo (C), ¢ = 1,..,P, além do custo normal de cada seqiiéncia (C; por seqiiéncia). Em estudo com N

voluntdrios, o custo total 7 para o delineamento com P periodos e S seqiiéncias pode ser escrito como,
P

T=NC,+N)Y.C,+C.S (3.1)
t=1

A funcdo custo (3.1) € muito geral no sentido que ndo coloca restricdes no custo do periodo. Na
realidade, as duas situacdes mais comuns sdo: (i) o custo de periodo € o mesmo para todos os
periodos; (ii) o custo de periodo aumenta lineamente a cada periodo. A equacdo a seguir inclui as duas

situacdes:
C=a+pt,=1,.P (3.2)

quando S=0, temos a situacdo (i), caso contrario, situacdo (ii).

Dada a relagdo (3.2), o custo total 7 passa a ser

P(P+1)

T:N{C0+Pa+ ,B}+CSS (3.3)

No estudo de Zhou et al (2006), foram abordados seis diferentes cenarios de custo:

Diferentes valores de f sem custo de seqiiéncia (C,=0);
Diferentes valores de # com custo de seqiiéncia (C#0);
Diferentes valores de Cy sem aumento de custo por periodo (£=0);
Diferentes valores de Cy com aumento de custo por periodo ($#0);

Diferentes valores de C; sem aumento de custo por periodo (£=0);

AN

Diferentes valores de C,; com aumento de custo por periodo (5#0).
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Os resultados da simulagdo de Monte Carlo mostraram que o delineamento com menor nimero de
voluntdrios pode ndo ser o que tem melhor custo-eficiéncia. O delineamento cross-over 4x2 tende a
precisar de um niimero de voluntdrios muito maior que os outros delineamentos, o que leva a um alto
custo. Ndo hd um tnico delineamento uniformemente dominante. Apesar disso, os delineamentos
cross-over 2x3 (especialmente) e 2x4 tém a melhor performance em termos de custo-eficiéncia. Eles

dominam os demais delineamentos na maioria dos casos.

3.4 Resumo do capitulo

No Capitulo 3 foram apresentados célculos do nimero total de voluntdrios (N), poder do teste e
numero total de medidas em fungdo do coeficiente de variacdo (CV) e diferenca entre as médias

populacionais ().

Algumas aproximacdes foram utilizadas nestes cdlculos e foi observado que para 9;,= 0,00 a

aproximacdo conservadora € mais adequada que a ndo conservadora, principalmente com o aumento

da variabilidade e para valores maiores de 6’}, ¢ preferivel utilizar a aproximacgo nao conservadora.

As distribui¢cdes Normal e t Student central se mostraram boas alternativas para o cdlculo do nimero
de voluntarios pois além de produzirem resultados bastante préximos aos da distribuicdo exata (t

Student ndo central) possuem férmulas para o célculo.

A Tabela 3.5 apresenta um resumo dos resultados deste capitulo em que foram omitidos os resultados

para o delineamento cross-over 4x2 por serem sempre inferiores aos demais.

Para o nimero de voluntdrios o cross-over 2x4 é o que apresenta melhores resultados, ja para o
nimero de medidas os melhores resultados sdo do 2x2. Para CV baixo as diferengas entre os
delineamentos € pequena e aumenta para valores altos de CV. Além disso, existe uma pequena

diferenca entre os resultados para 8y = 0,00 e 0,05.
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Tabela 3.5: Resumo dos resultados dos cdlculos de niimero total de voluntdrios (N), poder do teste e
nimero total de medidas em funcdo do coeficiente de variacdo (CV) e diferenca entre as médias

populacionais (6y)

Nimero total de voluntarios (N) (poder = 80%, nivel de significincia = 0,05)

cv - | | . [—_—
o 2x4 4x4 2x3 2x2
0,00 4a8 8 4al2 6al6
Baixo (0,10 a 0,20)
0,05 4al0 8al2 6ald 8a20
0,00 10a16 12a16 14 a24 18 a32
Médio (0,20 a 0,30)
0,05 12a20 12a20 16 a 30 22 a40
0,00 18a28 20a28 26 a 40 36a54
Alto (0,30 a 0,40)
0,05 22a32 24 a32 32a48 44 a 66
Poder do teste (N = 24, nivel de significancia = 0,05)
- | | ! e+
cv or 2x2 2x3 4x4 2x4
0,00 96,71 a 100,00 99,47 a 100,00 99,99 a 100,00 99,99 a 100,00
Baixo (0,10 a 0,20)
0,05 89,97 a 100,00 96,37 a 100,00 99,52 a 100,00 99,53 a 100,00
0,00 63,48 292,78 82,23 298,34 95,87a299,91 95,87a99091
Meédio (0,20 a 0,30)
0,05 56,10 a 84,27 72,91 293,15 88,56 298,67 88,57 a98,67
0,00 23,50 a 54,86 47,50 75,75 75,53a93,12  75,53a93,12
Alto (0,30 a 0,40)
0,05 21,43 a 48,70 42,38 a 66,89 66,68 a 84,69 66,70 a 84,70

Nimero de medidas (10 medidas por voluntario, poder = 80%, nivel de significincia = 0,05)

A | . e+
v oy 2x2 2x4 4x4 2x3

0,00 120 a 320 160 a 320 320 120 a 360
Baixo (0,10 a 0,20)

0,05 320 a 800 160 a 400 320 2 480 180 a 420

0,00 360 a 640 400 a 640 480 a 640 4202720
Médio (0,20 a 0,30)

0,05 440 a 800 480 a 800 480 a 800 480 2 900

0,00 720 a 1080 720 a 1120 800 a 1120 780 a 1200

Alto (0,30 a 0,40)
0,05 880 a 1320 880 a 1280 960 a 1280 960 a 1440
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4  Estudos de simulacdo

Estudos de simulacdo sdo muitas vezes utilizados em diversas dreas do conhecimento com o intuito de
simular situa¢des que podem ocorrer na prdtica e na estatistica isso ndo é diferente. Sdo tteis

especialmente quando a solu¢do analitica € dificil ou impossivel de ser obtida.

Neste capitulo serdo apresentados resultados de estudos de simulacdo que abordam questdes praticas,
como o efeito do uso de uma medida de variabilidade incorreta na estima¢do do nimero de
voluntérios, efeito do aumento da variabilidade na conclusdo de bioequivaléncia, presenca de

observagdes atipicas e suas conseqiiéncias, entre outras.

Além de verificar o percentual de conclusdo de bioequivaléncia nos estudos simulados, o objetivo é

comparar alguns delineamentos e verificar qual seria o mais adequado em cada caso.

Existem duas maneiras de simular estudos de bioequivaléncia média. Uma delas é simular diretamente
a medida farmacocinética, ASC ou C,,,, por exemplo, e a outra € gerar a curva de concentragcdo
individual. Como no primeiro caso as interpretagdes dos resultados ndo dependem da medida
farmacocinética (ASC e C,,,,), foi escolhido ASC. Para o segundo caso podemos verificar a conclusio
de bioequivaléncia para cada uma dessas medidas e inclusive verificar se a conclusio € a mesma para
as duas e ainda estudar as propriedades estatisticas, tal como a variabilidade. Esta dltima verificac@o é
interessante ja que a ANVISA determina que o estudo serd aprovado apenas se para as duas medidas

(ASC e C,,,) houver conclusio de bioequivaléncia.

Os programas foram desenvolvidos em linguagem de programacgdo C, sendo o nimero de repeti¢des

100.000 e sempre supondo bioequivaléncia entre as formulacdes.

4.1 Simulagdo da medida farmacocinética

A medida farmacocinética ASC foi gerada segundo uma distribui¢do log-normal com os seguintes
pardmetros: média (u* = 4,37), variacdo inter-individual (o,* = 0,20), variacdo intra-individual
(o.* = 0,19) e diferenca entre as médias populacionais (6, = 0,00), ou seja, supondo que as duas
formulagdes sejam bioequivalentes. Com relagdo ao numero total de voluntdrios foram considerados

aqueles que freqiientemente aparecem na pratica (N = 12, 16, 20, 24, 28, 32 e 36), sendo este total
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dividido igualmente entre as seqiiéncias. Para a avaliacdo de bioequivaléncia, foi construido o
intervalo de 90% de confianca para a diferenca das médias das formulagdes e foram feitos os calculos
para os dois testes de hipdteses unilaterais de Schuirmann com poder de 80% e nivel de significancia

de 5%. Foram considerados ainda auséncia de efeito de periodo, de formulag@o e carry-over.

Para comparar duas formulacGes, foram utilizados os delineamentos do tipo cross-over 2x2, 4x2, 2x3,
2x4 e 4x4, e para comparacdo de quatro formulagdes, o cross-over 4x4(4F). Para o dltimo serdo

considerados os valores para comparacdo das formulagdes duas a duas.
4.1.1 Conclusdo de bioequivaléncia

Em um estudo de bioequivaléncia média, ao comparar a posi¢do do intervalo de confianca em relagdo
ao intervalo de bioequivaléncia (0, 0s) seis situagdes podem ocorrer. A primeira € aquela em que o
intervalo de confianga estd completamente dentro dos limites de bioequivaléncia, e neste caso dizemos
que as duas formulagdes sdo bioequivalentes. Este é o resultado desejado quando se realiza um estudo
de bioequivaléncia média. Na segunda situagd@o, o limite superior do intervalo de confianga € maior
que o limite superior de bioequivaléncia enquanto que no terceiro caso, o limite inferior do intervalo
de confianca € menor que o limite inferior de bioequivaléncia. No quarto(quinto) caso, o intervalo de
confianga estd completamente acima(abaixo) do intervalo de bioequivaléncia. Estes dois casos sdo as
condi¢cdes mais extremas de ndo bioequivaléncia que devem realmente significar problema de
formulagdo e ndo na coleta de dados ou outro incidente. Finalmente no sexto caso o intervalo de

bioequivaléncia estd completamente dentro do intervalo de confiancga.

A Tabela 4.1 apresenta os percentuais de resultados declarados como bioequivalentes referentes aos
seis casos descritos acima para os delineamentos cross-over 2x2, 4x2, 2x3, 2x4, 4x4 e 4x4(4F) e para

varios numeros de voluntarios.

O pior resultado foi observado para o delineamento cross-over 4x2, em que seriam necessdrios mais

de 36 voluntdrios para atingir um percentual de bioequivaléncia de 80%.

Para o delineamento cross-over 2x2 com o¢,* = 0,19 e 80% de poder seria necessario um total de 14
voluntérios, nesse caso entre 69,89% e 86,81% dos estudos seriam considerados bioequivalentes, ou
seja, o intervalo de 90% de confianca construido estd totalmente dentro dos limites de bioequivaléncia.
Para o cross-over 2x3, com os mesmos parametros seriam necessarios 12 voluntarios e o percentual de
bioequivaléncia nesse caso seria 81,35%. Ja para o cross-over 2x4 seriam necessarios 8 voluntarios e o

percentual de bioequivaléncia seria 85,24%.

Os casos em que ndo se conclui bioequivaléncia estdo divididos em duas situagdes: limite superior do

intervalo construido estd acima do limite superior de bioequivaléncia e/ou estd abaixo do limite
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inferior de bioequivaléncia na maioria dos delineamentos. Apenas para os cross-over 4x2 e 4x4(4F)

ocorrem outras situacgdes.

