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Resumo

A equivaléncia terapéutica de dois produtos depende diretamente da
biodisponibilidade, sendo definida pela quantidade e velocidade pela qual o
principio ativo € absorvido pelo organisnmo e se torna disponivel em seu sitio de
acao. Entao, duas formulagdes de uma mesma droga ou duas drogas diferentes,
serdo consideradas bioequivalentes se suas quantidades e velocidade de
absorcdo nao apresentarem diferenga estatisticamente significativa, quando
administradas a mesma dose molar do principio ativo, sob as mesmas condi¢cdes
experimentais biodisponibilidade.

Os estudos de bioequivaléncia sao realizados mediante a administracao de
duas formulacaoes: Teste (T) e Referéncia (R), em um numero de voluntarios,
geralmente usando-se um planejamento experimental cruzado (crossover). Apds
a retirada de amostras sanguineas, ao longo do tempo, examina-se as
concentragdes do farmaco para estudar as medidas farmacocinéticas: area sob a
curva da concentracao sanguinea (ASC) versus tempo, concentracdo maxima

(Cmax) € 0 tempo em que a concentragdo maxima ocorre (tmax)-

Portanto, o objetivo deste trabalho é apresentar uma visdo de alguns
métodos paramétricos e nao-paramétricos aplicados em estudos de
bioequivaléncia média para experimentos crossover de duas formulagdes. Para
0s métodos paramétricos, aborda-se a andlise de bioequivaléncia, considerando-
se a medida farmacocinética nas escalas original e logaritmica. Ainda, o poder do
teste de schuirmann é estudado, utilizando-se a integracdo numérica da
distribuicédo t bivariada ndo-central e também através de um estudo de simulagcao
paramétrica. Baseando-se neste teste, apresenta-se um estudo do tamanho de
amostra aproximado para a realizagdo de um experimento crossover,
considerando-se a medida farmacocinética com ou sem transformacao

logaritmica.



Abstract

The therapeutic equivalence of two products depends directly on the bioavailability,
being defined by the amount and speed by the which it begin him assets it is
absorbed by the organisnmo and he/she becomes available in its action ranch.
Then, two formulation of a same drug or two different drugs, will be bioequivalents
if its amounts and absorption speed don't present difference statistics significant,
when administrads to the same dose molar of the active pricipio, under the same
conditions experimental bioavailability.

the bioequivalence studies are accomplished by means of the administration of two
formulation: Test (T) and Reference (R) in a number of volunteers, generally being
used a planning experimental crossover. After the retreat of blood samples, along
the time, it is examined the concentrations of the pharmacs to study the measured
pharmakocin: Area Under the curve of the blood concentration versus time (ASC),
the maximum Concentration (Cmax) and the time in that the maximum
concentration happens (tmax).

Therefore this work it is to present a vision of some parametric and non-
parametric methods applied in studies of medium bioavailability for experiments
crossover of two formulations. For the parametric methods, the bioavailability
analysis is approached, being considered the measured pharmakocinetics in the
original and logarithmic scales. Still, the power of the schuirmann test is studied,
being used the numeric integration of the distribution t no-central bivariate and also
through a study of parametric simulation. Basing on this test, it comes a study of
the approximate sample size for the accomplishment of an experiment crossover,
being considered the measured pharmakocinetics with or without logarithmic
transformation.
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1.INTRODUCAO

O surgimento dos medicamentos genéricos no mercado brasileiro aumentou
a atencdo para os estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia, cujo o
objetivo € avaliar a bioequivaléncia de formulacées genéricas e de formulacoes
de medicamentos ja existente no mercado.

O estudo de bioequivaléncia consiste em avaliar a equivaléncia biolégica
através da biodisponibilidade, que é representada pela taxa e extensdo de um
principio ativo na circulagdo sistemética. Entdo duas drogas diferentes ou de
duas formulacdo de uma determinada droga sdo consideradas bioequivalentes
se apresentarem uma mesma ou similar disponibilidade segundo um limite
clinicamente especificado, denominado de limite de bioequivaléncia. De um
modo abrangente a bioequivaléncia € estudada através de medidas de
concentragdo do farmaco presente em liquidos bioldgicos, como por exemplo
sangue e urina, cujas as amostras sao coletadas ao longo do tempo, sob as
mesmas condicdes experimenrtais. Estes dados originais que sdo empregado
nesses ensaios, sao dados longitudinais; medidas univariadas, chamadas de
medidas farmacocinéticas, que sao calculadas apartir dos dados originais. O
experimento consiste da retirada de plasma sangiineos ao longo do tempo, em
pontos previamentes determinados. A partir desses plasmas, as concentracoes
do farmaco sdo processada em laboratérios. Algumas medidas farmacocinéticas
sao obtidas para a formulagdes teste (T) e referencia (R), apartir das seguintes
curvas de concentracées ao longo do tempo. Basicamente , trés medidas séo
estudadas: a area sobre a curva da concentracdo versus tempo (ASC), a
concentracdo maxima observada (Cnax) € 0 tempo correspondente a
concentragdo maxima (Tmax)-

Mediante a grande variabilidade metabdlica presente nos individuos em estudo
de biodisponibilidade e  bioequivaléncia, os experimentos crossover sao
geralmente recomendados. Este delineamento experimental apresentam grande
vantagem, em termos de precisdo estatistica e custo, quando comparados com
os demais, porque cada individuo serve como seu préprio controle. O
planejemanto experimentral crossover 2 X 2 e o mais simples, sendo composto

por dois tratamentos, um teste T e um referencia R, dois periodos e duas
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sequéncias, RT e TR, permitindo verificar os efeitos do periodo,seqiéncia e
formulacdes utilizando hip6teses formuladas, que sao avaliadas através teste F.
Nos Estados Unidos, para obtencao do registro junto ao 6rgao
federal de controle de medicamento e Alimentos, a Foor and Drug Administration
(FDA), os laboratorios farmaceuticos precisam comprovar, atraves de
metodos de laboratoriais e estatisticos, que a formulacdo testada T ¢é
bioequivalente a um determinado medicamento original R, previamente
aprovado. O Center for Drug Evaluation and Research (CDER), em 2001,
regulamentou como os novos produtos farmaceuticos ja aprovados e disponiveis
no mercado.
No Brasil, com inicio de pesquisa farmacéuticas com formulacées genéricas, a
preocupacao do governo em regulamentar tais medicamentos aumentou, o que
resultou na publicacdo do Decreto n®. 793, de abril de 1993. com esse decreto, 0
governo apontou algumas diretrizes para o controle e aprovacdo dos
medicamentos genéricos de interesse no mercado brasileiro. Com a Lei n®.
9782,de 26 de janeiro de 1993, o governo brasileiro instituiu a Agencia Nacional
de Vigilancia sanitaria, ANVISA, cuja funcao na area de medicamento € aprovar.
Registrar,controlar e inspecionar a produgao, a comercializagdo farmacéutica e a
existéncia de uma lei de patente, até 1996, foram as principais causas da
existéncia de multiplicidade de medicamentos que continham o mesmo farmaco,
porem estavam sendo comercializados por laboratérios diferentes. Para tais
problemas, foi instituida a Lei da politica Nacional de Medicamentos Genéricos,
Lei n® 9787 de 11 de fevereiro de 1999, que regulamenta a producéao,
comercializagdo e uso de medicamentos genéricos. Os laboratorios
farmacéuticos interessados em obterem o registro de medicamento genérico
junto @ ANVISA devem seguir os procedimentos apresentados nas Resolucdes
de n.”® 896 e 898, de 29 de maio de 2003 e na Lei n? 9787, de 10 de fevereiro de
1999, que estabeleceram as bases legais para a instituicdo do medicamento no
pais.
O objetivo de um estudo em bioequivaléncia é verificar se as biodisponibilidade
da formulacaoes teste T e referencia R sdo equivalentes, segundo o limite de
bioequivaléncia aceito.
Existe trés tipo de bioequivaléncia: a bioequivaléncia média, a populacional e a

individual. Sendo atualmente a bioequivaléncia média a mas empregada em
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estudo de bioequivaléncia para aprovagdo e obtencdo do registro de
medicamentos genéricos junto a ANVISA.

A Dbioequivaléncia média se restringe apenas em comparar as médias
populacionais da medida farmacocinéticas de interesse das formulagdes teste T
e referencia R. No entanto, devido a dificuldade em assegurar a
intercambiabilidade das formulacbes teste T e referencia R para ca individuo,
algumas métodos de bioequivaléncia populacional e individual estdo sento
profundamente estudados. Esses métodos de bioequivaléncia realizam as
comparagfes da meédias e das variancias da medida de biodisponibilidade das
formulacbes teste T e referencia R. a bioequivalencia populacional analisa
basicamente a distribuicdes da medidas farmacocinéticas das formulcoes R e T.
a bioequivaléncia individual estuda a variabilidade intra-individual das
formulacées R e T e a interacdo entre essas formulacées, que sdo testadas para
cada individuo.
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2.0BJETIVO

2.1 GERAL:

O objetivo geral deste trabalho é realizar um ensaio de bioequivaléncia

média para comparar uma droga padrao (R) com uma droga teste (T).

2.2 ESPECIFICOS:
Os objetivos especificos sao:

1) Analise discritiva dos dados farmacocinéticos de uma substancia padrao e

teste.

2) Avaliacao do efeito residual (carry-over) e do efeito fixo (periodo e droga).

3) Construcao da ANOVA para o ensaio de bioequivaléncia média em um
experimento crossover 2 x 2.

4) Avaliagao da bioequivaléncia média através de intervalos ou testes de

hipbteses.
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3 Metodologia

Introducdo: este capitulo apresenta a metodologia utilizada neste trabalho
académico, a unidade de andlise escolhida para o estudo, a definicdo das
variaveis, e a amostra selecionada da populagao e a coleta de dados.