Tabela 4.1: Percentuais de conclusio de bioequivaléncia para varios delineamentos em func¢do do
numero total de voluntarios (V)

Delineamento

cross-over N Poder ([ 1) an (D t1C) CHr )
12 70,76 69,89 15,01 15,03 0,00 0,00 0,06

16 87,59 86,81 6,57 6,62 0,00 0,00 0,00

20 94,95 94,55 2,74 2,72 0,00 0,00 0,00

2x2 24 98,01 97,77 1,10 1,13 0,00 0,00 0,00
28 99,24 99,10 0,47 0,43 0,00 0,00 0,00

32 99,72 99,69 0,15 0,16 0,00 0,00 0,00

36 99,90 99,89 0,05 0,06 0,00 0,00 0,00

12 4,22 15,05 27,95 27,64 0,02 0,03 29,31

16 34,56 20,70 31,04 31,07 0,01 0,00 17,18

20 55,94 29,86 31,11 30,79 0,00 0,00 8,24

4x2 24 70,76 40,74 27,91 27,97 0,00 0,00 3,38
28 80,84 52,25 23,41 23,40 0,00 0,00 0,94

32 87,59 62,92 18,35 18,51 0,00 0,00 0,22

36 92,04 72,25 13,83 13,89 0,00 0,00 0,04

12 88,80 81,34 9,29 9,37 0,00 0,00 0,00

16 96,67 93,20 3,37 3,43 0,00 0,00 0,00

20 99,06 97,59 1,17 1,24 0,00 0,00 0,00

2x3 24 99,75 99,18 0,39 0,43 0,00 0,00 0,00
28 99,93 99,71 0,14 0,15 0,00 0,00 0,00

32 99,98 99,92 0,04 0,04 0,00 0,00 0,00

36 100,00 99,97 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00

12 98,22 96,63 1,69 1,68 0,00 0,00 0,00

16 99,75 99,52 0,24 0,25 0,00 0,00 0,00

20 99,97 99,92 0,04 0,04 0,00 0,00 0,00

2x4 24 100,00 99,99 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00
28 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

32 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

36 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

12 98,21 99,75 0,12 0,12 0,00 0,00 0,00

16 99,75 99,99 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00

20 99,97 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

4x4 24 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
28 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

32 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

36 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

12 76,62 67,40 16,24 16,19 0,00 0,00 0,18

16 90,13 86,14 6,92 6,94 0,00 0,00 0,00

20 96,00 94,37 2,79 2,84 0,00 0,00 0,00

4x4(4F) 24 98,43 97,73 1,17 1,10 0,00 0,00 0,00
28 99,40 99,08 0,47 0,45 0,00 0,00 0,00

32 99,78 99,66 0,18 0,16 0,00 0,00 0,00

36 99,92 99,86 0,07 0,07 0,00 0,00 0,00

N = nimero total de voluntdrios; Intervalo de confianga ( ); Intervalo de bioequivaléncia [ ]
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Para a recomendacio da ANVISA de no minimo um total de 24 voluntdrios, o percentual de conclusdo
de bioequivaléncia estd acima de 90% para todos os delineamentos, exceto o cross-over 4x2 que

apresenta percentual de conclusdo de bioequivaléncia de apenas 40,74%.

A Figura 4.1 apresenta o aumento do percentual de bioequivaléncia com o aumento do nimero total de
voluntérios para os delineamentos 2x2, 2x3, 2x4 e 4x4. Os resultados para o delineamento 4x2 foram
omitimos por apresentarem valores muito inferiores aos dos demais delineamentos. Os delineamentos
4x4 e 2x4 sdo os que apresentaram o maior percentual de bioequivaléncia em todos os casos,

respectivamente. Em seguida aparecem o 2x3 e 2x2.

100

o
=]
I

Percentual de bioequivaléncia
3 xR
< <
| |

60
12 16 20 24 28 32 36

Nuamero total de voluntarios (N)

2x2 —-23 - - - 2x4 4x4 |

Figura 4.1: Percentuais de bioequivaléncia em fun¢do do nimero total de voluntarios (N)
para varios delineamentos

A Tabela 4.2 apresenta os percentuais de resultados declarados como bioequivalentes referentes aos
seis casos descritos acima para os delineamentos cross-over 2x2, 2x3 e 2x4 desta vez fixando o

nimero de medidas e ainda considerando um total de 10 medidas por voluntario em cada periodo.

A Figura 4.2 apresenta para os varios delineamentos o aumento do percentual de bioequivaléncia com
o aumento do ndmero total de medidas. O delineamento cross-over 2x2 apresentara o maior percentual
de conclusdo de bioequivaléncia, variando de 69,63 para 240 medidas até 100,00 para 1.000 medidas.
Ja 0 2x3 é o que apresenta os menores percentuais, variando de 52,35 para 240 medidas até 99,96 para

1.000 medidas.
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Tabela 4.2: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia para vérios delineamentos em funcdo do
nimero de medidas

Delineamento .
cross-over  Medidas () @) 1) Cder (O
240 69,63 15,24 15,07 0,00 0,00 0,06
320 86,82 6,70 6,48 0,00 0,00 0,00
400 94,62 2,71 2,67 0,00 0,00 0,00
480 97,91 1,03 1,06 0,00 0,00 0,00
2x2 560 99,10 0,45 0,45 0,00 0,00 0,00
640 99,69 0,14 0,17 0,00 0,00 0,00
720 99,88 0,06 0,06 0,00 0,00 0,00
800 99,95 0,03 0,02 0,00 0,00 0,00
1000 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
240 52,35 22,97 23,27 0,01 0,01 1,41
320 69,54 15,23 15,16 0,00 0,00 0,08
400 88,88 5,66 5,46 0,00 0,00 0,00
480 93,43 3,24 3,33 0,00 0,00 0,00
2x3 560 95,95 1,99 2,06 0,00 0,00 0,00
640 98,68 0,65 0,67 0,00 0,00 0,00
720 99,20 0,41 0,39 0,00 0,00 0,00
800 99,50 0,23 0,26 0,00 0,00 0,00
1000 99,96 0,02 0,02 0,00 0,00 0,00
240 56,07 19,87 20,34 0,00 0,00 3,73
320 79,84 9,98 10,05 0,00 0,00 0,13
400 91,57 4,22 421 0,00 0,00 0,00
480 96,59 1,70 1,70 0,00 0,00 0,00
2x4 560 98,68 0,65 0,67 0,00 0,00 0,00
640 99,54 0,22 0,24 0,00 0,00 0,00
720 99,81 0,10 0,10 0,00 0,00 0,00
800 99,94 0,02 0,04 0,00 0,00 0,00
1000 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Intervalo de confianca ( ); Intervalo de bioequivaléncia [ ]
100 -
£ 90 -
g
E
S 80 -
g
=
-
Té 70
§ —2x2
£ 60 - —-23
- - - 2xd4
50 ‘
240 320 400 480 640 720 800 1000
Nimero de medidas

Figura 4.2: Percentuais de bioequivaléncia para varios delineamentos

em funcdo do nimero de medidas
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A Tabela 4.3 mostra os resultados de um estudo para avaliar o efeito do aumento da variabilidade

intra-individual (c,*) no percentual de bioequivaléncia para diversos delineamentos.

Tabela 4.3: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia para vérios valores de o,* e vdarios
delineamentos em fun¢@o do niimero total de voluntérios (V)

Delineamento N c.*=0,19 o, *=0,24 c.*=0,29 o, *=0,34 c.*=0,39 c.*=0,44

12 69,89 38,09 17,18 6,99 2,72 1,05

16 86,81 60,60 34,00 15,84 6,43 2,43

20 94,55 76,24 51,08 28,44 13,11 5,28

2x2 24 97,77 85,83 65,15 42,56 23,28 10,63
28 99,10 91,68 75,25 54,40 34,06 17,85

32 99,69 95,24 82,61 64,09 44,45 26,54

36 99,89 91,37 87,90 71,99 53,58 35,76

12 15,05 6,88 3,35 1,73 0,93 0,53

16 20,70 7,96 3,19 1,32 0,59 0,28

20 29,86 10,71 3,67 1,31 0,51 0,21

4x2 24 40,74 15,44 5,09 1,58 0,52 0,19
28 52,25 21,65 7,08 2,09 0,64 0,19

32 62,92 29,38 10,01 2,90 0,79 0,24

36 72,25 38,40 14,04 4,06 1,06 0,27

12 81,34 55,88 31,95 15,76 7,33 3,33

16 93,20 76,52 53,51 31,90 16,50 7,73

20 97,59 87,86 70,23 49,14 29,80 15,66

2x3 24 99,18 93,97 81,37 63,35 44,05 27,06
28 99,71 917,07 88,17 73,58 55,86 38,15

32 99,92 98,57 92,92 81,44 65,65 48,95

36 99,97 99,29 95,68 86,92 73,66 58,05

12 95,80 79,17 55,15 33,16 21,86 9,32

16 99,36 92,76 76,59 55,79 41,06 20,50

20 99,89 97,64 88,37 72,33 58,30 35,62

2x4 24 99,99 99,23 94,47 83,25 71,33 50,02
28 100,00 99,78 97,38 90,11 80,70 62,26

32 100,00 99,93 98,84 94,24 87,00 71,68

36 100,00 99,98 99,47 96,66 91,28 78,72

12 99,75 97,74 92,08 83,06 71,93 60,64

16 99,99 99,70 97,98 93,92 87,75 79,94

20 100,00 99,94 99,47 97,81 94,52 89,52

4x4 24 100,00 99,99 99,86 99,20 97,46 94,41
28 100,00 100,00 99,96 99,67 98,80 96,96

32 100,00 100,00 99,99 99,91 99,48 98,38
36 100,00 100,00 100,00 99,96 99,76 99,16

12 67,40 36,66 17,08 7,45 3,25 1,44

16 86,14 59,74 33,37 15,80 6,87 2,79

20 94,37 76,02 51,09 28,70 13,52 5,60

Ax4(4F) 24 91,73 85,59 64,75 42,03 23,03 10,88
28 99,08 91,77 75,20 54,26 34,12 18,17

32 99,66 95,20 82,48 64,02 44,49 26,77

36 99,86 97,26 87,74 71,95 53,47 35,55
40 99,96 98,51 91,63 78,30 61,34 43,84

N = nlimero total de voluntdrios (poder = 80%, nivel de significancia = 5%, 6y = 0,00)
c* =019 & CV=0,19, 6, = 0,24 & CV = 0,24, 6,* = 0,29 « CV = 0,30, ¢,* = 0,34 «— CV = 0,35,
6,%=0,39 > CV=041,0,*=0,44 < CV=0,46
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Como ja era esperado, o aumento da variabilidade resulta numa diminuicdo do percentual de
bioequivaléncia para N fixo. Essa diminuicdo € maior para os delineamentos 2x2 e 2x3, sem
considerar o delineamento 4x2 que ndo apresenta bons resultados para nenhuma das variabilidades
estudadas, mesmo com 36 voluntarios e variabilidade baixa (c.* = 0,19) o percentual de conclusio de
bioequivaléncia € inferior a 80,00 (72,25). O delineamento 4x4 é o que apresenta os maiores

percentuais de bioequivaléncia em todos os casos, seguido do 2x4.

Considerando o,* = 0,34 e fixando o poder em 80%, seriam necessdrios 40 voluntdrios para o
delineamento cross-over 2x2, sendo que o percentual de bioequivaléncia encontrado para esse niimero
de voluntérios € 79,02% (omitido da tabela). Para o cross-over 2x3, com 0 mesmo pardmetro seriam
necessdrios 30 voluntdrios e o percentual de bioequivaléncia nesse caso estaria entre 73,58% e
81,44%. Ja para o cross-over 2x4 seriam necessdrios 20 voluntérios e o percentual de bioequivaléncia

seria 72,33%.

A Figura 4.3 mostra a diminui¢do no percentual de conclusdo de bioequivaléncia com o aumento da

variabilidade intra-individual considerando N = 24.
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Figura 4.3: Percentuais de bioequivaléncia para varios delineamentos em fun¢do da variabilidade
intra-individual (N = 24, nivel de significancia = 5%, 8y = 0,00)

Para o delineamento cross-over 2x2, o poder de 80% exigido seria atingido apenas para valores de g,*
abaixo de aproximadamente 0,25. Para formulagdes com alta variabilidade intra-individual
(CV > 30%) apenas os delineamentos 2x4 e 4x4 atingem poder acima de 80%. O cross-over 2x3
apresenta resultados melhores que o 2x2 mas inferiores aos do 2x4, possui percentual de conclusdo de

bioequivaléncia acima de 80,00 para variabilidade intra-individual inferior a 0,29, demonstrando que o
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aumento no nimero de periodos gera um aumento na conclusdo de bioequivaléncia. A diferenca no
percentual de conclusdo de bioequivaléncia entre o cross-over 2x2, que possui os menores percentuais
e 0 4x4 que apresenta os maiores percentuais € acentuada com o aumento da variabilidade, por

exemplo, para N = 24 a diferenca é 2,23 se ,* = 0,19, 34,71 se ,* = 0,29 e 74,18 se ¢,* = 0,29.

4.1.2 Presenca de observacdes atipicas

A presenca de observacles atipicas, em inglés outliers, € sempre uma questdo preocupante
principalmente quando ndo se sabe o que gerou essa atipicidade. Exceto no caso de ser um erro de
medida ou de digitacdo, que em geral pode ser corrigido, pode significar um comportamento diferente
do esperado para a maioria dos voluntdrios. Neste caso, pode estar ligado a algum problema do
produto ou ainda uma caracteristica inerente ao voluntdrio, mas que pode ser observada em um

paciente que for usar o medicamento.

Para verificar o efeito da presenga desse tipo de observacdo em estudos de bioequivaléncia média que
compara duas formulagdes (teste e referéncia) foi realizado um estudo de simulacdo. A observagdo
atipica foi gerada utilizando a técnica de deteccdo apresentada nos graficos do tipo box-plot em que
considera-se atipica a observacdo que se encontra a uma distancia maior ou igual a 1,5 vezes a

distancia inter-quartilica do primeiro ou terceiro quartil da distribuicio.

Nove situacdes sdo apresentadas: nenhuma observacio atipica, uma observacdo atipica na formulacdo
referéncia (1R), uma observacdo atipica na formulacdo teste (1T), uma observacdo atipica na
formulagdo referéncia e outra na teste (1R1T), duas observagdes atipicas na formulagido referéncia
(2R), duas observagdes atipicas na formulacgdo teste (2T), duas observacdo atipicas na formulagdo
referéncia e um na teste (2R1T), duas observacdo atipicas na formulagdo teste e um na referéncia

(1R2T), duas observacdes atipicas em cada formulagdo (2R2T).

Houve a preocupacio de gerar a observagdo atipica sempre num periodo que antecedesse um outro
com formulagdo diversa, ou seja, se o outlier foi gerado no primeiro periodo para a formulacdo

referéncia (R), no segundo periodo a observacgao seria para a formulacio teste (T), e vice-versa.

Os resultados da Tabela 4.4 indicam que para todos os delineamentos, o aumento no nimero de
observagoes atipicas gera uma diminui¢do no percentual de bioequivaléncia. Ndo ha diferenca se o
outlier aparece na formulagdo R ou na T. Fixando N = 24, a diminui¢do no percentual de
bioequivaléncia, aumentando o nimero de outiliers, varia de 3,72 a 21,55 no cross-over 2x2, 1,61 a
5,36 no 4x2, 1,67 a 12,59 no 2x3 e 0,03 a 0,31 no 2x4, ou seja, o 2x2 é o delineamento mais afetado

pela presenca de observagdes atipicas. No cross-over 4x4 nao hd diminuig@o.
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Tabela 4.4: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia na presenca de outliers utilizando o critério
do box-plot para vdrios delineamentos em fun¢do do nimero total de voluntarios ()

Delineamento Presenca de outliers*
cross-over Nenhum 1R IT 1RIT 2R 2T 2RIT 1R2T 2R2T

12 69,89 44,12 4443 26,84 26,13 2597 1532 1532 847
16 86,81 70,99 70,92 56,20 55,84 55,85 42,51 42,773 31,36
20 94,55 86,35 86,44 7697 7699 77,04 67,30 67,15 57,60
2x2 24 97,77 94,05 94,01 88,92 88,95 88,83 82,73 82,78 76,22
28 99,10 97,36 97,54 94,81 9498 9486 9140 9135 8743
32 99,69 98,98 99,03 97,77 97,84 97,84 96,08 96,07 93,74
36 99,89 99,62 99,64 99,10 99,09 99,15 98,21 9821 97,03

12 14,87 13,79 13,78 12,92 12,89 13,01 11,94 12,08 11,51
16 20,81 19,31 19,47 18,25 1847 1827 17,61 17,53 16,52
20 29,94 28,46 28,17 26,86 27,05 27,09 26,06 26,07 24,82
4x2 24 40,71 39,10 39,37 37,77 37,68 37,76 36,33 36,56 3535
28 52,27 50,51 50,55 49,06 49,03 48,88 47,58 47,79 46,29
32 62,88 61,27 61,26 59,58 59,61 59,79 58,30 58,03 57,14
36 72,29 70,70 70,67 6941 69,44 6931 68,18 68,05 66,78
12 81,27 58,15 58,15 3837 37,88 38,04 2348 2331 13,40
16 93,30 82,23 82,22 69,46 6949 69,17 56,30 56,80 44,08
20 97,65 93,06 93,06 86,74 86,83 86,86 79,28 79,28 71,13
2x3 24 99,19 97,52 97,40 94,71 94,77 94771 91,07 91,14 86,60
28 99,70 99,11 99,10 97,98 97,99 98,10 96,32 96,38 94,07
32 99,91 99,70 99,69 99,27 99,28 99,34 98,60 98,59 97,59
36 99,98 99,91 99,89 99,75 99,73 99,76 99,48 99,48 99,11
12 97,84 91,78 92,00 85,64 85,73 8579 78,73 7881 71,57
16 99,74 98,54 98,62 97,05 97,16 97,08 9495 9504 9242
20 99,96 99,78 99,78 99,51 99,48 99,52 99,02 99,01 98,30
2x4 24 99,99 99,96 99,96 9991 99,92 9991 99,83 99,84 99,68
28 100,00 100,00 99,99 99,99 99,99 99,99 99,98 99,97 99,96
32 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
36 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
12 99,75 99,33 99,44 98,81 98,38 98,79 97,56 97,81 96,23
16 99,99 99,97 99,97 99,93 99,90 99,94 99,79 99,82 99,69
20 100,00 100,00 100,00 99,99 99,99 100,00 99,99 99,99 99,97
4x4 24 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
28 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
32 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
36 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

N = numero total de voluntarios; *ndmero de outliers; R=Referéncia e T=Teste

A Figura 4.4 apresenta para diversos delineamentos, o percentual de diminui¢do (em comparagdo a
auséncia de outlier) no percentual de bioequivaléncia com o aumento do nimero de outliers para
N=12 e N=24, respectivamente. Quanto maior o nimero de observagdes atipicas, menor € o percentual
de conclusdo de bioequivaléncia. O cross-over 4x4 apresenta percentual de diminui¢do préximo de

zero nos dois casos. O 2x4 apresenta um baixo impacto no percentual de conclusdo de
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bioequivaléncia, tendo uma diminuicdo insignificante para N=24. J4 para N=12, o mesmo
delineamento apresenta uma diminui¢do um pouco maior, mas ainda baixa e neste caso proéxima a
diminuicdo sofrida pelo 4x2. O cross-over 2x2 é o mais afetado diante da presenca de observagdes

atipicas tanto para N=12 quanto para N=24.

@ ypop = 1

1R2T
2RI1T

Numero de outliers
[\®)
]

1T
1R
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Diminuicio no percentual de bioequivaléncia (%)
(b)
2R2T M 4xd
1R2T 2x4
. 2RIT 0O2x3
2
S 2T
D
<
£ 2R
£
3
Z 1RIT
1T
1R
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Diminuic¢io no percentual de bioequivaléncia (%)

Figura 4.4: Percentual de diminuicéo no percentual de bioequivaléncia com o aumento do nimero de
outliers para os delineamentos 2x2, 2x3, 2x4 e 4x4: (a) N=12 e (b) N=24



76

4.1.3 Incerteza na estimativa da variabilidade

Muitas vezes ndo € possivel encontrar na literatura o valor do CV do farmaco estudado para realizar o
célculo do nimero de voluntérios. Além disso, nem sempre € possivel realizar um estudo piloto para

obter essa informagdo, principalmente pelo tempo e gastos envolvidos.

Para avaliar o efeito da utilizacdo de um coeficiente de variacdo (CV) diferente do real no nimero de
voluntérios recrutados, foi calculado o nimero de voluntdrios total (), com nivel de significancia de
5%, poder do teste de 80% e 6y = 0,00 para os delineamentos cross-over 2x2, 4x2, 2x3, 2x4 e 4x4.
Além disso, foram considerados valores de CV entre 0,10 e 0,50. Para cada valor de CV tomado como
sendo o real, foram calculados quantos voluntérios seriam recrutados a menos (a mais) quando o valor

de CV usado é menor (maior) do que o verdadeiro valor.

A Tabela 4.5 apresenta os resultados para valores selecionados de CV (intra-individual). Foi observado
que ao utilizar um CV inferior ao real para os cdlculos do nimero de voluntérios o resultado do estudo
pode ser comprometido, uma vez que sera utilizado um nimero de voluntdrios menor que o necessario
diminuindo também o poder do teste utilizado. Por outro lado, a utilizagdo de um CV maior que o real
leva a um amento excessivo e desnecessdrio, portanto elevando o custo do estudo. Quando o CV
verdadeiro € 0,20 e o CV usado para o calculo do nimero de voluntarios é maior como 0,25, por
exemplo, o niimero de voluntdrios a mais € 14 2x2, 6 no 2x3 e 4 no 2x4. Quando o CV verdadeiro ¢
como 0,30 e o CV usado para o célculo do nimero de voluntarios € menor como 0,20, por exemplo, o

numero total de voluntarios a menos € 32 no 2x2, 6 no 2x3 e 4 no 2x4.

A Figura 4.5 mostram o aumento da razdo entre o nimero de voluntdrios calculado e o nimero de
voluntdrios necessdrios (calculado com o CV real) considerando CV real igual a 0,12 e 0,50,

respectivamente.

Quando CV real é 0,12 a razdo entre o nimero de voluntarios calculado e o nimero de voluntarios
necessarios (calculado com o CV real) aumenta de forma semelhante para os delineamentos 4x2, 2x3 e
2x4. Para o 2x2 esse aumento € mais rapido e para o 4x4 mais lento. O aumento da razdo € menor até
CV = 0,20 aumentando de forma mais acelerada a partir deste ponto. Para o delineamento 2x4 e
supondo que o CV real seja 0,12, se for utilizado o valor 0,20 para calcular o nimero de voluntarios
necessdrios, o dobro do nimero de voluntarios necessdrios para atingir o poder de 80% devera ser

recrutado, enquanto que para o cross-over 2x2 o aumento seria de 2,5 vezes.
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Tabela 4.5: Diferenca entre o niimero total de voluntarios (N) calculado quando o valor de CV € mal

especificado e o valor correto para varios delineamentos (poder = 80%)

Delineamento CVreal N CV utilizado no calculo do nimero de voluntarios
cross-over 0,12 0,15 0,18 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
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
252 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 48 74
0,40 104 -92 -86 -80 -74 -60 -42 -22 0 26 52
0,45 130 -118  -112 -106  -100 -86 -68 -48 -26 0 26
0,50 156 -144  -138 -132 -126  -112 -94 -74 -52 -26 0
0,12 16 0 4 12 16 32 48 68 92 116 144
0,15 20 -4 0 8 12 28 44 64 88 112 140
0,18 28 -12 -8 0 4 20 36 56 80 104 132
0,20 32 -16 -12 -4 0 16 32 52 76 100 128
4x2 0,25 48 -32 -28 -20 -16 0 16 36 60 84 112
0,30 64 -48 -44 -36 -32 -16 0 20 44 68 96
0,35 84 -68 -64 -56 -52 -36 -20 0 24 48 76
0,40 108  -92 -88 -80 -76 -60 -44 -24 0 24 52
0,45 132 -116  -112 -104  -100 -84 -68 -48 -24 0 28
0,50 160 -144  -140 -132  -128  -112 -96 -76 -52 -28 0
0,12 6 0 2 4 6 12 18 26 34 44 54
0,15 8 2 0 2 4 10 16 24 32 42 52
0,18 10 -4 -2 0 2 8 14 22 30 40 50
0,20 12 -6 -4 -2 0 6 12 20 28 38 48
%3 0,25 18 -12 -10 -8 -6 0 6 14 22 32 42
0,30 24 -18 -16 -14 -12 -6 0 8 16 26 36
0,35 32 -26 -24 -22 -20 -14 -8 0 8 18 28
0,40 40 -34 -32 -30 -28 -22 -16 -8 0 10 20
0,45 50 -44 -42 -40 -38 -32 -26 -18 -10 0 10
0,50 60 -54 -52 -50 -48 -42 -36 -28 -20 -10 0
0,12 4 0 2 4 4 8 12 18 24 30 36
0,15 6 -2 0 2 2 6 10 16 22 28 34
0,18 8 -4 -2 0 0 4 8 14 20 26 32
0,20 8 -4 -2 0 0 4 8 14 20 26 32
2% 0,25 12 -8 -6 -4 -4 0 4 10 16 22 28
0,30 16 -12 -10 -8 -8 -4 0 6 12 18 24
0,35 22 -18 -16 -14 -14 -10 -6 0 6 12 18
0,40 28 -24 -22 -20 -20 -16 -12 -6 0 6 12
0,45 34 -30 -28 -26 -26 -22 -18 -12 -6 0 6
0,50 40 -36 -34 -32 -32 -28 -24 -18 -12 -6 0
0,12 8 0 0 0 0 4 8 16 20 28 32
0,15 8 0 0 0 0 4 8 16 20 28 32
0,18 8 0 0 0 0 4 8 16 20 28 32
0,20 8 0 0 0 0 4 8 16 20 28 32
axd 0,25 12 -4 -4 -4 -4 0 4 12 16 24 28
0,30 16 -8 -8 -8 -8 -4 0 8 12 20 24
0,35 24 -16 -16 -16 -16 -12 -8 0 4 12 16
0,40 28 -20 -20 -20 -20 -16 -12 -4 0 8 12
0,45 36 -28 -28 -28 -28 -24 -20 -12 -8 0 4
0,50 40 -32 -32 -32 -32 -28 -24 -16 -12 -4 0
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Figura 4.5: Razao entre o nimero de voluntérios calculado e o nimero de voluntarios necessarios em
funcdo do CV utilizado no célculo: (a) CV real = 0,12; (b) CV real = 0,50

Em uma situag@o de alta variabilidade com CV real de 0,50, a razdo entre o niimero de voluntarios
calculado e o ndmero de voluntirios necessarios (calculado com o CV real) aumenta de forma
semelhante para todos os delineamentos. Se for utilizado CV = 0,20 para estimar o nimero de
voluntdrios quando o CV real € 0,50 o nimero de voluntérios serd aproximadamente 20% do nimero

de voluntarios que seria de fato necessdrio para obter o poder de 80%.