O método de pesquisa utilizado foi o descritivo e experimental (Gil, 2000).
Utilizou-se uma amostra de 24 individuos de uma populacgéo finita que estariam
antes a participar do estudo para avaliar a Bioequivaléncia entre um
medicamento teste e um medicamento de referéncia.

A coleta de dados foi obtida com os procedimentos padronizados pela
ANVISA para os ensaios de Bioequivaléncia Média.

O delineamento utilizado foi 0 experimento cruzado (crossover) 2 x 2, duas
drogas e dois periodos. As variaveis utilizadas foram variaveis farmacocinéticas:
tempo do pico de concentragdo maxima (Tmax), area sobre a curva (ASC),
concentragcdo maxima (Cmax), meia vida (t,).

Seguindo-se a resolucao externa RE n°478 de 19 de Marco de 2002, as
medidas fundamentais para a determinagcdo da Bioequivaléncia entre
medicamentos é: ASC, Cmax € Tmax-

Os valores destasvariaveis sao obtidas da concentracdo plasmatica, ao
longo do tempo de cada avaliagdo pacientes nas drogas

A analise Estatistica da Bioequivaléncia segundo recomendacado da
ANVISA sugere as seguintes etapas:

1) Apresentacao

P.46 (Manual da ANVISA)

2) Analise descritiva dos dados acima;

3) Avaliacao preliminar dos efeitos residuais e dos efeitos fixos;

4) Construgdo de ANOVA de acordo com o resultado obtido no item 3);

5) Avaliacdo da bioequivaléncia atraves dos intervalos de confianca e testes

de hip6teses apropriados;
6) Conclusodes do estudo.
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3.1. Material e fontes de dado

Os dados coletados para a andlise da Bioequivaléncia foi obtido em um
laboratério credenciado pela ANVISA para a realizacdo do ensaio entre uma
droga e um medicamento teste. Foram selecionados 24 voluntarios que se
submeteram ao acompanhamento dos niveis séricos da substancia ao longo do
tempo e as medicoes estdo apresentadas no ANEXO para a droga referéncia e a
droga teste. A fase do trabalho que necessita de analise estatistica é a parte que
€ abordada neste trabalho e os detalhes clinicos do experimento ndo serédo
apreciados.

Por uma questdao de ética profissional, foi solicitado que o nome da droga
comercial ndo fosse citada para que o laboratério que gentilmente cedeu os
dados cumprisse uma exigéncia do seu cliente. Também o laboratério solicitou a
nao divulgagédo de seu nome, colaborando de forma silenciosa e prestativa com

a divulgacao da aplicacédo do estudo de Bioequivaléncia média.
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4 Bloequivaléncia e Medidas Farmacocinéticas

Em estudo comparativos de biodisponibilidade, para quantificar a extensao e a
taxa de absorcado de uma determinada droga séo utilizadas algumas medidas de
interesse, chamadas de medidas farmacocinéticas , sendo representadas pela
area sob a curva da concentracdo versus tempo (ASC), pela concentracao
maxima (Cnax) € pelo seu respectivo tempo (Tmax) correspondente a Cpax. A
estimacao desta medida pode ser obtida a partir das concentragdes observada
do farmaco em algum liquido biolégico, como sangue e urina, cuja as amostras
sao coletas ao longo do tempo, apds a administracdo do medicamento em cada

voluntario.

4.1. Area Sob a Curva (ASC)

A ASC e’uma das principais medidas farmacocinéticas, permite medir a
quantidade de farmaco absorvido pelo corpo e sua eliminacdo ao longo do
tempo.

4.2 Biodisponibilidade: indica a velocidade e a extensdo de absor¢cdo de um
principio ativo em uma forma farmacéutica, a partir de sua curva
concentracdao/tempo na circulagdo sistémica ou sua excrecao na urina. (Brasil,
1999)

4.3 Equivaléncia terapéutica: dois medicamentos sédo considerados
terapeuticamente equivalentes se eles sdo farmaceuticamente equivalentes e,
apds a administracdo na mesma dose molar, seus efeitos em relagcédo a eficacia
e seguranca sao essencialmente os mesmos, o que se avalia por meio de
estudos de bioequivaléncia apropriados, ensaios farmacodinamicos, ensaios
clinicos ou estudos in vitro. (Brasil, 2003a)

4.4 Equivalentes farmacéuticos: sao medicamentos que contém o mesmo
farmaco, isto €, mesmo sal ou éster da mesma molécula terapeuticamente ativa,
na mesma quantidade e forma farmacéutica, podendo ou nao conter excipientes
idénticos. Devem cumprir com as mesmas especificacbes atualizadas da
Farmacopéia Brasileira e, na auséncia destas, com a de outros cddigos
autorizados pela legislacao vigente, ou ainda, com outros padroes aplicaveis de

qualidade, relacionados a identidade, dosagem, pureza, poténcia, uniformidade
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de conteudo, tempo de desintegracdo e velocidade de dissolucao,
quando for o caso. (Brasil, 2003a)

4.5 Medicamentos bioequivalentes: sdo equivalentes farmacéuticos que, ao
serem administrados na mesma dose molar, nas mesmas condicdes
experimentais, ndao apresentam diferencas estatisticamente significativas em
relacdo a biodisponibilidade e, portanto, sdo semelhantes com relacdo a sua
eficacia e inocuidade. (Brasil, 2003a)

4.6 Medicamento de referéncia: medicamento inovador registrado no érgao
federal responsavel pela vigilancia sanitaria e comercializado no Pais, cuja
eficacia, seguranca e qualidade foram comprovadas cientificamente junto ao
orgao federal competente, por ocasiao do registro. (Brasil, 1999)

4.7 Medicamento Genérico: é aquele equivalente terapéutico de um produto de
referéncia (inovador), sendo com este intercambiavel, ou seja, apresenta a
mesma eficacia clinica e o0 mesmo potencial de originar efeitos adversos. E
geralmente produzido apds a renuncia ou expiracao da protecao patentaria ou
de outros direitos de exclusividade, comprovada a sua eficacia, seguranca e
qualidade, e designada pela Denominagdo comum brasileira (DCB) ou, na sua
auséncia, pela Denomina¢do comum internacional (DCI).

4.8 Medicamento inovador: medicamento comercializado no mercado nacional,
composto por, pelo menos, um farmaco ativo, sendo que esse farmaco deve ter
sido objeto de patente, mesmo ja extinta, por parte da empresa responsavel por
seu desenvolvimento e introdu¢do no mercado do pais de origem. Em geral, o
medicamento inovador € considerado medicamento de referéncia, entretanto, na
sua auséncia, a ANVISA indicara o medicamento referéncia. (Brasil, 2003a)

4.9 Medicamento similar: aquele que contém o(s) mesmo(s) principio(s)
ativo(s), apresenta a mesma concentracdo, forma farmacéutica, via de
administracdo, posologia e indicacao terapéutica, preventiva ou diagnéstica e
que é equivalente ao medicamento registrado no érgao federal responsavel pela
vigilancia sanitaria, podendo diferir somente em caracteristicas relativas ao
tamanho e forma do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem,
excipientes e veiculos, devendo sempre ser identificado por nome comercial ou
marca. (Redacéo dada pela MP 2.190-34, de 23 de agosto de 2001)
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4.10 Método Trapezoidal(Yeh e Kwan ,1978) para estimacao da ASC.

O método trapezoidal emprega a interpolagéo linear, entretanto a estimativa da
ASC pode ser subestimada ou superestimada, dependendo da concavidade da
curva e, principalmente da amplitudade dos intervalos. Este método rem sido o
mas divugado para estimacao da ASC em estudo de biodisponibilidade devido a
sua simplicidade e esta a disposicao nos pacotes computacionais.

Consideremos Cy,Cy,....,Cx como sendo as concentracoes sanguineas obtidas
nos tempo toty,....,tx respectivamente. Assim empregando o método da regra
trapezoidal, para cada um dos intervalos, [toti],....,[tk-1,1], emprega-se a
interpolacdo linear para cada concentracdo observada, ou seja, ajusta-se uma

reta para pontos (1.1 Ci1) e (t;,Ci), como mostramos embaixo.

C _ t,C ;7}1_ C ey + C ;7}1_ C i Onde te [ti—l’ti:l e hi:[i_ti—l (1)

A integracao da reta C em (1), de ti.1 a ti, fornece a regido da area sob a reta

neste intervalo, o que é equivalente a area dada por um trapézio delimitados
pelos pontos (ti.1, Ci1) e (t, Ci). portanto a ASC do intervalo [to, t] (ASCx) pode
ser estimada através da soma das areas dos trapézios formados pelos pontos
dos intervalos, ou seja por

()

ASCtk :Zﬁ‘ {%J(h_til)’
2

Existe outras medidas farmacocinéticas que podem ser utilizadas no estudo de
biodisponibilidade como: concentragcdo maxima do farmaco Cmax € tempo Thax
correspondente a Cax.

A estimativa da ASC do intervalo de zero a infinito [0 — o], denotada por (ASC_)

pode ser obtida por:

c. ©)

kel

ASC . =ASC , +

onde Cx é a concentracdo da ultima amostra e kg representa a taxa de
eliminagdo da droga, cuja a estimativa pode ser obtida atraves do coeficiente
angular do modelo de regressao linear de minimos quadrados dos logaritmos
naturais das ultimas 4 a 6 concentragdes, multiplicado por — 1. observe se a
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ultima concentracéo for nao-quantitativa, entdo a estimativa (ASC_) sera igual a
ASCr.

O pico de concentragdo maxima Cmax do farmaco e o tempo para atingir
este pico Tmax devem ser obtidos diretamente da curva da concentragéo
sanguinea do farmaco versus tempo, sem a interpolacéo dos dados.