E possivel verificar a diminui¢do no percentual de bioequivaléncia quando CV usado nos cédlculos ndo
€ o CV real. Os delineamentos cross-over 2x2, 2x3 e 2x4 foram os utilizados nesta andlise em que foi

possivel verificar o impacto do aumento do nimero de periodos neste contexto.



79

A Tabela 4.6 mostra os percentuais de conclusdo de bioequivaléncia quando o valor de CV é mal
especificado para os delineamentos cross-over 2x2, 2x3 e 2x4, respectivamente. Quanto maior o valor
de CV, maior ¢ o percentual de conclusio de bioequivaléncia. Quando o CV verdadeiro € 0,12 e 0 CV
usado para o célculo do niimero de voluntdrios é maior como 0,15, por exemplo, o percentual de
conclusdo de bioequivaléncia aumenta em 14,09 pontos percentuais no cross-over 2x2, 15,79 no 2x3 e
25,49 no 2x4. Quando o CV verdadeiro € alto como 0,50, por exemplo, e o CV usado para o célculo do
nimero de voluntérios € menor como 0,45, por exemplo, o percentual de conclusdo de bioequivaléncia

diminui em 10,08 pontos percentuais no cross-over 2x2, 10,38 no 2x3 e 7,17 no 2x4.

A Figura 4.6 apresenta o aumento dos percentuais de conclusdo de bioequivaléncia com o aumento do
CV utilizado no cédlculo do nimero de voluntérios para os delineamentos cross-over 2x2, 2x3 e 2x4
com o aumento do coeficiente de variacdo (CV). Para os trés casos apresentados (CV = 0,12, 0,20 e
0,50), o cross-over 2x4 € o que apresenta maior percentual de bioequivaléncia, apesar da diferenca

para os outros delineamentos ser pequena.

Tabela 4.6: Percentuais de bioequivaléncia quando o valor de CV € mal especificado (poder = 80%)

Delineamento CV N CV utilizado no cdlculo do ndmero de voluntarios

cross-over  real 0,12 0,15 0,18 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50

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 83,80 94,40 98,07 99,84 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,18 24 32,05 62,41 81,94 90,78 98,54 99,85 100,00 100,00 100,00 100,00
020 30 19,56 48,92 70,39 82,41 95,88 99,46 99,92 100,00 100,00 100,00
025 44 6,08 19,73 3991 56,25 81,80 94,02 9831 99,61 99,93 99,99

22 030 62 1,73 576 16,10 30,91 59,55 81,02 91,85 97,25 99,30 99,72
035 82 056 147 489 11,67 37,54 6348 79,78 90,55 96,11 98,72
0,40 104 0,19 043 1,23 422 2024 46,05 6509 80,24 89,73 94,66
045 130 0,07 0,14 031 094 782 2922 50,60 67,35 8091 8894
0,50 156 0,03 0,02 007 020 258 16,68 37,15 5442 69,48 79,50
0,12 6 7550 91,29 96,96 98,95 99,95 99,99 100,00 100,00 100,00 100,00
0,15 8 54,83 77,45 89,36 94,84 99,47 99,95 100,00 100,00 100,00 100,00
0,18 10 36,92 59,48 75,79 8598 97,43 99,61 99,96 100,00 100,00 100,00
020 12 27,96 47,54 65,09 77,61 94,60 98,81 99,84 99,99 100,00 100,00

%3 025 18 13,94 2496 3886 52,65 8093 92,61 98,12 99,54 99,92 99,99
030 24 742 12,22 20,39 30,64 61,18 80,05 92,23 97,03 99,24 99,80
035 32 403 633 10,03 1587 4098 63,22 81,45 90,90 96,51 98,68
040 40 241 321 503 785 2456 4588 67,54 80,85 90,61 9549
045 50 1,52 1,82 264 388 13,33 30,15 52,73 69,08 82,08 89,81
050 60 096 1,03 1,37 19 690 17,92 38,01 56,17 71,776 82,14
0,12 4 72,44 97,93 99,86 99,88 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,15 6 53,45 89,08 97,95 97,91 99,94 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,18 8 3827 74,59 91,25 91,28 99,13 99,90 100,00 100,00 100,00 100,00
020 8 31,04 63,40 84,29 84,02 97,44 99,65 99,98 100,00 100,00 100,00

2xd 025 12 19,14 39,81 61,51 61,47 86,92 9580 99,26 99,90 99,98 100,00

030 16 12,27 24,18 40,77 40,55 70,00 86,00 95,81 98,78 99,64 99,90
035 22 848 14,85 2558 2538 52,04 72,05 87,98 9500 97,99 99,18
040 28 6,06 941 1581 16,08 36,36 5698 76,98 88,19 94,04 97,06
045 34 445 625 10,02 981 2405 42,59 6517 7920 87,75 92,69
0,50 40 343 417 632 632 1593 30,85 53,03 6890 79,78 86,95
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Figura 4.6: Percentuais de bioequivaléncia quando o valor de CV € mal especificado para os
delineamentos cross-over 2x2, 2x3 e 2x4: (a) CVreal = 0,12; (b) CV real = 0,20; CV real = 0,50
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4.1.4 Desisténcias

Um ponto fraco dos delineamentos cross-over replicados € que o aumento no nimero de periodos
pode levar a um aumento no nimero de participantes que desistem (dropouts), podendo comprometer

o sucesso do estudo.

Para verificar o impacto dessas desisténcias no decorrer de um estudo de bioequivaléncia foram
simuladas algumas situacdes e verificado o percentual de conclusdo de bioequivaléncia. Os pardmetros
utilizados foram os mesmos usados nas simulacdes anteriores: nivel de significancia de 5%, poder do
teste de 80%, média (u* = 4,37), variacdo inter-individual (o* = 0,20), variacdo
intra-individual (o,* = 0,19) e diferenca entre as médias populacionais (6, = 0,00) e os delineamentos

cross-over 2X2, 2x3 e 2x4.

Para simular o nimero de desisténcias foi utilizada a distribuicdo binomial com #»; participantes no
inicio do estudo na seqiiéncia k e probabilidade de desisténcia no j-ésimo periodo, p;. A Figura 4.7

mostra o esquema usado na simula¢do para o delineamento cross-over 2x3.

| 1perioda | Desisténcias | | Pperiods | | Desitmeias | | 3periods

ﬂ ny —+  x= binowial (wy, p) —* my-X —* 1= binondal {w,-x,p;) —* My-X-3

ﬂ It (.. 2 y- —» 1 = hinonsied (t,85) —> gy
Fimo i N = fir ) o M o ]

Figura 4.7: Esquema usado na simulag@o das desisténcias para o delineamento cross-over 2x3

As Tabela 4.7 a 4.9 apresentam os resultados respectivamente para os delineamentos cross-over 2x2,
2x3 e 2x4. Foram consideradas diversas combinagdes de percentual de desisténcia para os periodos,
sempre considerando que a probabilidade de desisténcia em um periodo é no minimo igual a
probabilidade de desisténcias no periodo anterior. Além disso, ndo foram consideradas desisténcias no
primeiro periodo uma vez que nesse caso o voluntario pode ser substituido a tempo, descaracterizando

perda de informagao.

Para o delineamento cross-over 2x2, o nimero de desisténcias é sempre menor que nos demais pois s6
um periodo deve ser considerado para ocorréncia do evento. Além disso, o impacto dessas desisténcias
é pequeno e ndo compromete o poder do estudo. Ja para o cross-over 2x3 ha uma perda de poder
considerdvel para os casos em que N € menor que 13, pois a perda de apenas dois voluntdrios pode
fazer com que o percentual de bioequivaléncia fique abaixo de 80%. O delineamento cross-over 2x4 ¢

0 que apresenta o maior nimero de desisténcias.
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Tabela 4.7: Percentual de bioequivaléncia e nimero total de voluntarios segundo a probabilidade de
desisténcia para o cross-over 2x2 (nivel de significancia = 5%, poder = 80%, 6, = 0,00 e o.* = 0,19)

Probabilidade de
desisténcia Nli{n.ero .d? . Desisténcias Nl/irpero de PerceptuaAl de.
2° periodo (p») voluntdrios inicial voluntdrios restantes bioequivaléncia
12 0 12 69,89
16 0 16 86,81
20 0 20 94,55
0,00 24 0 24 97,77
28 0 28 99,10
32 0 32 99,69
36 0 36 99,89
12 0 12 69,89
16 0 16 86,81
20 2 18 91,10
0,01 24 0 24 97,77
28 0 28 99,10
32 2 30 99,48
36 0 36 99,89
12 0 12 69,89
16 0 16 86,81
20 2 18 91,10
0,02 24 0 2 97,77
28 2 26 98,60
32 6 26 98,55
36 2 34 99,79
12 0 12 69,89
16 2 14 78,73
20 4 16 84,02
0,03 24 0 2 97,77
28 2 26 98,60
32 6 26 98,55
36 2 34 99,79
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Tabela 4.8: Percentual de bioequivaléncia e nimero total de voluntarios segundo a probabilidade de
desisténcia para o cross-over 2x3 (nivel de significincia = 5%, poder = 80%, 8, = 0,00 e ¢,* = 0,19)

Probabilidade de desisténcia Nudmero de Nudmero de P 1d
o o voluntdrios ~ Desisténcias  voluntarios . erceptuaA ¢
2" periodo (p)  3° perfodo (ps) inicial restantes bioequivaléncia

12 0 12 81,34

16 0 16 93,20

20 0 20 97,59

0,00 0,00 24 0 24 99,18
28 0 28 99,71

32 0 32 99,92

36 0 36 99,97

12 2 10 67,27

16 0 16 93,20

20 2 18 95,66

0,01 24 4 20 97,59
28 6 22 98,58

32 2 30 99,81

36 2 34 99,95

12 2 10 67,27

16 0 16 93,20

20 2 18 95,66

0,01 0,02 24 4 20 97,59
28 8 20 97,12

32 10 22 97,89

36 2 34 99,95

12 2 10 67,27

16 0 16 93,20

20 4 16 93,20

0,03 24 10 14 87,93
28 10 18 95,69

32 10 22 98,60

36 4 32 99,90

12 2 10 67,27

16 0 16 93,20

20 2 18 95,66

0,02 24 4 20 97,59
28 8 20 97,12

32 10 22 97,89

0,02 36 2 34 99,95
12 2 10 67,27

16 0 16 93,20

20 4 16 93,20

0,03 24 10 14 87,93
28 10 18 95,69

32 10 22 98,60

36 4 32 99,90

12 2 10 67,27

16 0 16 93,20

20 4 16 93,20

0,03 0,03 24 10 14 87,93
28 12 16 93,20

32 12 20 94,83

36 6 30 99,81
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Tabela 4.9: Percentual de bioequivaléncia e nimero total de voluntdrios segundo a probabilidade de
desisténcia para o cross-over 2x4 (nivel de significancia = 5%, poder = 80%, 6, = 0,00 e o.* = 0,19)