A outra medida farmacocinética importante € o tempo de meia-vida de

eliminacédo do farmaco t,,» aue determina o tempo em que a concentragéo de

um determinado medicamento diminui em cerca de 50% na circulagédo
sanguinea. Por este motivo, recomenda-se que o cronograma de coleta das
amostras deve comtemplar um tempo igual ou superior a 3 a 5 vezes a meia-
vida de eliminacdo do farmaco. Procedendo assim, a estimativa da ASCy pode

ser igual ou superior a 80% da (ASC_ ). Considerando que a taxa de decaimento

da concentragcédo do farmaco ao longo do tempo passa ser obtida através de uma

equacao diferencial de primeira ordem, em tem-se:
4)
dc__ _ _ | (

onde C é a concentracao da formulacao e kg representa a taxa de eliminacao da
droga. Integrando a equacéao diferencial, tem-se:

C t
dc
o —ke,!;dt =InC/C=—k,t/t=InC=InC, =—k,t.

Como ¢ =¢,e C=C,/2,tem-se
_In(2)

C
ln(joj—lnco =InC, =—k,t, =1, = p (5)

el

onde kg € a taxa de eliminacao do farmaco.
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5. Planejamento Experimental Para Estudo de
Bioequivaléncia/biodisponibilidade

os estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia sao realizados através
de planejamentos planejados, que tem por objetivo fornecer informacdes das
biodisponibilidade das formulacbes testadas, as quais sdo administradas em
uma amostra de voluntario. Para a realizagdo de um estudo experimental, é
necessario o uso de um protocolo experimental, onde sdo detalhadas todos os
procedimentos e consideragoes utilizados durante o experimento: os objetivos do
estudo, os critérios adotados na selecdo e exclusdao de voluntarios, as
caracteristicas e as formas de dosagem das formulacdes testadas, a escolha do
delineamento experimental, a metodologia empregada na coleta e na analise
laboratoriais das amostras e os métodos estatisticos empregados na analise das
biodisponibilidades.

O objetivo de um estudo de bioequivaléncia é avaliar a bioequivalencia das
formulagdes teste T e referencia R de um produto farmacéutico através de suas
biodisponibilidades observadas, segundo limites clinicamente aceitaveis.

Uma caracteristica da maior parte dos estudos de bioequivaléncia é o emprego
de voluntarios sadios em seus experimentos. Como existe uma grande
variabilidade metabdlica presente nos individuos, € importante escolher os
critérios adequados para manter a homogeneidade das caracteristicas do grupo
de individuos participantes do experimento. Por exemplo, devem se
considerados o sexo, idade, peso, os habito alimentares, estado de saude,
devendo ser excluidos os voluntarios que apresentarem alergia ao farmaco, que
estdo com tratamento em andamento ou que apresentarem qualquer tipo de
dependéncia de droga como alcool, tabagismos e outros. Durante os
experimentos, o0s voluntadrios devem se submetidos as mesmas condi¢cdes
experimentais durante todo o experimento, ou seja, com uma dieta semelhante,
por exemplo, com uma mesma quantidade de liquidos e alimentos, e com um
mesmo periodo de jejum.

Os critérios aprovados pela Agencia Nacional de Vigilancia
sanitaria(ANVISA) para etapas clinicas de um estudo de bioequivaléncia de
medicamentos genéricos estao presentes na Resolucao n® 896 de maio de 2003.
essas etapas clinica compreende desde a selecdo dos voluntarios até a alta
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hospitalar e o ultimo retorno para o acompanha mento, sendo caracterizadas
pela administracdo dos medicamentos teste e referéncia em um grupo de
voluntarios sadios, previamente selecionados, de acordo com a lista de
randomizacao estabelecida, seguindo a coleta das amostras de liquidos
bioldgicos(sangue, na maioria dos casos)(Jatene et al,2002) que sado os

seguintes:

i) os voluntarios participantes do experimento devem ser sadios, ter idade
entre 18 a 50 anos e consciente do objeto de estudo;

ii) os experimentos clinicos devem ser conduzidos com voluntérios do sexo
masculino, feminino ou ambos 0s sexos, sendo que no ultimo caso, o numero de
mulheres e homens devera ser igual.

i) Os pesos dos individuos devera estda em um limite £15% do peso
normal para homens e mulheres, considerando a altura e a estrutura fisica da
cada um;

lv) Deve-se evitar individuos fumantes, em tratamento com  outro
medicamento ou com histérico de abuso de alcool ou droga. Caso sejam
incluidos, estes voluntarios deverao esta devidamente identificados.

V) Os voluntarios participantes do estudo experimental que necessitam de
confinamento devem permanecer em lugar apropriado, sob a supervisdo de um
medico.

Vi) Nos estudos em que s&o necessarios voluntarios com caracteristicas

diferentes das citadas acima, a inclusdo devera ser justificada cientificamente.

5.1 Principios Basicos de um Planejamento Experimental

A metodologia no delineamento experimental e na analise de
experimento é usualmente creditada a Fisher(1935), pois quem primeiro
introduziu o principio da aleatorizagdo e da analise de variancia, sendo
inicialmente aplicadas em planejamentos de experimentos agricolas, desde
entdo, vem tendo grande sucesso na analise de experimentos, embora a
metodologia continue é essencialmente a mesma. E contem trés principios

basicos que sao: replicacao, blocagem e aleatorizacao.
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5.1.1 Replicacao

para obter uma prcesdao adequada na analise do experimento, é
necessario que o experimento possua um certo numero de unidade
experimental, isto é, algumas unidades amostrais alocadas ao tratamento
testado. Em estudo de bioequivaléncia, cada unidade experimental é
representado por um voluntario. O uso da replicacdo no planejamento de um
experimento de bioequivaléncia consiste em administrar as formulacdes
testadas mais de uma vez, em periodos diferentes de tratamento, ou seja, existe
repeticbes de uma ou mais formulagdes para cada um dos voluntarios. Portanto,
a realizacao de um experimento de bioequivaléncia com um nimero adequado
de replicac6es dos tratamentos administrados possibilita estimar a variabilidade
metabdlica presente nos individuos. Com o aumento do numero de individuos no
experimento, aumenta-se a precisdo no teste de bioequivaléncia. Na
comparacdo das meédias de dois grupos de tratamentos independentes,por
exemplo, quando maior for o tamanho de ambas as amostras, maior serdo os
graus de liberdade no teste t, 0 que aumenta a eficiéncia e sensibilidade deste
testes.

5.1.2 Blocagem

Para controlar alguma fontes de variagdo conhecidas ou suspeitas de um
experimento, pode-se empregar a blocagem, que consiste em dividir cada
experimento, segundo alguns fatores de blocagem, em subgrupos relativamente
homogéneos, denominados de bloco. Como os voluntarios participantes dos
experimentos de bioequivaléncia apresentam uma grande variabilidade
metabdlica, os blocos podem ser representados por cada individuo. O interesse
nao esta em estudar o efeito desta fonte de variacédo ja conhecida, mas sim em
controla-la, devido ao metabolismo dos voluntarios. Se alguma fonte de variacao
existirem, entdo uma metodologia de blocagem bem planejada, combina a uma
analise de estatistica apropriada, permite que as variagdes causadas por essas
fontes possam ser identificadas e removidas do erro experimental, aumentado a
precisao dos testes estatisticos. Freqlientemente, utiliza-se sexo, idade ou peso

dos voluntarios como fatores de blocagem para realizagao de um experimento.
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5.1.3 Aleatorizacao

A aleatorizacdo dos voluntarios aos grupos de tratamento desempenha um
importante papel na validade os resultados obtidos através da realizagdo de um
estudo experimental.

O termo alaeatorizacao significa que cada um dos individuos participante
do experimento sdo designados a um ou mas tratamentos de forma aleatéria,
isto é, casualmente. Por exemplo, cada um dos voluntarios tem a mesma chance
de ser escolhido e alocado a um dos grupos de tratamentos disponiveis. Este
método alocacdo, n&o intencional, ndo promove o beneficio de determinado
tratamento.

Existe, basicamente trés razdes para aplicar a aleatorrizagdo em um
estudo experimental. Primeiramente, a aplicagdo da aleatotizacdo proporciona
uma certa homogeneidade nos grupos em que sao administrados os
tratamentos, pois a aleatorizacdo remove algumas fontes de variacao
relacionada e algumas caracteristicas dos voluntarios. Durante a realizagcao de
um experimento, estas caracteristicas, denominadas também por covariaveis,
podem ser, por exemplo, peso, idade, sexo ou condicédo fisica dos individuos.

A segunda razdo para o uso da aleatorizagdo em experimento esta
relacionado a validacdo dos resultados obtidos pelo experimento para que uma
inferéncia estatisticas possa ser aplicada aos resultados do experimento e as
conclusdes expandidas para uma populagdo. E importante lenbra que
experimentos sdo realizados apenas com uma amostra de individuos
proveniente de uma determinada populacao de interesse.

O terceiro ponto, refere-se a aleatorizacdo como um método eficiente no
mascaramento das identidades dos tratamentos administrados aos voluntarios,
pois isto evita possiveis vicios na alocacao dos individuos e na conducao do
experimento. Por exemplo, em ensaios clinicos aleatorizados duplamento cegos,
os voluntarios ndo tem conhecimento das formulagcbes que recebem e os
profissionais de saude envolvidos também desconhecem as formulagbes que
administraram durante o experimento, pois as formulacées sdo devidamente
codificadas. No entanto, existem também os ensaios clinicos aleatorizados
cegos simples, este experimento consiste na administracdo das formulacdes aos

voluntarios, porem estes desconhecem o tratamento oferecido. A possibilidade
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de distinguir os tratamentos administrados aos voluntarios evita que alguns
aspectos psicolégicos possam interferir e mascarar os efeitos das formulagdes
testadas.