Probabilidade de desisténcia Nlimer,o.de o Nlimer/o.de Percentual de
2°perfodo  3° perfodo  4° perfodo Vo!uptgrlos Desisténcias voluntdrios bicequivaléncia
(»>) (p3) (ps) inicial restantes

12 2 10 90,38

16 2 14 98,54

20 0 20 99,92

0,01 24 8 16 99,21

28 4 24 99,99

32 2 30 100,00

36 4 32 100,00

12 2 10 90,38

16 2 14 98,54

20 0 20 99,92

0,01 0,02 24 10 14 98,50
28 2 26 100,00

32 2 30 100,00

36 4 32 100,00

12 2 10 90,38

16 2 14 98,54

20 0 20 99,92

0,03 24 12 12 96,63

28 2 26 100,00
32 4 28 100,00
0.01 36 4 32 100,00
12 2 10 90,38

16 2 14 98,54

20 4 16 99,52

0,02 24 8 16 99,52

28 3 20 99,69
32 4 28 100,00
0.02 36 4 32 100,00
12 2 10 90,38

16 2 14 98,54

20 4 16 99,52

0,03 24 8 16 99,52

28 8 20 99,69
32 6 26 100,00
36 10 26 100,00

12 2 10 90,38

16 4 12 94,46

20 6 14 98,50

0,03 0,03 24 14 10 71,36
28 6 22 99,97
32 2 30 100,00

36 6 30 100,00
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4.2 Simulagdo da curva de concentragdo individual

Para que duas formulacdes sejam declaradas bioequivalentes, a ANVISA exige que esta declarag@o
ocorra tanto para ASC quanto para C,,. Da forma como foram feitas as simulagdes nas segdes
anteriores nao era possivel verificar se havia alguma divergéncia de resultados para as duas medidas,
assim foi simulada agora a curva de concentracdo individual de cada individuo e a partir dela foram

calculadas as medidas farmacocinéticas.

A curva de concentracgdo versus tempo € dada por:

DK
C(t)=—”[er’ —eK“'], 4.1
Vd(K,-K,)
onde D € a dose administrada, Ka a constante de absorcdo, Ke a constante de eliminacdo e Vd o

volume de distribuicio.

Assumindo o total de m tempos de coletas t;, ,, . . ., t,, a estimacdo para ASCt usando a regra dos

trapezoides € dada por:

c|C, _, +C,
ASC, = Z{— 5 }(t,- ~1,,) 4.2)
i=1
Inicialmente foram fixados os seguintes 17 tempos de coletas (em horas): 0, 0,5, 1, 1,33, 1,67, 2, 2,5,
3,3,5,4,45,5, 6, 8, 10, 12, 16. Através de simulacdes de Monte Carlo, foram calculados os valores
referentes a cada tempo para a construgdo da curva de concentragdo plasmdtica segundo uma

distribui¢do log-normal, com nimero de total de voluntdrios por grupo de N = 16, 20, 24 e 28.

Os valores para Ka e Ke foram obtidos através de duas distribui¢des log-normais, cada um com um
valor especifico para a média e o desvio-padrio de cada seqiiéncia do estudo. E razodvel assumir que
D e Vd sdo constantes, ja que os estudos de bioequivaléncia sdo conduzidos em voluntarios sadios,
assim fixamos os valores 400 mg e 10 litros para D e Vd, respectivamente. Os parametros utilizados

nas simulacdes sdo apresentados na Tabela 4.9.

Em seguida foi utilizado o procedimento de teste de Schiurmann e o intervalo com 90% de confianca

para avaliar bioequivaléncia média.

As Tabelas com os percentuais de bioequivaléncia para os 27 casos da Tabela 4.10 para os

delineamentos cross-over 2x2, 4x2, 2x3, 2x4 e 4x4, sdo apresentadas no ANEXO B.
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Tabela 4.10: Parametros considerados na simulagdo para a constante de eliminagdo (Ke) e constante de
absorcdo (Ka)

Ke =0,05 Ke =0,07 Ke =0,09
Caso KaR KaT Caso KaR KaT Caso KaR KaT
1 0,60 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
3 0,60 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 0,80 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 0,80 0,70 18 0,80 0,70 27 0,80 0,70

R: formulagio referéncia, T: formulacio teste

A Figura 4.8 apresenta os percentuais de conclusao de bioequivaléncia para Cy,, € ASC; para
seis casos selecionados. Quanto mais préximos os valores de KaR e KaT maiores os percentuais
de conclusdo de bioequivaléncia e mais proximos os resultados para as duas medidas. Além disso,
quanto maior o valor de Ke menores sdo os percentuais de conclusdo de bioequivaléncia e mais
discrepantes sdo os resultados para C,,qx € ASC;. Os piores resultados foram observados no caso 25
(KaR=0,80, KaT=0,50 e Ke=0,09) que estd no grupo com maior Ke e possui os valores mais extremos

de KaR e KaT dentre os apresentados.

Os percentuais de conclusio de bioequivaléncia para C,,,, sdo menores que para ASC,, na maioria dos

casos, o que nos leva a questionar a qualidade da medida C,,, para avaliar a velocidade de absorc¢ao.

Em todos os casos o cross-over 4x2 apresenta os menores percentuais de conclusdo de bioequivaléncia
tanto para C,,, quanto para ASC,. Os delineamentos 2x4 e 4x4 apresentam os maiores percentuais de

conclusdo de bioequivaléncia em todos os casos, além de apresentarem as menores diferencas entre

Cnax € ASC,,
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Figura 4.8: Percentuais de conclusdo de bioequivaléncia para C,,,, € ASC; para 6 casos selecionados

4.3 Resumo do capitulo

O Quadro 4.1 apresenta um resumo das andlises abordadas no Capitulo 4. Sdo apresentados os

resultados referentes ao percentual de conclusdo de bioequivaléncia, presenca de observacgdes atipicas,

incerteza na estimativa de

cross-over 2x2, 2x3, 2x4 e 4x4.

variabilidade

e desisténcias,

para

os delineamentos



Quadro 4.1: Resumo dos resultados obtidos através das simulagdes para os delineamentos cross-over 2x2, 2x3, 2x4 e 4x4.
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Analise

Delineamento cross-over

2x2

2x3

2x4

4x4

Percentual de
Conclusao de
Bioequivaléncia

Alto percentual para

CV < 20% ou para CV entre
20% e 30% com numero de
voluntérios acima de 24.
Para CV > 30 nao possui
bons resultados.

Alto percentual para

CV < 25% ou para CV entre
25% e 30% com numero de
voluntarios acima de 20.
Para CV > 30% usar mais de
30 voluntarios.

Alto percentual para

CV < 30% ou para CVentre
30% e 40% com numero de
voluntarios acima de 24.

Alto percentual mesmo para
altos valores de CV.

Presenca de
Observacoes
Atipicas (Outliers)

E o delineamento mais
afetado pela presencga de
outliers. Grande diminuigao
no percentual de
bioequivaléncia.

Grande diminuigéo no
percentual de bioequivaléncia
para N pequeno (<16).

Pouco afetado nos demais
casos.

Mesmo para nimero
pequeno de voluntarios a
diminui¢cdo no percentual de
bioequivaléncia é baixa.

Praticamente nao é afetado
pela presencga de outliers.

Incerteza na
Estimativa da
Variabilidade

Grande aumento ou
diminui¢do no numero de
voluntarios ao utilizar CV
incorreto.

Uma diferenca de 3% no CV
utilizado aumenta ou diminui
até 6 voluntarios (3 por
sequéncia) para CVem torno
de 20%.

Uma diferenga de 3% no CV
utilizado aumenta ou diminui
até 4 voluntarios (2 por
sequéncia) para CVem torno
de 20%.

Pequeno aumento ou
diminui¢do no numero de
voluntérios ao utilizar CV
incorreto.

Em muitos casos nédo ha
aumento ou diminuigéao ao
utilizar CV com diferenca de
até 2%.

Pequeno aumento ou
diminui¢do no numero de
voluntarios ao utilizar CV
incorreto.

Em muitos casos nédo ha
aumento nem diminuigédo no
namero de voluntarios
mesmo quando CV néao é
exatamente o real.

Desisténcias

Poucas desisténcias.
Pouca diminui¢ao no
percentual de
bioequivaléncia.

Alto impacto para poucos
voluntarios.

Consideravel diminuigao no
percentual de
bioequivaléncia.

Muitas desisténcias.
Pouca diminui¢ao no
percentual de
bioequivaléncia.
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5 Conclusoes

No Brasil, a introdugdo de medicamentos genéricos no mercado foi sem didvida um grande avango no
setor de saide. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), responsavel pela regulagdo
deste mercado estabelece normas para a comercializagdo destes medicamentos. A regulagcdo vigente
exige a realizagcdo de testes que comparam a biodisponibilidade de duas formulagdes de um mesmo
farmaco através do método chamado bioequivaléncia média em que apenas a média é comparada e a
legislacdo atual restringe-se praticamente ao delineamento cross-over 2x2. Tanto o método como o

delineamento possuem limitagdes que foram discutidas neste trabalho.

Além da bioequivaléncia média, foram descritos brevemente os métodos de bioequivaléncia individual
e populacional. Nao € possivel realizar a comparacdo de bioequivaléncia individual através do
delineamento cross-over 2x2. A comparacdo destes trés métodos pode ser aprofundada e é uma

sugestdes para trabalhos futuros.

O delineamento cross-over 2x2 é o mais utilizado em estudos de bioequivaléncia média. E um
delineamento simples, j4 implementado em pacotes estatisticos especificos para andlise de
bioequivaléncia. Entretanto, para farmacos com alta variabilidade este delineamento requer um
nimero muito grande de voluntarios para que o teste de bioequivaléncia possa atingir poder de pelo
menos 80%, recomendado pela ANVISA. Além disso, o teste de Schuirmann para este delineamento
ndo é capaz de detectar a presenca de interacdo do individuo com a formulagdo. Nos casos

mencionados, é recomendado o uso de delineamentos cross-over de ordem maior que 2x2.

Dois laboratdrios podem se associar para testar suas formulacdes (T, e T,) de um mesmo medicamento
em comparagdo com uma formulacdo referéncia (R), o que pode representar reducdo de custos da
realizacdo do estudo. Nesta situacdo também sdo utilizados delineamentos cross-over de ordem maior
que 2x2. Os mais utilizados para comparacdo de mais de duas formulagdes sdo o 6x3 e 4x4 para trés e

quatro formulagdes, respectivamente.

Quando a resposta farmacocinética apresenta baixa variabilidade ndo € preciso utilizar delineamento
cross-over de ordem maior que 2x2 uma vez que ndo havera uma redugdo significativa do nimero de
voluntdrios por seqiiéncia necessdrios para o estudo, mas sim um grande aumento no ndmero de
medidas e conseqiientemente nos gastos envolvidos na realiza¢do do estudo. J4 para medicamentos
que apresentam alta variabilidade intra-individual (CV > 30%) para as respostas farmacocinéticas é
interessante utilizar delineamentos como o cross-over 2x3, o 2x4 e o 4x4, pois € possivel reduzir o

nimero de voluntarios por seqiiéncia envolvidos no estudo sem aumentar muito o nimero de amostras
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coletadas. Além disso, o poder pode ser aumentado as custas do acréscimo de periodos e/ou
seqiiéncias. Isto nem sempre é vidvel por restricdes de tempo e recursos financeiros, como na
comparagdo de formulacdes de um farmaco com meia-vida muito longa. Nestes casos, o periodo de
washout torna-se invidvel, sendo portanto recomendada inclusive a utilizacdo de um delineamento

paralelo.

As aproximagdes utilizadas para calculo do nimero de voluntdrios devem ser utilizadas de forma

criteriosa, uma vez que cada uma delas € adequada para uma determinada situagdo. Quando 6’}, =0,00

¢ recomendado utilizar a aproximagdo conservadora e a medida que 6’;, se afasta de zero a

aproximagdo ndo conservadora. Em todos os casos as aproximagdes pelas distribui¢des t de Student

central e Normal s@o adequadas.

Os delineamentos cross-over 4x4 e 2x4 apresentaram desempenho superior aos demais nas diversas
situacdes praticas abordadas. Independente da variabilidade do farmaco, estes dois delineamentos,
além do 2x3, em alguns casos, tiveram um percentual de bioequivaléncia maior. Em situacdes em que
a variabilidade intra-individual do farmaco ¢ alta (CV > 30%), a superioridade destes delineamentos é
ainda maior. Nestes casos 0 2x2 ndo apresenta um bom desempenho e o 4x2 apresenta 0s piores

resultados em todas as situagdes.

Quando a variabilidade do farmaco nfo é conhecida por falta de literatura e inviabilidade de realizacdo
de um estudo piloto, € recomendavel ter a postura a mais conservadora possivel (ou seja assumir CV
alto e recrutar o maior nimero possivel de voluntirios); este conservadorismo vale mesmo em
situacdes em que o CV € conhecido. Entretanto, quanto maior o CV maior serd o ntimero de
voluntdrios e maior serd o custo do estudo, um custo que pode ser, muitas vezes, desnecessario ou
invidvel. A razdo entre o nimero de voluntdrios calculado e o nimero de voluntdrios necessérios

(calculado com o CV real) aumenta de forma semelhante para todos os delineamentos.

A presenca de observacdes atipicas (outliers), muitas vezes impossivel de se controlar mesmo em
estudos bem planejados, resulta em uma diminui¢do no percentual de bioequivaléncia proporcional ao
aumento do nimero de outliers em todos os delineamentos estudados, sendo que o cross-over 2x2 € o
mais afetado. Para evitar estes problemas € necessdrio um bom planejamento com a escolha de

voluntirios homogéneos e uma aleatorizacio cuidadosa.

E importante lembrar que o aumento do nimero de periodos em um estudo de bioequivaléncia pode
elevar o nimero de desisténcias. [sso deve ser considerado ao estabelecer o nimero de voluntarios que
participardo do estudo. Espera-se que para o delineamento cross-over 2x2, o nimero de desisténcias

seja menor que nos demais, pois s6 um periodo deve ser considerado para ocorréncia do evento.
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Apesar da possibilidade de desisténcias no delineamento cross-over 2x3 ser menor que no 2x4, o
impacto no percentual de bioequivaléncia € maior neste delineamento, ou seja, uma desisténcia no 2x3

diminui mais o percentual de bioequivaléncia que uma desisténcia no 2x4.

Na maioria absoluta das vezes, o percentual de bioequivaléncia para a medida farmacocinética drea
sob a curva de concentrag@o versus tempo (ASC) é maior do que para o pico de concentracio maxima
(Cpuax)- Isto pode ser conseqiiéncia do fato de que C,,, ndo € uma medida pura da velocidade de
absorcdo, sofre influéncia da extensdo de absor¢do da droga, além de ser dependente do cronograma

de coleta.

Foram simuladas apenas situa¢des em que as formulagdes eram bioequivalentes e verificados os
percentuais de conclusdo de bioequivaléncia, e assim foi possivel verificar casos em que apesar de
haver bioequivaléncia entre as formulagdes, a conclusdo € de ndo bioequivaléncia. Seria interessante
simular situagdes em que as formulagdes ndo sdo bioequivalentes para verificar o percentual de
conclusdo de bioequivaléncia em diversas situagdes prdticas e verificar os casos em que as

formulagdes ndo sdo bioequivalentes, mas a conclusio € pela bioequivaléncia

Este trabalho traz uma contribui¢do relativamente ampla para os estudos de bioequivaléncia, do
planejamento a analise, mas estudos adicionais sdo necessarios para cobrir lacunas da literatura sobre

0 assunto, tais como:

=  Comparar os métodos de bioequivaléncia média, individual e populacional;

=  Fazer algumas extensdes, por exemplo a constru¢do da tabela de andlise de varidncia para todos
os delineamentos considerados;

= Investigar situagdes problematicas, como desbalanceamento do nimero de voluntdrios e violagdo

de pressupostos dos métodos estatisticos padrdo para avaliar bioequivaléncia.

Nao existe uma férmula para escolha do melhor delineamento, nem sempre o delineamento mais
simples € o mais adequado e por outro lado nem sempre € necessdrio utilizar delineamentos muito
complexos. As caracteristicas de cada estudo devem ser cuidadosamente avaliadas e deve-se sempre
ter em mente que o compromisso da equipe de estudos de bioequivaléncia é com a qualidade do

estudo e a confiabilidade dos resultados.
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Anexo A

Numero total de voluntdrios (N)
obtido por meio de vdrias aproximagdes para os

delineamentos cross-over 2x2, 4x2, 2x3 e 4x4
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Tabela A.l1: Numero total de voluntirios (N) obtido por meio de vdrias aproximagdes para o
cross-over 2x2 em funcdo da diferenca das médias populacionais (fy) e do coeficiente de variaco

(CV) (nivel de significancia = 5% e poder = 80%)

Distribuicao

0, cv o.* t ndo Central t central Normal
Ne' | N | N | N | N2 | N | N | N | N
0,10 0,10 6 6 6 6 6 6 4 4 4
0,12 0,12 8 8 6 8 8 6 6 6 4
0,14 0,14 10 10 8 10 10 8 8 8 6
0,16 0,16 12 12 10 12 12 10 10 10 8
0,18 0,18 14 14 10 14 14 10 12 12 8
0,20 0,20 16 16 12 16 16 12 14 14 10
0,22 0,22 18 18 14 20 20 14 18 18 12
0.00 0,24 0,24 22 22 16 22 22 16 20 20 14
’ 0,26 0,26 24 24 18 26 26 18 24 24 18
0,28 0,27 28 28 22 28 28 22 26 26 20
0,30 0,29 32 32 24 32 32 24 30 30 22
0,32 0,31 36 36 26 36 36 26 34 34 26
0,34 0,33 40 40 30 40 40 30 38 38 28
0,36 0,35 44 44 32 44 44 32 42 42 32
0,38 0,37 48 48 36 50 50 36 48 48 34
0,40 0,39 54 54 40 54 54 40 52 52 38
0,10 0,10 8 8 8 8 8 8 6 6 6
0,12 0,12 10 8 8 12 10 8 10 8 6
0,14 0,14 14 10 10 14 12 10 12 10 10
0,16 0,16 18 14 14 18 14 14 16 12 12
0,18 0,18 20 16 16 20 16 16 20 14 14
0,20 0,20 24 20 18 26 20 18 24 18 18
0,22 0,22 30 22 22 30 22 22 28 22 20
0.05 0,24 0,24 34 26 26 34 26 26 34 24 24
’ 0,26 0,26 40 30 30 40 30 30 38 28 28
0,28 0,27 46 34 34 46 34 34 44 34 32
0,30 0,29 52 40 38 52 40 38 50 38 36
0,32 0,31 58 44 42 58 44 42 56 42 42
0,34 0,33 64 48 48 66 50 48 64 48 46
0,36 0,35 72 54 52 72 54 52 70 52 52
0,38 0,37 80 60 58 80 60 58 78 58 56
0,40 0,39 88 66 64 88 66 64 86 64 62
0,10 0,10 14 10 10 14 10 10 12 10 10
0,12 0,12 18 14 14 18 14 14 18 12 12
0,14 0,14 24 18 18 24 18 18 22 16 16
0,16 0,16 32 24 24 32 24 24 30 22 22
0,18 0,18 38 28 28 38 28 28 38 28 28
0,20 0,20 46 34 34 48 34 34 46 34 34
0,22 0,22 56 40 40 56 42 42 54 40 40
0.10 0,24 0,24 66 48 48 66 48 48 64 46 46
’ 0,26 0,26 76 56 56 76 56 56 74 54 54
0,28 0,27 88 64 64 88 64 64 86 62 62
0,30 0,29 100 72 72 100 72 72 98 72 72
0,32 0,31 112 82 82 112 82 82 112 80 80
0,34 0,33 126 92 92 126 92 92 124 90 90
0,36 0,35 140 102 102 140 102 102 138 100 100
0,38 0,37 154 112 112 156 112 112 154 112 112
0,40 0,39 170 124 124 170 124 124 168 122 122

1 - Aproximacio conservadora, 2 - Método completo, 3 - Aproximacdo ndo conservadora

@y = diferenca das médias populacionais das formulagdes

CV = coeficiente de variagdo intra-individual (escala original)

oe* = variabilidade intra-individual (escala logaritmica).
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Tabela A.2: Numero total de voluntirios (N) obtido por meio de vdrias aproximagdes para o
cross-over 4x2 em funcdo da diferenca das médias populacionais (fy) e do coeficiente de variacdo

(CV) (nivel de significancia = 5% e poder = 80%)

Distribuicao

0, cv o.* t ndo Central t central Normal
Ne' | N I NG [ N[ N[N | N[ N[ N
0,10 0,10 12 12 12 12 12 12 8 8 8
0,12 0,12 16 16 12 16 16 12 12 12 8
0,14 0,14 20 20 16 20 20 16 16 16 12
0,16 0,16 24 24 20 24 24 20 20 20 16
0,18 0,18 28 28 20 28 28 20 24 24 16
0,20 0,20 32 32 24 32 32 24 28 28 20
0,22 0,22 36 36 28 40 40 28 36 36 24
0.00 0,24 0,24 44 44 32 44 44 32 40 40 28
’ 0,26 0,26 48 48 36 52 52 36 48 48 36
0,28 0,27 56 56 44 56 56 44 52 52 40
0,30 0,29 64 64 48 64 64 48 60 60 44
0,32 0,31 72 72 52 72 72 52 68 68 52
0,34 0,33 80 80 60 80 80 60 76 76 56
0,36 0,35 88 88 64 88 88 64 84 84 64
0,38 0,37 96 96 72 100 100 72 96 96 68
0,40 0,39 108 108 80 108 108 80 104 104 76
0,10 0,10 16 16 16 16 16 16 12 12 12
0,12 0,12 20 16 16 24 20 16 20 16 12
0,14 0,14 28 20 20 28 24 20 24 20 20
0,16 0,16 36 28 28 36 28 28 32 24 24
0,18 0,18 40 32 32 40 32 32 40 28 28
0,20 0,20 48 40 36 52 40 36 48 36 36
0,22 0,22 60 44 44 60 44 44 56 44 40
0.05 0,24 0,24 68 52 52 68 52 52 68 48 48
’ 0,26 0,26 80 60 60 80 60 60 76 56 56
0,28 0,27 92 68 68 92 68 68 88 68 64
0,30 0,29 104 80 76 104 80 76 100 76 72
0,32 0,31 116 88 84 116 88 84 112 84 84
0,34 0,33 128 96 96 132 100 96 128 96 92
0,36 0,35 144 108 104 144 108 104 140 104 104
0,38 0,37 160 120 116 160 120 116 156 116 112
0,40 0,39 176 132 128 176 132 128 172 128 124
0,10 0,10 28 20 20 28 20 20 24 20 20
0,12 0,12 36 28 28 36 28 28 36 24 24
0,14 0,14 48 36 36 48 36 36 44 32 32
0,16 0,16 64 48 48 64 48 48 60 44 44
0,18 0,18 76 56 56 76 56 56 76 56 56
0,20 0,20 92 68 68 96 68 68 92 68 68
0,22 0,22 112 80 80 112 84 84 108 80 80
0.10 0,24 0,24 132 96 96 132 96 96 128 92 92
’ 0,26 0,26 152 112 112 152 112 112 148 108 108
0,28 0,27 176 128 128 176 128 128 172 124 124
0,30 0,29 200 144 144 200 144 144 196 144 144
0,32 0,31 224 164 164 224 164 164 224 160 160
0,34 0,33 252 184 184 252 184 184 248 180 180
0,36 0,35 280 204 204 280 204 204 276 200 200
0,38 0,37 308 224 224 312 224 224 308 224 224
0,40 0,39 340 248 248 340 248 248 336 244 244

1 - Aproximacio conservadora, 2 - Método completo, 3 - Aproximacdo ndo conservadora

@y = diferenca das médias populacionais das formulagdes

CV = coeficiente de variagdo intra-individual (escala original)

oe* = variabilidade intra-individual (escala logaritmica).
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Tabela A.3: Numero total de voluntirios (N) obtido por meio de vdrias aproximagdes para o
cross-over 2x3 em funcdo da diferenca das médias populacionais (fy) e do coeficiente de variaco
(CV) (nivel de significancia = 5% e poder = 80%)