Uma vantagem adicional no emprego da aleatorizacdo esta relaionada a
credibilidade dos resultados obtidos por estudo experimental que incorpora
algum método de aleatorizacdo em seu planejamento para alocacao dos
voluntarios aos tratamentos disponiveis Por isso, a auséncia da aleatorizacao
diminui a credibilidade e levanta suspeita acerca de alguma conclusdo. Kunz e
Oxman ( 1998) apostaram que o resultado obtido por ensaios clinicos nao-
aleatorizados podem ndo ser reproduzidos através de ensaios clinicos
aleatorizados. Portanto, a presenca de vicios de selecao pode superestimar ou
subestimar akguns resultados do experimento.

5.2 Procedimento de Aleatorizacao

Quando o interessado esta em alocar, com a mesma probabilidade de
alocagédo, os n voluntarios aos t tratamentos, utiliza-se alaeatorizacdo fixa. Estas
probabilidades de alocagdo permanecem inalteradas durante todo o
procedimento de aleatorizacdo dos voluntarios aos grupos de tratamentos.

Em sua versdo mas simples, a aleatorizagcdo fixa em um estudo
experimental consiste, por exemplo, em alocar uma amostra de n voluntarios aos
dois tratamentos teste T e referéncia R, com as mesmas possibilidade de
alocacao (Pt = Pg). este procedimento de aleatorizagdo pode ser facilmente
realizados através de uma tabela de numeros aleatérios, disponiveis em varios
livros, ou com o uso de algum programa estatistico. Por exemplo, utiliza-se a
tabela de numeros aleatérios, pode-se alocar os n voluntarios aos grupos de
tratamento R e T levando em conta os seguintes critérios:

i) se 0 numero aleatério € par, aloca-se o i-ésimo individuo ao tratamento R,
se for impar aloca-se o i-ésimo individuo ao tratamento T.

Existe outros métodos de alocacdo de n voluntarios aos t tratamentos de

um estudo experiemntal. A aleatorizacdo pode ser realizada utilizando uma

razdo de alocacgao e a estratificacdo ou a blocagem.
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5.2.1 Razao de alocacao

O uso da razdo de alocacdo nos procedimentos aleatorizados €
freqientemente aplicada, por exemplo, nos casos em que a diferenga nos custos
da realizacdo do experimento com grupos de tratamento de mesmo numero é

grande ou quando os tratamentos estudados possuem niveis de toxidade

Tabela 1: Alocacao aleatoria simples de 24 voluntarios de um experimento
composto por dois tratamentos Re T.

Niumero Tratamento Numero Tratamento
individuo Aleatdrio Alocado individuo Aleatdrio Alocado

1 5 T 13 0 R
2 3 T 14 2 R
3 4 R 15 3 T
4 7 T 16 9 T
5 9 T 17 9 T
[§) 9 T 18 7 T
7 7 T 19 7 T
8 3 T 20 (§] R
9 4 R 21 3 T
10 4 R 22 0 R
11 63 R 23 1 T
12 63 R 24 i T
tratamento niumero de
alocado voluntarios
R 9
T 15

O procedimento mais comum de alocagao utilizada e a proporcional ou
uniforme, onde as probabilidades de alocacdo sao iguais durante todo o
processo de alocagao dos n voluntarios aos t tratamentos do experimento, isto &,

p1=pP2o=.....=p; € Z’; p, =1. Porem, se existir no minimo uma probabilidade
diferente das demais e i op=1s entdo alocagdo deste planejamento

experimental é desproporcional ou ndo-uniforme.

A alocacao de n individuos aos t tratamentos de um estudo experimental
pode ser expressa através da razao r; de voluntarios alocados ao tratamento i.
portanto, as probabilidades p; de alocacao aos tratamentos sdo escolhidas afim
de fornecer um numero esperado de dados préximo da razado desejada.
Geralmente, utiliza-se a alocagdo uniforme, pois fornece um experimento
balanceado, onde cada grupo de tratamento possui 0 mesmo numero de

individuos alocados.
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Por exemplo, considere um estudo experimental realizados com n
voluntarios e dois tratamentos R e T. portanto, considerando a razado de
alocacdo 1:2 para os tratamentos R e T, tem-se uma propor¢cdo dos dois
voluntarios alocados ao tratamento T para cada voluntario alocado ao tratamento

5.2.2 Estratificacao

Quando o interesse esta em estudar as influéncias de algumas
covariaveis, por exemplo, sexo ou idade dos voluntérios, nos resultados do
experimento, pode-se utilizar a estratificacdo. Esta metodologia consiste em
dividir, sengundo as covariaveis de interesse, o nimero de voluntarios do estudo
experimental em grupos menores, denominados de extratos. Além de possibilitar
o estudo das influéncias das covariaveis nas respostas dos individuos, a
estratificacdo também pode aumentar a precisdo do experimento com reducéo
da variabilidade devido as covariaveis estratificadoras.

Considere, por exemplo, o sexo e a idade dos voluntarios como
covariaveis estratratificadas. Desta forma,os n voluntarios podem ser
classificados segunda a covariaveis sexo em dois estratos: homem e mulheres.
Cada um desses estratos também pode ser estratificado de acordo com os trés
niveis da covariaveis idade (menores de 45 anos, de 45 a 55 anos e maior de 55
anos). Portanto os n individuos formam 6 estratos, cada um com uma categoria
da covariavel sexo (M e F) e um nivel de covariaveis idade (menores de 45, de
45 a 55 anos e maiores de 55 anos). Nesse caso, a alocacao dos voluntarios aos
tratamentos é realizada dentro de cada um dos estratos utilizando-se algum
método de aleatorizacao, por exemplo a aleatorizacao simples. Note que a
estratificacdo pode se tornar complexa se existr um ndamero grande de
covariaveis estratificadas com varios niveis ou categorias. Em termos gerais, um
estudo experimental com ¢ covariaveis estratificada e cada uma dedas com |
niveis, formam [ l,.....,lc estratos. Nestes casos, pode haver formacao de estratos
com numero reduzidos de representantes e, conseqientemente, formar estudos

experimentais ndo-balanceados.
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5.2.3 Blocagem

Os estudos experimentais realizados para analise de bioequivaléncia
geralmente utilizam a blocagem para remocao da variabilidade metabdlica inter-
individuos da andlise estatistica, pois a precisado das comparacdes entre os
tratamentos é determinada pela variabilidade dentre os blocos. Portanto, a
blocagem também pode ser associada a alguma metodologia de aleatorizacao.
Nestes experimentos, aplica-se uma aleatorizacao restrita, ou seja, aleatoriza-se
apenas dentro de cada um dos blocos formados.

A aleatorizagdo também pode ser apresentar alguns entraves quando é
aplicada em alguns estudos experimentais, pois um dilema fundamental pode
surgir do conflito existente entre a alocacdo aleatéria dos voluntarios e os
principios da ética médica. Isto ocorre, principalmente, nos casos em que um
determinado tratamento € reconhecidamente melhor e pode ser decosivo na
saude dos voluntarios. Outro exemplo esta relacionado ao desenvolvimento de
novas drogas, cujos os efeitos colaterais sdo desconhecidos e podem levar a
morte dos voluntarios. Diante destas limitacbes, Meinert e Tonascia (1986)
aconselhou que ensaios clinicos ndo devem ser conduzidos, a menos que seja

eticamente comprovado.

5.2.4 Coleta dos Dados Longitudinais do Experimento

Apos a administracdo do farmaco aos voluntarios, as amostras de algum liquido
biolégico, por exemplo, sangue ou urina, sdo coletadas ao longo do tempo, sob
as mesmas condicoes experimentais paratodos os voluntarios do estudo
experimental. A partir dessa amostra, as concentracdes do farmaco, para cada
um dos voluntarios, sao processadas em laboratério.

Alguns estudos experimentais pilotos podem ser realizados com alguns
voluntarios para determinar previamente os tempos experimentais que devem
ser utilizados durante a execucao do experimento. Outra forma de determinar os
tempos experimentais é através de referéncias sobre a formulacado R. Pontonto,
apartir dos tempos observados da concentracdo maxima dos estudos pilotos,
pode-se determinar o cronograma dos tempos experimentais em que as

amostras dos individuos devem se coletadas durante a realizacdo do estudo
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experimental. O planejamento dos tempos experimentais possibilita uma melhor
estimagdo das medidas farmacocinéticas: Cmax € Tmax. Através da Resolu¢do n®
896, a ANVISA determinou que o cronograma de coleta das amostras devem ser
iguais, ou superior a 3 — 5 vezes a meia-vida de eliminagdo do farmaco ou do
metabdlico.

E coveniente ressaltar que os tempos amostrais, utilizados em um estudo
experimental de bioequivaléncia, ndo precisam ser necessariamente os mesmo,
porém é importante manter os memos tempos experimentais, para os tempos

préximo ao pico da concentrcdo maxima das formulacdes testadas.
5.3 Planejamento Experimental Crossover

Os planejamentos  experimentais  crossover sao  geralmente
recomendados aos estudos de bioequivaléncia, pois existe uma grande
variabilidade metabdlica presentes nos voluntarios participantes deste
experimentos. Os estudos experimentais crossover possuem grande vantagem,
em termos de precisdo estatistica e custos, quando comparados com
experimentos completamente aleatorizados.

Um planejamento experimental crossover é uma modificacdo do
planejamento de experimentos aleatorizados em blocos, onde cada bloco recebe
mas de uma formulacdo da droga em diferentes periodos de tratamento. Nestes
experimentos, o0 bloco pode ser um individuo ou um grupo de individuos
homogéneos. Estes experimentos clinicos consiste em alocar, segundo uma
técnica de aleatorizacao, os voluntarios e as sequeéncias das formulacdées. Uma
planejamento experimental € denominado decrossover completo se cada uma
das sequéncias contém todas as formulacdes testadas. Nao é necessario que o
namero de formulagdes em cada sequéncia seja maior ou igual ao numero de
formulacbes testadas em um experimento crossover. O delineamento
experimental crossover composto por g sequéncias administradas em p periodos
de tratamento e denominada de experimento crossover g x p.