Distribuicao

0, cv o.* t ndo Central t central Normal
Ne' | NS I NG | N [N [N | N [ N[N
0,10 0,10 4 4 4 6 6 4 4 4 2
0,12 0,12 6 6 4 6 6 6 4 4 4
0,14 0,14 8 8 6 8 8 6 6 6 4
0,16 0,16 8 8 6 8 8 6 8 8 6
0,18 0,18 10 10 8 10 10 8 10 10 6
0,20 0,20 12 12 10 12 12 10 12 12 8
0,22 0,22 14 14 10 14 14 10 14 14 10
0.00 0,24 0,24 16 16 12 16 16 12 16 16 12
’ 0,26 0,26 18 18 14 18 18 14 18 18 14
0,28 0,27 22 22 16 22 22 16 20 20 16
0,30 0,29 24 24 18 24 24 18 24 24 18
0,32 0,31 26 26 20 28 28 20 26 26 20
0,34 0,33 30 30 22 30 30 22 30 30 22
0,36 0,35 34 34 24 34 34 24 32 32 24
0,38 0,37 36 36 26 36 36 26 36 36 26
0,40 0,39 40 40 30 40 40 30 40 40 28
0,10 0,10 6 6 6 6 6 6 6 4 4
0,12 0,12 8 6 6 8 6 6 8 6 6
0,14 0,14 10 8 8 10 8 8 10 8 8
0,16 0,16 12 10 10 12 10 10 12 10 8
0,18 0,18 16 12 12 16 12 12 14 12 10
0,20 0,20 18 14 14 18 14 14 18 14 14
0,22 0,22 22 16 16 22 16 16 22 16 16
0.05 0,24 0,24 26 20 20 26 20 20 26 18 18
’ 0,26 0,26 30 22 22 30 22 22 30 22 22
0,28 0,27 34 26 26 34 26 26 34 26 24
0,30 0,29 38 30 28 38 30 28 38 28 28
0,32 0,31 44 32 32 44 32 32 42 32 32
0,34 0,33 48 36 36 48 36 36 48 36 34
0,36 0,35 54 40 40 54 40 40 54 40 38
0,38 0,37 60 44 44 60 44 44 58 44 42
0,40 0,39 66 48 48 66 50 48 64 48 46
0,10 0,10 10 8 8 10 8 8 10 8 8
0,12 0,12 14 10 10 14 10 10 14 10 10
0,14 0,14 18 14 14 18 14 14 18 12 12
0,16 0,16 24 18 18 24 18 18 22 16 16
0,18 0,18 28 22 22 28 22 22 28 20 20
0,20 0,20 34 26 26 36 26 26 34 26 26
0,22 0,22 42 30 30 42 30 30 42 30 30
0.10 0,24 0,24 50 36 36 50 36 36 48 36 36
’ 0,26 0,26 58 42 42 58 42 42 56 42 42
0,28 0,27 66 48 48 66 48 48 64 48 48
0,30 0,29 74 54 54 74 54 54 74 54 54
0,32 0,31 84 62 62 84 62 62 84 60 60
0,34 0,33 94 68 68 94 68 68 94 68 68
0,36 0,35 104 76 76 106 76 76 104 76 76
0,38 0,37 116 84 84 116 84 84 116 84 84
0,40 0,39 128 92 92 128 92 92 126 92 92

1 - Aproximacio conservadora, 2 - Método completo, 3 - Aproximacdo ndo conservadora
@y = diferenca das médias populacionais das formulagdes

CV = coeficiente de variagdo intra-individual (escala original)

oe* = variabilidade intra-individual (escala logaritmica).
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Tabela A.4: Numero total de voluntirios (N) obtido por meio de vdrias aproximagdes para o
cross-over 4x4 em funcdo da diferenca das médias populacionais (fy) e do coeficiente de variago

(CV) (nivel de significancia = 5% e poder = 80%)

Distribuicao

0, cv o.* t ndo Central t central Normal
Ne' | N [ NS | N | N[ N | N | N | N
0,10 0,10 8 8 8 8 8 8 4 4 4
0,12 0,12 8 8 8 8 8 8 4 4 4
0,14 0,14 8 8 8 8 8 8 4 4 4
0,16 0,16 8 8 8 8 8 8 8 8 4
0,18 0,18 8 8 8 8 8 8 8 8 4
0,20 0,20 8 8 8 8 8 8 8 8 8
0,22 0,22 12 12 8 12 12 8 12 12 8
0.00 0,24 0,24 12 12 8 12 12 8 12 12 8
’ 0,26 0,26 12 12 12 12 12 12 12 12 12
0,28 0,27 16 16 12 16 16 12 16 16 12
0,30 0,29 16 16 12 16 16 12 16 16 12
0,32 0,31 20 20 16 20 20 16 20 20 16
0,34 0,33 20 20 16 20 20 16 20 20 16
0,36 0,35 24 24 16 24 24 16 24 24 16
0,38 0,37 24 24 20 24 24 20 24 24 20
0,40 0,39 28 28 20 28 28 20 28 28 20
0,10 0,10 8 8 8 8 8 8 4 4 4
0,12 0,12 8 8 8 8 8 8 8 4 4
0,14 0,14 8 8 8 8 8 8 8 8 8
0,16 0,16 8 8 8 8 8 8 8 8 8
0,18 0,18 12 8 8 12 8 8 12 8 8
0,20 0,20 12 12 12 12 12 12 12 12 12
0,22 0,22 16 12 12 16 12 12 16 12 12
0.05 0,24 0,24 20 16 16 20 16 16 20 12 12
’ 0,26 0,26 20 16 16 20 16 16 20 16 16
0,28 0,27 24 20 20 24 20 20 24 20 16
0,30 0,29 28 20 20 28 20 20 28 20 20
0,32 0,31 32 24 24 32 24 24 28 24 24
0,34 0,33 32 24 24 32 24 24 32 24 24
0,36 0,35 36 28 28 36 28 28 36 28 28
0,38 0,37 40 32 32 40 32 32 40 32 28
0,40 0,39 44 32 32 44 36 32 44 32 32
0,10 0,10 8 8 8 8 8 8 8 8 8
0,12 0,12 12 8 8 12 8 8 12 8 8
0,14 0,14 12 12 12 12 12 12 12 8 8
0,16 0,16 16 12 12 16 12 12 16 12 12
0,18 0,18 20 16 16 20 16 16 20 16 16
0,20 0,20 24 20 20 24 20 20 24 20 20
0,22 0,22 28 20 20 28 20 20 28 20 20
0.10 0,24 0,24 36 24 24 36 24 24 32 24 24
’ 0,26 0,26 40 28 28 40 28 28 40 28 28
0,28 0,27 44 32 32 44 32 32 44 32 32
0,30 0,29 52 36 36 52 36 36 52 36 36
0,32 0,31 56 44 44 56 44 44 56 40 40
0,34 0,33 64 48 48 64 48 48 64 48 48
0,36 0,35 72 52 52 72 52 52 72 52 52
0,38 0,37 80 56 56 80 56 56 80 56 56
0,40 0,39 88 64 64 88 64 64 84 64 64

1 - Aproximacio conservadora, 2 - Método completo, 3 - Aproximacdo ndo conservadora

@y = diferenca das médias populacionais das formulagdes

CV = coeficiente de variagdo intra-individual (escala original)

oe* = variabilidade intra-individual (escala logaritmica).
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Anexo B

Resultados das Simulagdes para Curva de Concentragcdo
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Tabela A.5: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para o cross-over 2x2 para C,,,, ASC, e para

as duas medidas simultaneamente

Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas
1 16 99,10 98,70 98,50 10 16 96,18 99,12 96,13 19 16 91,15 99,41 91,14
20 99,81 99,66 99,62 20 98,66 99,81 98,65 20 96,02 99,89 96,02
24 99,94 99,88 99,87 24 99,51 99,93 99,50 24 98,08 99,96 98,08
28 99,99 99,98 99,97 28 99,82 99,99 99,82 28 99,19 100,00 99,19
Caso Caso Caso
2 16 99,93 99,81 99,79 11 16 99,53 99,86 99,50 20 16 98,39 99,92 98,39
20 99,99 99,97 99,97 20 99,93 99,98 99,93 20 99,62 99,99 99,62
24 100,00 99,99 99,99 24 99,98 100,00 99,98 24 99,89 100,00 99,89
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 99,98 100,00 99,98
Caso Caso Caso
3 16 99,59 99,39 99,30 12 16 97,43 99,64 97,42 21 16 93,27 99,77 93,27
20 99,94 99,88 99,87 20 99,20 99,93 99,20 20 96,99 99,96 96,99
24 99,98 99,96 99,95 24 99,75 99,99 99,75 24 98,64 99,99 98,64
28 100,00 100,00 100,00 28 99,95 100,00 99,95 28 99,43 100,00 99,43
Caso Caso Caso
4 16 96,36 96,50 95,46 13 16 87,10 97,67 87,08 22 16 74,76 98,44 74,76
20 98,69 98,64 98,23 20 93,08 99,22 93,07 20 82,94 99,56 82,94
24 99,52 99,51 99,34 24 96,20 99,71 96,20 24 88,48 99,82 88,48
28 99,82 99,83 99,76 28 98,05 99,92 98,05 28 92,34 99,96 92,34
Caso Caso Caso
5 16 100,00 99,99 99,99 14 16 99,88 99,99 99,88 23 16 99,38 100,00 99,38
20 100,00 100,00 100,00 20 99,99 100,00 99,99 20 99,88 100,00 99,88
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 99,97 100,00 99,97
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00
Caso Caso Caso
6 16 100,00 100,00 100,00 15 16 99,99 100,00 99,99 24 16 99,94 100,00 99,94
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00
Caso Caso Caso
7 16 90,61 93,49 89,85 16 16 72,07 95,74 72,07 25 16 52,84 97,19 52,84
20 95,30 96,90 94,88 20 80,12 98,18 80,12 20 60,50 98,96 60,50
24 97,63 98,56 97,40 24 85,91 99,23 85,91 24 66,85 99,59 66,85
28 98,94 99,38 98,83 28 90,11 99,70 90,11 28 72,53 99,87 72,53
Caso Caso Caso
8 16 99,94 99,98 99,93 17 16 99,29 99,99 99,29 26 16 97,00 99,99 97,00
20 99,99 100,00 99,99 20 99,86 100,00 99,86 20 99,02 100,00 99,02
24 100,00 100,00 100,00 24 99,96 100,00 99,96 24 99,66 100,00 99,66
28 100,00 100,00 100,00 28 99,99 100,00 99,99 28 99,89 100,00 99,89
Caso Caso Caso
9 16 100,00 100,00 100,00 18 16 100,00 100,00 100,00 27 16 99,99 100,00 99,99
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00

N = ndmero total de voluntarios

Cuax = pico de concentracdo maxima
ASC,= Area sob a curva da formulagdo versus tempo
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Tabela A.6: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para o cross-over 4x2 para C,,,, ASC, e para