Como os voluntarios de um experimento crossover sao utilizados como
seus proéprios controles, estes experimentos sdo capazes de identificar eremover
a variabilidade inter-individuos, e consequentemente, aumenta a precisdao da

analise estatistica das biodisponibilidades das formulacées. Com a reducao da
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variabilidade propocionada pelo uso de um experimento crossover, € necessario
um tamanho de amostra inferior ao planejamento paralelo para obtencdo de uma
mesma precisdo, 0 que pode reduzir o custo para a realizacdo do estudo
experimental.

Os periodos de administracdo das formulagdes de um experimento
crossover sdao usualmente separados por periodos de washout, ou seja, um
periodo para eliminacao da formulacdo administrada no periodo de tratamento
anterior. Durante o periodo de washout deve ser de no minimo, sete meias-vidas
de eliminacdo do farmaco ou do metabdlico, segundo a Resolugcao n® 896 da
ANVISA. Estes periodos de washout deve ser de longo e sufuciente para que os
efeitos de carry-over ou residuais da droga administrada no periodo anterior
sejam completamente eliminados.

Se a droga possui um tempo de meia-vida muito longo ou se o periodo de
washout entre os tratamentos fou insuficiente, o efeito da droga pode persistir
mesmo depois do final do periodo da tratamento. Neste caso, é necessario
distinguir a diferenga existente entre o efeito direto da droga e o efeito de carry-
over, ou seja residual. O efeito direto da droga € o efeito apresentado durante o
periodo que a mesma € administrada. O efeito de carry-over é o efeito da droga
que pesiste mesmo apds o término do seu periodo de tratamento. Se o efeito
carry-over permanecer por apenas um periodo de tratamento é chamado de
efeito carry-over de primeira ordem.

Entéo, se o efeito de carry-over de uma determinada droga persitir por até
c periodos de tratamento, é dito que estra groga possui um efeito carry-over de
c-ésima ordem. No entanto, em estudo de bioequivaléncia e biodisponubilidade,
€ improvavel que o efeito de carry-over de uma uma determinada droga exista
por mais de um periodo de tratamento desde que seja considerado um periodo
de washout suficiente par eliminagdo da droga. A presenca dos efeitos carry-
over na medidas farmacocinéticas é a principal desvantagem dos experimentos

crossover em estudo de bioequivaléncia.
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5.4 Modelo Estatistico e Contrastes Lineares

Considerando o seguinte modelo estatistico para um experimento crossover
realizado para testar f formulacdes, que formam g sequéncias administrada em p
periodos de tratamentos:

yzjk:ﬂ+sik+pj +f(j,k)+c(j—1,k)+eijk (2.2.1)

onde yix representa a variavel resposta de alguma medida farmacocinética,
por exemplo a ASC ou Cax do i-ésimo individuo no j-ésimo periodo e na k-ésima

sequéncia, parai=1,2,....,n., j=1.2,...pek=1,1,.,0;

i representa a média geral;
s, © o efeito aleatorio do i-ésimo individuo na k-ésima sequéncia,
para i=1,2,...,nx,ek=1,1,...,0;

p. representa o efeito do j-ésimo periodo, para | = 1,2,..p e
J
p _ .
Zj:l pj_o’
f(,k)é o efeito direto da formulagdo administrada no j-ésimo periodo,
Js

na késima sequéncia tal que =0
9 9 zJC(J'.k)
C-i, Fepresenta o efeito residual do (j — 1)-ésimo periodo para o j-ésimo
periodo na h-ésima sequéncia, sendo que ¢, =0 e Zc(j—l,k) =0

€l-,~ké o erro aleatério do i-ésimo individuo, no j-ésimo periodo e na k-

ésima sequéncia;

assume-se que g, € ¢, sad variaveis aleatorias independentes com

2 g . ‘A P . 2 2 . .
meédia iguais a zero e variancia iguais a ¢ e ¢ ,ondet=1,2,..f. a estimativa

de ejé utilizada para qualificar a variabilidade inter-individuos, enquanto que a

. . 2, . . e . . e
estimativa de ¢ € usada para avaliar a variabilidade intra-individuos para a t-

ésima formulagéo.
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A ndlise de um modelo estatistico pode ser realizado através de
contrastes linares, ou seja, de combinacdes lineares. Por exemplo, a
combinacao linear, ciFy,coFs,.....+CiF;, onde ci+Co+.....+C; = 0, é um contraste.

Um contraste linear, c{Fq,CoFo,.....+CiF; € ortogonal a outro diF{+daFo+.....+d;F,

Portanto, para trés formulacoes, tem-se que o conjunto de contrastes F> — F; e
2F3; — Fy sédo ortogonais entre si. Em geral, pode-se escrever f — 1 contrastes
ortogonais para cada um experimento de f formulagdes.

Um contraste linear dentro dos individuos, para k-ésoma sequéncia’pode

ser escrito como combinagéo linear das médias dos periodos, ¥,y ..,

como mostrado abaixo:

c=c¢Yu+c,Yu +....+CPY.pk,

v z; 1Y11k

onde Y= k=12,...0;j=12,....pe Z‘i’:lcizo

Note que a variancia de ¢ envolve apenas a variabilidade intra-individuos

usando-se os contrastes leneares das médias.

5.5 Delineamento Experimental Crossover de Duas Formulacoes para
Bioequivaléncia Média.

A versao mas simples de experimentos crossover para duas formulacées,
uma teste T e outra refeéncia R, € o experimento crossover 2 x 2. este
experimento é composto por duas sequéncias ( RT e TR ) e dois periodos da
tratamentos (| e Il ). Em estudo de bioequivaléncia, os experimentos crossover
sao ralizados com amostra de ny + ny volutarios, geralmente sadios, que séo
alocados aleatoriamente a uma das sequéncias de tratamento (n; para
sequéncia RT e ny para TR). Por exemplo, metade dos individuos alocados a
sequéncia RT recebem primeiramente a formulacdo R durante o primeiro
periodo e a segunda recebe a formulgdo T, no segundo periodo de tratamento,

enquanto que as demais seguem omesmo procediemnto para a segunda
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sequéncia, TR. Os periodos sado, usualmente, separados por periodos de
washout que corresponde, no minimo de 3 a 7 meia-vidas do principio ativo da
droga testada. Este periodo deve ser longo e suficiente para que os efeitos
residuais da droga administrada no primeiro periodo sejam completamente
eliminados.

A partir do modelo estatistico em (2.2.1), obtem-se as respostas
apresentadas na tabela abaixo para o i-ésimo individuo nas sequéncias 1 e 2 de

um experimento crossover 2x2.

Tabela 2: Resposta do i-ésimo individuo em um planejamento

Experimental Crosover 2x2.

Segéncia periodo | periodo I

1(RT) Yi11:ﬂ+Sil+P1+FR+eill Yi21:'u+Sil+P2+FT+CR+eill
2(TR) Yi12:'u+Si2+Pl+FT+ei12 Yi22:'u+Si2+P2+FR+CT+ei22

OndeP1+P2=0;FR+FT=0eCR+CT=O.

Cada voluntario do planejamento de experimento crossover 2 x 2 possui
um par de observagdes que corresponde alguma medida farmacocinética, por
exemplio a ASC ou Cnax, as quais sdo observadas nos periodos 1 e 2. Este par
de observacdes (periodo 1, periodo 2) pode ser representado pelo vetor

alaeatorio bivariado.
Y=YV, Y.) i=12..n e k=12 (2.2.2)

Como os vetores aleatério bivariados sao independentes, tem-se que

vetor de médias e a matriz de covariancia para sequéncia 1 sdo

2 2
( {+ P+ Fy je y _|0:*0s O
RT 2 2 2
Ht B+ B+ Gy Os 0.0

ILIRT:
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Com relacdo a sequéncia 2, obtem-se o vetor de médias de covariancia,
que apresentamos abaixo.

2 2 2
I :[ p+ P+ F, J ey -|OrtOs O
TR ﬂ+P2+FR+CT TR Gz Gi+62

Como a variabilidade intraindividuos das formul¢cées T e R, denotadas

rspectivamente por ¢y e 2, nao podem ser estimadas neste planejamento
(oF O

: . T - 2 2 2
experimental, & necessario utilizar a pressuposicdode que g, = O; = O.-

Assim, obtem-seque > = > = > ,onde

2

2 2
(o .+0 o
2 o . o .+O

Em um experimento crossover 2 x 2, existe trés grau de liberdade, que
estdo associados as quatros médias de sequéncia por periodo, sendo um grau
de liberdade para o efeito de sequéncia, um para o efeito do periodo e um para a
interacdo entre sequéncia e periodo, que € o efeito direto da formulagdo quano o
efeito carry-over nado é significativo no modelo. No entanto, na presenca de efeito
carry-over, este experimento possui as seguintes desvantagens:

i) o efeito da sequéncia ndo pode ser estimado separadamente, devido ao

confundimento com o efeito de carry-over;

i) ndo existe estmativa ndo-viciada para o efeito direto da formulacao;

i) ndo é possivel determinar as estimativas das variabilidade intra-
. . ~ 2 2 . ~ , . ~
individuos para as duas formulagbes ¢, e¢ ¢, ( pois nao ha replicagbes
de cada formulacao para cada um dos individuos)

Devido a estas limitacée do planejamento de experimento crossover 2 x 2

em estudo de bioequivaléncia, alguns outros delineamentos experimentais
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podem ser considerados, por exemplo, 0s planejamentos experimentais
crossover de ordem superior. Estes delineamentos sdo assim determinados
porque possui um numero de periodos ou de seuquéncias, superior ao numero
de foemulacdes testadas.

Mostraremos a seguir alguns planejamentos de experimento crossover de
ordem superior, que poder ser utilizados em estudos de bioequivaléncia e

biodisponibilidade.
5.5.1 Delineamento Experimental Crossover4x2;2x3;2x4e 4 x4.

Estes planejamentos de experimentos também sdao chamados de
planejamento de experimento crossover replicado, pois pelo menos uma das
formulagdes é replicada em cada um dos volutarios participante do estudo.
Conforme a Resolucao n? 896, de 29 de maio de 2003, a ANVISA recomenda o

emprego desse estudo experimentais quando as variabilidade dos farmacos for

alta, ou seja, quando o coeficiente de variagdo (CV), dado por (C'V/ = O'e/,UR ,

for maior ou igual a 30%, incluiendo aqueles que sdo de liberagdo imediata,
liberagdo modificada e outros produtos de administragao oral.
Considere o0 seguinte modelo para um planejamento de experimento

crossover de ordem superior:
Yi=#+GutSut Pt F ot Coanten (22.3)

onde Y .u.P..F ,-S.¢e; parai=12..n k=12..9gej=12,.,psao

definidos como no modelo em (2.2.1) da secao 2.2.1, com acrescimo de G, que
€ o efeito fixo da k-ésima sequéncia, em que k =1,2,.....0e Gy + G2 + ...... +Gg =
0.

A diferenca do modelo em (2.2.1) para um planejamento crossover 2 x 2, do
modelo em (2.2.3), para delineamento experimental crossover de ordem
superior, possui o efeito de sequéncia Gg. Portanto, estes experimentos
permitem testar o efeito da sequéncia, que tambeém pode ser utilizado para
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avaliar o sucesso no processo de aleatorizacdo dos volutarios as k sequéncias
de formulagdes.

Basicamente, rxistem quatro delienamento experimentais crossover de
ordem superior que sao frequentemente aplicados em estudos de
bioequivaléncia com duas formulagdes: T e R. Estes planejamentos
experimentais estdo apresentados na tabela (2.2.3). Como as estimativas do
efeito direto da formulacdo e do efeito carry-over sdo obtidas através dos

contrastes lineares intra-individuos, as inferéncias estatisticas para analise
. ~ . , . ™ . . e 2
destes experimentos sao realizados através da variabilidade intra-individuo ¢ .

O delineamento experiemental A, também conhecido como planejamento
de experimento de Balaam (1968), € um dos mais eficiente na classe dos
delienamentos experimentais crossover com dois periodos e duas formulagdes.
Estes planejamentos consiste em adicionar mais duas sequéncias RR e TT as
sequéncias de um delineamento experimental crossover 2 x 2. desta forma,
obten-se um experimento composto por quatro sequéncias: RT, TR, RRe TT. As
replicacdes das formulacoes, devido as novas sequéncias RR e TT, permite a
estimacao das variabilidades intra-individuos para as formulacoes R e T. além
disso, o efeito carry-over também pode serestimado utilizando os contrastes
leneares intra-induviduos.

Cada voluntario do planejamento de experimento crossover 2 x 2 fornece
um par de alguma medida farmacocinética, por exemplo, de ASC para os
periodos 1 e 2. Portanto, considere o vetor aleatério bivariado da medida

observada.

/
Y, = (Yilk Yo ) i=1,2,....,ncek=123e4. (2.2.4)

— 1 k
os valores esperados das médias das sequéncias por periodo Y.jkzﬁcz;l’ j=

1,2; k=1,2,3 e 4 do modelo em (2.2.3) do experimento A, estdo apresentados na
tabela (falta o n? da tab). As matries de variancia-covariancia do vetor aleatério
bivariado Yy, i = 1,2,.....,ns; k = 1,2,3 e 4, para as sequéncias 1,2,3 e 4, sao

respectivamente iguais a
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5 :[0'§+0'§ 0'§+0'§J. 5 :[O'jﬁO'z o. J
TT 2 2 2 2 ] RT 2 2 2 .
Coto. O.tOo. . C.to.

2 2 2

3 (oo, ot 5 o.t0s O
RR 2 2 2 2 |, R 2 2+ 2
0:*0s Ox* 05 O OO0,

O planejamento de experimento B € um planejamento de experimento
crossover com duas sequéncias, trés perédos e duas formulagdes. Este
delineamento experimental e constituido pela adicdo de um periodo no
experimento crossover 2 x 2. desta forma, os tratamentos administrados no
terceiro periodo sdo os mesmos admonistrados no periodo anterior. Estes
experimentos sao realizados com duas sequéncias: RTT e TRR.

Tabela 3: Planejamento experimental crossover

4x2 para duas formulacbes Re T

Delineamento A

Periodo
Seqiiéncia 1 11
1 T T
2 R R
3 R T
1 T R

Tabela 4: Planejamento experimental crossover
2x3 para duas formulacées Re T

Delineamento B

Periodo
Seqiencia I II 111
1 T R R

2 R T T




Tabela 5: Planejamento experimental crossover

4x4 para duas formulacbées Re T

Delineamento C

Periodo
Seqiiéncia 1 11 111 IV
1 T T R R
2 R R T T
3 T R R T
4 R T T R

Tabela 6: Planejamento experimental crossover

2x4 para duas formulacées Re T

Delineamento D

Periodo
Seqiiéncia 1 II 1 1iv
1 T T R R
2 R R T T

Tabela 7: Planejamento experimental crossover para duas formulacées Re T

Sequéncia Periodo | Periodo Il

1(TT) U+G +P+F, U+G +P+F +C,
2(RR) U+G,+PB+F, U+G,+P +F, +C,
3(RT) U+G,+P +F, U+G,+P +F +C,
4(TR) U+G,+B+F, U+G, +P +F,+C,

Tabela 8: Valores das médias das sequéncias por periodo para planejamento
experiemnatal Cossover 2 x 2.

Sequéncia Periodo | Periodo |l Periodo Il

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,
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Baseado no modelo em (2.2.3) de um planejamento de experimento
crossover 2 x 3 obtem-se valores esperados das médias das sequéncias por

periodo, que estdo apresentados na tabela 2.2.5. Considere o vetor aleatorio
Y.= (Yilk,YiZk,Ym) ,parai=12,.,nx ek =1,2e 3, como sendo o vetor da

medida farmacocinética observada do i-ésimo individuo na k-ésima sequéncia.
Portanto, a estrutura das matrizes de Variancia-Covaridncia para as duas

sequéncias de um experimento crossover 2 x 3 sdo, respectivamente, iguais a

c.t0. O, o.
RIT =| o, 0©,v0Cs O,
o, oc. O.t0.,
2 2 2 2
.0, O, o,
YRIT =| o, ©,vC: O
o. o, O©.t0,

O delineamento experimental C € um constituido por quatro sequéncias:
TTRR, RRTT, TRRT e RTTR, onde os dois primeiros periodos sdo 0s mesmos
do experimento de Balaam e os dois Ultimos correspondem &s imagens
espelhadas das sequéncias dos periodos | e Il

A tabela 2.2.6 apresenta os valores esperados das médias da sequéncia
por periodo para o modelo em ( 2.2.3 ) de um planejamento de experimento
crossover 4 x 4. As respostas da medida farmacocinética observada do i-ésimo
individuo da k-ésima sequéncia nos quatro periodos podem ser representadas
pelo vetor aleatorio

Yik:(Yilk’YiZk’YiSk’YMk) ’ i=1,2,...nck=1,23e4.
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Tabela 9: Valores das Médias das sequéncias por periodo para planejamento

experimental crossover 4 x 4.

Sequéncia Periodo | Periodo Il Periodo IlI Periodo IV

WITRR) | u+G+R+F | u+G, + P+ Fy+C,| u+G +P,+F,H ft+G + P +F, +(
2RRTD || 4+ G, +B+F f+G,+P,+F. +C| u+G,+P,+F. 4 u+G, + P, +F, +(
SRR | u+G,+P+| u+G,+P,+Fu +C,| u+G,+ P+ Fe 4 u+G, + P, +F, +(
4(RTTR) U+G,+P+| u+G,+P+F, +C| u+G, +P+F. 4 u+G,+P,+F, +(

A estrutura das matrizes de Varidncia-Covariancia para as quatros

sequéncias de um experimento clinico crossover 4 x 4 sao

respectivamente, por

o +o; O oy oy
. o’+o. O o
TTRR: S T S N S
2 G @ Gtk o
05 as, Qs 0—122"'6;
o, +0; o, o; o,
o o.+0: o o:
RRW: S R S S S
Z lop lop o; +0, lop
O'é as, as; 0-72"+O-§
o +o; O o o5
Sma 4 G @«
o; o, Oy t0; O
Gg a3 33 O?"'G;

dadas,
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Ox+05 Oy o5 o5
S R B
o5 o;  o;+0; O

O—é ) U 612e+o—§

O planejamento de experimento crossover D €& composto por duas
sequéncias e quatro periodos. Este planejamento é realizado com duas

sequéncias: TRRT e RTTR, onde os tratamentos.

Tabela 10: Valores das médias das seqUéncias por periodo
para o planejamento experimental 2 x 4.

Sequéncia | Periodo | Periodo Il Periodo Il
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,

Nos trés primeiros periodos sdo os mesmos do experimento B com duas
sequéncias e trés periodos. O tempo para realizacdo deste experimento é um
pouco longo, quando comparado ao delineamento B.

Por este motivo, os planejamentos com mais de trés periodos sao
geralmente evitados, pois pode existir um aumento nas chances de desisténcia
dos voluntarios, durante a realizacdo do estudo.

A tabela 2.2.7 apresenta os valores esperados das médias das sequéncias
por periodo para o modelo em ( 2.2.3 ) de um planejamento de experimento de
crossover 4x4.

As respostas da medida farmacocinética observada do i-ésimo individuo da
k-ésima sequéncia nos quatro periodos podem ser representadas pelo vetor

aleatério

Yik=(Yilk’Yi2k’Yi3k’Yi4k) i=1,2,.,nck=1,2,3e4.