as duas medidas simultaneamente

Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas
1 16 82,57 81,21 78,48 10 16 70,78 85,00 70,22 19 16 60,74 88,03 60,65
20 88,12 87,10 85,15 20 77,61 90,06 77,24 20 67,97 92,44 67,89
24 91,28 90,54 89,02 24 82,46 92,91 82,18 24 73,48 94,76 73,43
28 93,67 93,12 91,95 28 86,11 94,98 85,95 28 77,63 96,33 77,60
Caso Caso Caso
2 16 91,94 93,66 91,22 11 16 86,07 95,09 86,00 20 16 79,95 96,21 79,94
20 94,37 95,46 93,94 20 90,00 96,49 89,98 20 85,10 97,25 85,09
24 95,46 96,20 95,11 24 91,83 96,96 91,82 24 87,65 97,55 87,64
28 96,07 96,49 95,76 28 93,02 97,24 93,02 28 89,53 97,76 89,53
Caso Caso Caso
3 16 90,49 93,94 90,31 12 16 84,82 95,20 84,82 21 16 79,48 96,18 79,48
20 92,52 94,98 92,38 20 87,44 96,14 87,44 20 82,68 96,98 82,68
24 93,32 95,51 93,22 24 88,66 96,40 88,65 24 84,33 97,12 84,33
28 94,07 95,86 93,98 28 89,65 96,60 89,65 28 85,46 97,33 85,46
Caso Caso Caso
4 16 77,26 77,32 73,51 13 16 62,35 81,85 61,96 22 16 50,98 85,67 50,91
20 83,06 83,31 79,97 20 68,53 87,44 68,26 20 56,52 90,64 56,47
24 87,11 87,38 84,63 24 73,68 90,94 73,49 24 61,45 93,66 61,42
28 90,17 90,93 88,40 28 77,63 93,77 77,51 28 65,65 95,92 65,63
Caso Caso Caso
5 16 95,82 96,70 95,19 14 16 90,43 97,83 90,37 23 16 83,79 98,57 83,78
20 97,84 98,25 97,48 20 94,28 98,87 94,25 20 89,01 99,30 89,00
24 98,71 98,86 98,48 24 96,24 99,26 96,23 24 92,15 99,51 92,14
28 99,12 99,19 98,91 28 97,35 99,48 97,34 28 94,28 99,65 94,28
Caso Caso Caso
6 16 97,54 98,50 97,41 15 16 94,95 98,97 94,94 24 16 91,87 99,24 91,87
20 98,46 98,94 98,37 20 96,58 99,24 96,58 20 94,33 99,48 94,33
24 98,74 99,14 98,68 24 97,23 99,37 97,23 24 95,57 99,51 95,57
28 98,92 99,26 98,87 28 97,68 99,45 97,68 28 96,13 99,59 96,13
Caso Caso Caso
7 16 68,39 71,51 65,36 16 16 49,83 77,22 49,64 25 16 37,38 82,07 37,36
20 74,34 77,71 71,79 20 54,69 83,07 54,57 20 41,00 87,51 40,98
24 78,92 82,51 77,04 24 59,63 87,32 59,56 24 44,72 91,10 4471
28 82,89 86,61 81,35 28 63,72 90,92 63,68 28 48,00 93,96 47,99
Caso Caso Caso
8 16 94,98 96,36 94,29 17 16 87,22 97,81 87,16 26 16 78,45 98,70 78,43
20 97,38 98,18 97,03 20 91,94 99,04 91,91 20 84,08 99,48 84,07
24 98,55 99,04 98,32 24 94,58 99,54 94,57 24 88,12 99,78 88,12
28 99,11 99,37 98,92 28 96,38 99,75 96,38 28 91,15 99,88 91,15
Caso Caso Caso
9 16 99,24 99,51 99,11 18 16 97,82 99,76 97,81 27 16 95,39 99,87 95,38
20 99,74 99,76 99,66 20 99,00 99,88 99,00 20 97,64 99,93 97,64
24 99,84 99,87 99,79 24 99,48 99,92 99,48 24 98,57 99,96 98,57
28 99,86 99,88 99,83 28 99,60 99,93 99,60 28 98,99 99,95 98,99

N = ndmero total de voluntarios

Cuax = pico de concentracdo maxima
ASC,= Area sob a curva da formulagdo versus tempo
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Tabela A.7: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para o cross-over 2x3 para C,,,, ASC, e para

as duas medidas simultaneamente

Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas
1 16 98,87 98,44 98,24 10 16 95,62 98,91 95,56 19 16 90,01 99,23 90,01
20 99,69 99,54 99,47 20 98,24 99,71 98,23 20 94,99 99,82 94,99
24 99,92 99,86 99,85 24 99,32 99,92 99,32 24 97,52 99,97 97,52
28 99,98 99,95 99,94 28 99,73 99,98 99,73 28 98,77 99,99 98,77
Caso Caso Caso
2 16 99,89 99,75 99,74 11 16 99,26 99,84 99,24 20 16 97,78 99,89 97,78
20 99,99 99,95 99,95 20 99,83 99,97 99,83 20 99,30 99,98 99,30
24 100,00 99,99 99,99 24 99,98 100,00 99,98 24 99,80 100,00 99,80
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 99,94 100,00 99,94
Caso Caso Caso
3 16 99,46 99,35 99,20 12 16 97,02 99,63 97,00 21 16 92,51 99,74 92,51
20 99,86 99,79 99,76 20 98,91 99,88 98,90 20 96,38 99,94 96,38
24 99,98 99,96 99,96 24 99,63 99,98 99,63 24 98,34 99,99 98,34
28 100,00 99,99 99,99 28 99,87 100,00 99,87 28 99,26 100,00 99,26
Caso Caso Caso
4 16 96,11 96,33 95,22 13 16 86,55 97,50 86,53 22 16 73,98 98,28 73,98
20 98,42 98,47 97,97 20 92,03 99,08 92,03 20 81,68 99,40 81,68
24 99,42 99,38 99,18 24 95,46 99,67 95,46 24 87,23 99,82 87,23
28 99,75 99,74 99,67 28 97,53 99,86 97,53 28 91,24 99,92 91,24
Caso Caso Caso
5 16 99,98 99,98 99,97 14 16 99,76 99,99 99,76 23 16 99,04 99,99 99,04
20 100,00 100,00 100,00 20 99,97 100,00 99,97 20 99,75 100,00 99,75
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 99,94 100,00 99,94
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 99,99 100,00 99,99
Caso Caso Caso
6 16 100,00 100,00 100,00 15 16 99,98 100,00 99,98 24 16 99,89 100,00 99,89
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 99,98 100,00 99,98
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00
Caso Caso Caso
7 16 90,52 93,51 89,87 16 16 71,87 95,62 71,87 25 16 53,34 97,07 53,34
20 94,80 96,69 94,44 20 79,48 97,97 79,48 20 60,65 98,79 60,65
24 97,29 98,32 97,04 24 85,21 99,11 85,21 24 67,08 99,52 67,08
28 98,68 99,24 98,58 28 89,34 99,61 89,34 28 72,31 99,81 72,31
Caso Caso Caso
8 16 99,90 99,96 99,89 17 16 99,08 99,98 99,08 26 16 96,51 99,99 96,51
20 99,99 99,99 99,99 20 99,76 100,00 99,76 20 98,70 100,00 98,70
24 100,00 100,00 100,00 24 99,94 100,00 99,94 24 99,54 100,00 99,54
28 100,00 100,00 100,00 28 99,99 100,00 99,99 28 99,82 100,00 99,82
Caso Caso Caso
9 16 100,00 100,00 100,00 18 16 100,00 100,00 100,00 27 16 99,98 100,00 99,98
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00

N = ndmero total de voluntarios

Cuax = pico de concentracdo maxima
ASC,= Area sob a curva da formulagdo versus tempo
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Tabela A.8: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para o cross-over 2x4 para C,,,, ASC, e para

as duas medidas simultaneamente

Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas
1 16 99,94 99,90 99,88 10 16 99,55 99,95 99,54 19 16 98,31 99,97 98,31
20 100,00 100,00 100,00 20 99,89 100,00 99,89 20 99,47 100,00 99,47
24 100,00 100,00 100,00 24 99,98 100,00 99,98 24 99,83 100,00 99,83
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 99,97 100,00 99,97
Caso Caso Caso
2 16 99,99 99,96 99,96 11 16 99,91 99,97 99,90 20 16 99,67 99,98 99,67
20 100,00 100,00 100,00 20 99,98 100,00 99,98 20 99,94 100,00 99,94
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 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
Caso Caso Caso
3 16 99,93 99,85 99,84 12 16 99,39 99,91 99,39 21 16 97,81 99,93 97,81
20 99,99 99,97 99,97 20 99,87 99,99 99,87 20 99,26 100,00 99,26
24 100,00 99,99 99,99 24 99,97 99,99 99,97 24 99,71 100,00 99,71
28 100,00 100,00 100,00 28 99,99 100,00 99,99 28 99,92 100,00 99,92
Caso Caso Caso
4 16 99,62 99,68 99,53 13 16 97,08 99,83 97,08 22 16 91,16 99,91 91,16
20 99,92 99,93 99,90 20 98,85 99,97 98,85 20 95,17 99,99 95,17
24 99,99 99,99 99,98 24 99,58 100,00 99,58 24 97,45 100,00 97,45
28 100,00 100,00 100,00 28 99,84 100,00 99,84 28 98,63 100,00 98,63
Caso Caso Caso
5 16 100,00 100,00 100,00 14 16 100,00 100,00 100,00 23 16 99,96 100,00 99,96
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00
Caso Caso Caso
6 16 100,00 100,00 100,00 15 16 100,00 100,00 100,00 24 16 99,99 100,00 99,99
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00
Caso Caso Caso
7 16 98,4 99,23 98,32 16 16 89,97 99,59 89,97 25 16 75,06 99,78 75,06
20 99,51 99,76 99,46 20 94,22 99,89 94,22 20 81,48 99,95 81,48
24 99,81 99,93 99,81 24 96,86 99,98 96,86 24 86,63 99,99 86,63
28 99,95 99,99 99,95 28 98,22 99,99 98,22 28 90,04 100,00 90,04
Caso Caso Caso
8 16 100,00 100,00 100,00 17 16 99,96 100,00 99,96 26 16 75,06 99,78 75,06
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 81,48 99,95 81,48
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 86,63 99,99 86,63
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 90,04 100,00 90,04
Caso Caso Caso
9 16 100,00 100,00 100,00 18 16 100,00 100,00 100,00 27 16 100,00 100,00 100,00
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00

N = ndmero total de voluntarios

Cuax = pico de concentracdo maxima
ASC,= Area sob a curva da formulagdo versus tempo
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Tabela A.9: Percentuais de conclusao de bioequivaléncia para o cross-over 4x4 para C,,,, ASC, e para

as duas medidas simultaneamente

Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas Caso N Cmax ASCt  Ambas
1 16 99,97 99,92 99,92 10 16 99,80 99,94 99,78 19 16 99,24 99,95 99,23
20 100,00 99,94 99,94 20 99,93 99,95 99,90 20 99,66 99,96 99,65
24 99,99 99,94 99,94 24 99,94 99,95 99,92 24 99,81 99,96 99,80
28 100,00 99,96 99,96 28 99,97 99,97 99,96 28 99,85 99,98 99,85
Caso Caso Caso
2 16 99,94 99,85 99,85 11 16 99,80 99,87 99,78 20 16 99,48 99,90 99,48
20 99,96 99,87 99,87 20 99,87 99,90 99,85 20 99,67 99,91 99,67
24 99,96 99,91 99,91 24 99,91 99,92 99,89 24 99,75 99,94 99,74
28 99,98 99,89 99,89 28 99,91 99,91 99,89 28 99,79 99,93 99,79
Caso Caso Caso
3 16 99,83 99,74 99,73 12 16 99,33 99,79 99,32 21 16 93,27 99,77 93,27
20 99,87 99,76 99,75 20 99,56 99,82 99,55 20 96,99 99,96 96,99
24 99,92 99,81 99,81 24 99,64 99,86 99,64 24 98,64 99,99 98,64
28 99,92 99,84 99,84 28 99,71 99,86 99,71 28 99,43 100,00 99,43
Caso Caso Caso
4 16 99,93 99,92 99,89 13 16 99,30 99,95 99,30 22 16 97,51 99,98 97,51
20 99,98 99,97 99,96 20 99,68 99,99 99,68 20 98,67 99,99 98,67
24 99,98 99,98 99,97 24 99,81 99,99 99,81 24 99,14 99,99 99,14
28 99,99 99,97 99,97 28 99,86 99,99 99,86 28 99,44 99,99 99,44
Caso Caso Caso
5 16 100,00 99,99 99,99 14 16 99,99 100,00 99,99 23 16 99,98 100,00 99,98
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 99,99 100,00 99,99
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00
Caso Caso Caso
6 16 100.00  99.98 99.98 15 16 99,98 99,99 99,98 24 16 99,95 99,99 99,95
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 99,98 100,00 99,98
24 100.00  99.99 99.99 24 99,99 100,00 99,99 24 99,97 100,00 99,97
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 99,98 100,00 99,98
Caso Caso Caso
7 16 99,72 99,84 99,68 16 16 97,82 99,90 97,81 25 16 93,27 99,95 93,27
20 99,91 99,92 99,87 20 98,86 99,96 98,85 20 95,55 99,98 95,55
24 99,95 99,95 99,93 24 99,28 99,96 99,28 24 97,01 99,99 97,01
28 99,95 99,95 99,93 28 99,49 99,97 99,49 28 97,73 99,98 97,73
Caso Caso Caso
8 16 100,00 100,00 100,00 17 16 100,00 100,00 100,00 26 16 99,94 100,00 99,94
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 99,98 100,00 99,98
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 99,99 100,00 99,99
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00
Caso Caso Caso
9 16 100,00 100,00 100,00 18 16 100,00 100,00 100,00 27 16 100,00 100,00 100,00
20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00 20 100,00 100,00 100,00
24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00 24 100,00 100,00 100,00
28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00 28 100,00 100,00 100,00

N = ndmero total de voluntarios

Cuax = pico de concentracdo maxima
ASC,= Area sob a curva da formulagdo versus tempo