Portanto, a estrutura das matrizes de Variancia-Covariancia para as duas

sequéncias de um experimento crossover 2 x 4 sao dadas, respectivamente, por
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2 2 2 2 2
O-T+GS (o® (o® Oy
2 2 2 2 2
ZTRRT— GS O-R+GS GS O-S
| o2 ol . +o0; ol
s s R s s
2 2 4 52
Oy as, Qs Or s
2 2 2 2 2
GR +O—S O-S O-S O-S
2 2 2 2 2
Z RTTR — S GT +GS O-S O-S
2 2 2 2 2
O-S O-S GT +(75 O-S
2 2 2
O as, as; Op + 0y

Em resumo, os planejamentos de experimentos crossover replicado
oferecem algumas vantagens, quando comparadas ao nao-replicados 2 x 2, que
sao as seguintes:

i) permiter comparc¢des das variabilidades intra-individuos para formulagéao

TeR, o; e o;;

ii) indica se a formulgdo T apresenta maior ou menor variabilidade intra-

individuos nas medidas farmacocinéticas, quando comparada a formulagao

R;

iii) reduz o niumeto de voluntarios necessarios para a realizagdo do estudo

de bioequivaléncia.

Portsnto, o0s delineamentos crossover replicado possuem a
desvantagem de aumentar o tempo para o término do experimento, devido aos
tempos necessarios de washout entre os periodos. Isto pode aumentar o numero

de desisténcia dos voluntarios em particular ou em continuar o experimento.

5.5.2 Planejamento Experimental Crossover com Trés ou Mais Formulagdes

Os planejamentos de experimentos utilizados em estudos de
bioequivaléncia de trés ou mais formulagdes sdo mais complicados em relacao
aos planejammentos de apenas duas foemulacées.

Considerando a realizagdo de um experimento crossover para um estudo
de bioequivaléncia de trés formulacbes diferente de um determinado
mediacamento. Neste caso, existem trés possiveis comoarcdes pareadas entre
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formulacbes: a formulacdo 1 versus a formulagdo 2, a formulacdo 1 versus a
formulacéo 3, a formulagao 2 versus a formulacéao 3. Essas diferencas pareadas

sdo estimada com a mesma precisdo, ou seja, utiliza-se
V=(Y-)Vv=(,-¥)=ve?, onde v é uma constante e o representa a

variabilidade intra-individuos. Os planejamentos experimentais que possuem
esta propriedade sao conhecidos como experimento com variancia balanceada.
Como o valor de “v” pode variar de acordo com o planejamento adotado, o
planejamento ideal serd aquele que apresentar o menor valor de “v”. Jones e
Kenward (1989) apontaram que o planejamentos experimentais balanceados
satisfazem as seguintes condigdes:

i) cada individuo recebeapenas uma ves cada formulacao testada;

i) cada formulagcéao ocorre 0 mesmo numero de vezes em cada periodo;

iii)o numero de individuos que rececebem a formulagéo i, em algum periodo

seguido da administacdo da formulagao j, no proximo periodo é a mesma

para todo i # j.

Quando o numero de peiodo p € igual ao niumerode formulagdes f, entao
o balancaeamento pode ser obtido atraveés de um Quadrado Latino, exceto
quando f=6. Um exemplo de quadrado latino com f = 3 esta apresentado na
tabela 2.2.8. Observa-se quanto maior o numero de formulades testadas, maior
€ o numero de sequérncias e, consequentemente, um naior numero de

individuos é necessario para realizacao do experimento.

Tabela 11: Quadrado latino para trés formulagées.

| periodo
Sequéncia I Il [
1 R T4 T
2 T, T, R
3 T2 R T1
4 R T, T,
5 T4 R T
6 T2 T4 R

* R é a Referéncia e T1 e T, sdo formulagdes Teste 1 e 2, respectivamente
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Para resolver este problema, Williams (1949) prop6s um delineamento

experimental balanceado que requer um numero pequeno de sequéncias e de

periodo para ser realizado. Um experimento de Williams é composto por f

formulacdes e p periodos e pode ser construido através dos seguintes passos:

i) codifique as formulacdes testadasde 1,2, .. ., f;

ii) inicie com um qgiadrado latinno padréo f x f, onde as formulagdes na i-
ésima sao dasdas pori,i+1,...,f1,2,....,i—-1;

iii) entrelace cada linha do quadrado latino padrdo com a imagem
espelhada, isto é, em ordem inversa. Apds este passo, obtem-se um
retdngulo de f x 2f;

iv) divida o retangulo de f x 2f ao meio e obtenha dois quadrados de f x f. A
coluna de cada quadrado f x f corresponde ao periodo de tratamento e as
linhas sédo as sequéncias. Lembre-se que as representacées numericas dos
quadrados sao as condificacées das formulagdes,

v) se f for par, escolhe qualquer um dos dois quadrados f x f. No entanto, se
for impar, deve-se usar ambos os quadrados f x f.

utilizando os passos do procedimento acima, pode-se construir uma

experimento de williams para 4 formulagbes uma Referéncia R e trés Teste Ty,
Tg e T3;

i) codifiqgue a formulacao Referéncia R por 1, e as formulacdes Teste T+, T>
e T3 por 2, 3 e 4 respectivamente;

i) um quadrado latino padrao 4 x 4 pode ser escrito como:

- A~ OO D

3 4
4 1
1 2
2 3

A 0O NN =
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iif) permutando as colunas do quadrado latino padrédo 4 x 4 e escrevendo

sua imagem, obtem-se um retangulo de 4 x 8:

A W N =
W N = A
- N W N
N = AW
N = AW
- N W N
W N = N
A W N -

lv) dois quadrados latinos 4 x 4 sdo obtidos através da divisdo do retangulo
4 x8:

Tabela 12: Quadrado latino duas sequéncias e quatro periodos

Periodo

Sequéncia I Il [ v
1 1 2 3

1 2 2 3 4
3 3 4 1
4 4 1 2
1 3 2 1

2 2 4 3 2
3 1 4 3
4 2 1 4

v) como o numero de formulagdes é par, pode-se escolher qualquer um dos
dois quadrados latinos para realizar o experimento. Apds a descodificacao (1,
2,3 e 4 por R, Ty Ty para o quadrado 1, obtem-se o planejamento de
experimento de williams, apresentado na tabela 2.2.9.
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Tabela 13: Delinemento Experimentla de Williams para Quatro formulagdes

Periodo
Sequéncia I Il [ v
1 R T3 T4 T2
2 T4 R T Ts
3 T, T4 T3 R
4 Ts T, R T4

Baseando —-se no exemplo para 4 formulacbes, observa-se que o
experimento de Wiliams necessita de 4 sequéncias, enquanto que um
experimento quadrado latino 4 x 4 completo necessita de 12 sequéncias para ser
realizado. Efetuando-se 0s mesmos passos do procedimento descrito
anteriormente, pode-se obter tambem o delineamento experimental de Williams

com trés formulacdes da tabela 2.2.10.

Tabela 14: Delienamento experiemntal de Williams trés formulagdes.

Periodo
Sequéncia I Il [
1 R T, T4
2 T4 R T,
3 Tz T R
4 T4 T, R
5 T, R T4
6 R T4 T,

5.5.3 Planejamento Experimental Balanceado em blocos Incompleto.

Em estudo de bioequivaléncia de trés ou mais formulagoes de um
determinada droga, alguns delienamentos experimentais crossover podem nao

ser apropriado devido as seguintes razdes:

i) o tempo para realizacao do experimento crossover pode ser demoradp
quando o numero de formulacdes f é grande, pois sdo necessarios f — 1

periodos de washout;
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i) podem n&o ser permitidas muitas retiradas de amostra sanguineas de
cada individuo ao longo do tempo, devido as recormendacgdes médicas, por
exemplo pacientes debilitados;

iii) em virtude de um longo tempo para execucao do estudo clinico, os

voluntarios podem desistir do experimento.

Westlake (1974) sugeriu o emprego de um delineamento experimental
balanceado em blocos incompleto para estudos de bioequivaléncia de trés ou
mais formulacdes. Estes experimentos consiste em administrar um numero
minimo de formulacées aos voluntarios. A denominacao bloco imcompleto é
utilizada porque o numero de formulagdes administradas em cada bloco € maior
em relagcdo ao numero de formulagdes testadas. Quando este planejamento
experimental é empregado em estudo de bioequivaléncia, os blocos e as
formulacoes ndo sao ortogonais entre si, portanto os efeitos dos blocos e os
efeitos de formulacdes nao podem ser estimados separadamente.

Devido ao confundimento de algum efeito do planejamento em blocos
incompletos, recomenda-se que as formulagdes administradas em cada um dos
blocos deste experimento sejam alocadas aleatoriamente. De forma balanceada,
isto €, quaisquer duas formulagcdes aparecem juntas 0 mesmo numero de vezes.
O planejamento esperimental balanceado em blocos incompleto possui as
seguintes vantagens em relacao ao planejamento experimental incompleto:

i)as diferencas entre os efeitos de qualquer duas formulagoes sempre podem

ser estimadas com a mesma precisao;

iila ananalise é mais simples, apesar da existéncia de nao-ortogonalidade,

quando existe o balanceado no planejamento do experimento;

iif) podem-se obter estimativas n&o- viciadas para os efeitos das formulagdes.

Considere a realizacdo de um experimento para avaliar a vioequivaléncia de
f formulagbes, em cada individuo pode apenas recber h formulagdes ( f > h ).
Portanto, as sequéncias do planejamento experimental balanceado em blocos
incompletos podem ser construidos através das combinacdes de f formulagdes em
h. Apés a aplicagdo de um método de aleatorizacdo, as sequéncias as
formulagoes sao alocadas a cada um dos voluntarios. No entanto, é impreferivel
que as alocacbes das formulacbes sejam realizadas de tal forma que o
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planejamento seja balanceado em cada periodo, ou seja, cada formulagdo de
aparecer o mesmo numero de vezes nos periodos do experimento. Por exemplo,
para um nimero par de formulagdes f = 2n e h = 2. E necessario que o nimero
de sejam iguais a g = 2n(2n — 1). Entretanto, para um ndmero impar de
formulagcbes f = 2n + 1 e h = 2, sdo necessarias g = (2n + 1)n sequéncias. As
tabelas 2.2.11 e 2.2.12 apresentam alguns exemplos destes planejamentos do

experiemnto.

Tabela 15: Planejamento de experimento balanceado incompleto
para 4 formulacées e 3 periodos

Periodo
Sequéncia I Il [
1 T4 T, T3
2 T, T3 R
3 T3 R T4
4 R T4 T,

5.5.4 Planejamento de Experimento Paralelo

Um delineamento experimental em paraleleo,ou completamente
aleatorizado, consiste num delineamento em que cada individuo recebe apenas
uma das formulacdes testadas, apdés um método de aleatorizacdo. A versao
mais simples deste experiemento consiste na ralizacdo do experimento para
duas formulacdes (uma referéncia R e outra teste T) com uma amostra de n{ + ny
voluntarios. Portanto, aloca-se aleatoriamente ny voluntarios a formulacado R e n;
voluntarios, a formulacao T.

Como os individuos recebem apenas uma das formulagdes, este
experimento pode nao ser apropriado para estudo de
bioequivaléncia/biodisponibilidade, pois a variabilidade das observacgdes,
constituida pela variabilidade inter e intra-individuos, ndo pode ser identificada e
decomposta nesta duas fontes de variacao.

Embora este experiemento possua desvantagem de ser incapaz de
remover variabilidade inter-individuos na comparacdo das biodisponibilidades
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das formulacées testadas, ha alguma raras pcasides em que este delineamento
€ mais recomendado. Por exemplo, para estudo de bioequivaléncia de um
génerico de um fugicida local, € necessario a realizacdo de trés grupos de
tratamentros completamente aleatorizado: um correspondente ao teste T, outro
correspondente ao de referéncia R e o terceiro de controle. Os panejanetos
experimentais paralelos também sdo recomendados nos casos em que O
farmaco apresenta um tem pode meia-vida muito longo, pois o experimento pode
ser realizados em um tempo menor ao do experimento crossover. Quando os
voluntarios debilitados sdo usados par um estudo de bioequivaléncia, emprega-
se geralmente o planejamento de experimento em paraleleo, poiso experimento
pode ser concluido rapidamente, evitando agravar o estado de saude dos
paciéntes. Portanto, o delineamento experimental em paralelo € o mais indicado
nos casos em que:

i) a variabilidade inter-individuos é relativamente pequena, se comparada a

variabilidade intra-individuos,

i) a droga é potencialmente téxica e o seu tempo de meia-vida e muito

longo;

iii) a populacdo de interesse é formada por paciéntes debilitados;

iv) o custo no aumento do numero de voluntario é reduzida, quando

comparado ao custo da introducao de um novo periodo de tratamento.

A escolha de um planejamento experimental adequado para um estudo de
biodisponibilidade/bioequivaléncia € muito importante para um desenvolvimento
de um protocolo de estudo. O delineamento experimental selecionado pode
afetar a analise, a interpretacdo dos resultados e a determinacdo da
bioequivaléncia entre as formula¢des. Entdo, € necessario conhecer todas as
possiveis circunstancias em que o experimento esta envolvido antes de realizar

uma criteriosa selecao entre os possiveis planejamentos de experimentos.
5.5.5 Tamanho da Amostra para um Estudo de Bioequivaléncia
Conforme a Resolugdo n? 896 e 898, de 29 de maio de 2003, a ANVISA

regulamentou que nao é permitido a utilizacdo de um tamnhao da amostra

inferior a 12 individuos. No entanto, é importante lembrar que o protocolo devera



49

também conter um numero suficiente de voluntarios, prevendo a existencia de
possiveis desisténcias durante a ralizagdo do experimento. O tamanho da
amostra para planejamento experimental mais apropriado pode ser calculado
apartir do coeficiente de variacdo (CV), previamente conhecido através de um
estudo piloto ou devido a especificacdo do medicamento referencia R, afim de
que possa garantir a confiabilidade necessaria para andlise dos resultados do

experimento de bioequivaléncia/biodisponibilidade.

5.6 Inferéncia Para os Efeitos dos Modelos dos Experimento Crossover
para Duas Formulacoes Referéncia (R) e Teste (T)

Em estudo de bioequivaléncia, a analise dos efeitos fixos do experimento
crossover utilizado deve ser realizadas antes da aplicagcdo dos testes de
bioequivaléncia, pois esta analise preliminar dos dados pode indicar quais serao
as préximas etapas no estudo de bioequivaléncia para a referéncia R e teste T.
Por exemplo, se existe efeito residual (carry-over) nas medidas farmacocinéticas
de interesse de um delineamento crossover 2 x 2, entdo a andlise de
bioequivaléncia devera utilizar apenas os dados do primeiro periodo do

experimento.
5.6.1 Planejamento Experimental Crossover 2 x 2

Um planejamento € compos por duas formulagdes, uma referencia R e
uma teste T, dois periodos de tratamento e duas sequéncias (RT e TR).
Baseando-se o modelo 2.2.1, tem-se o seguinte modelo estatistico, para este

experimento 2 x 2.

Yg’k ='U+Sik +R +F G +Cg—1,k) +eij (3.1.1)

Onde Yy representa a variavel resposta de alguma medida farmacocinética,
por exemplo, a ASC ou Cnax do i-ésimo individuo, no j-ésimo periodo e na k-
ésima sequéncia, ondei=12,.....,n., j=1,2e k=1,2;
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M representa a média geral;

S, € o efeito aleatério do i-ésimo individuo, na k-ésimo sequéncia, i =
1,2,...... N, j=12ek=1.2;

P; representa o efeito do j-ésimo periodo, j=1,2e Py + P> = O;F(j’k) é o efeito
direto da formulacdo administrada no j-ésimo periodo, na k-ésima sequéncia,
ondeF(m:FR se j=k e F..=F,Se j#k, paraj=1,2ek=1,2e Fr+Fr=0;
C ..., representa o efeito residual do (j — 1)-ésimo periodo para o j-ésimo
periodo, na k-ésima sequéncia, sendo que Cj.1xy=Cr,sej=2e k=1, Gk =
Cr,sej=2ek=2¢e Cp+Cy=0;

€ € o erro alaeatério do i-ésimo individuo no j-ésimo periodo, na k-ésima

sequéncia.
5.6.2 Analise Parameétrica

Os métodos paramétricos utilizados para a inferéncia estatistica dos efeitos

de um experimento crossover 2 x 2 como em (3.1.1) assumem que Sy, € ejx Sdo

variaveis normais independentes com média iguais a zero e variancia a o; e o,

respectivamente.
Sob a pressuposi¢do de normalidade para Si, e ejk , podem ser realizadas

através da estatistica t, como apresentada a seguir.
5.6.2.1 Efeito residual (Carry-over)

A nalise dos efeitos de carry-over deve ser a priemira a ser efetuada para
os efeitos fixos do modelo em (3.1.1) de um experimento crossover 2 x 2, pois
diferentes procediementos podem ser utilizados no estudo de bioequivaléncia
das formulacées R e T, dependendo das conclusées do teste do efeito carry-
over.

Considerando os totais individuais para cada sequéncia, isto é,

Uik:Yilk+Yi2k’i=1’2’ """ ’ nk,k=152- (312)
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O valoe esperado e a variancia de Uy, i = 1,2, ....., ng; k= 1,2 sdo iguais a

E( ) 2,+B+P +F,+F +Cg, paraos individuos da sequéncia 1
Uir) = 2,+B+ P, +F,+F +C, para os individuos da segéncia 2

Sendo 0')2( :V(Uik) =2(20; +07).

Para avaliar o efeito residual (carry-over), considerando C = Cr — Cg. Logo,
sob a restrincdo de que Cr + Cr = 0, tem-se os efeitos de carry-over sao iguais
para duas formulacdées R e T, ou seja C = 0 se, e somente se, Cg = Ct = 0.
Portento, os efeitos de carry-over podem ser testados através da seguintes
hip6teses estatisticas.

H,=C =C;"T:=0 versus  H;:C=Ci~C:*0 (3.1.3)

As inferéncia estatistica de de C = Cy — Cg utilizam as seguintes medidas

amostrais dos totais individuais das sequéncias 1 e 2:

Sob a pressuposi¢éo de normalidade e independéncia de Si e ejk, tem-se
que [71 e [72 sdo as meédias amostrais de duas populagdes normais
independentes com variancias iguais. Portanto, as inferéncias estatisticas de C
podem ser realizadas através da estatistica t.

Pode-se obter uma estimativa de C através da diferenca entre as médias
amostrais dos totais individuais das sequéncias 1 e 2, ou seja,

C=Us-U,=Y12-Y)— (Y11 -Ya),
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Onde Y_,k:niZ?le;jk’ para k = 1, 2. Portanto, sob a pressuposicdo de
k

normalidade e independéncia de (7'1 e (7'2, tem-se que CA' tem distribuicéo

Normal média C e variancia V((Aj ) igual a

n na

Onde oi representa a variancia amostral ponderada das somas individuais

das duas sequéncias.

Os estimadores C e 6_2 sao0 nao-viciados para C e o—i, respectivamente.
Como
(n,+n.-2 )6, é independente de & e tem distribuicdo & X’ (p,+1,-2 )
entao sob hipotese gy ,:C .= C, obtem-se a seguinte estatistica para o teste:

¢ (3.1.4).

O |—+

>
—_
—_

S
S

Que tem distribui¢do t com 5, +5,—2 graus de liberdade. Portanto, rejeita-

se a hipotese nula ff - (C.=C,, com nivel de significancia ,, , quando
T/>1( a2 +ny2) -

A estatistica do teste 7" . depende da estimativa de 0-2:2(0-54_0-5) , que

2

inclui as variabilidadesintra 4 * e inter-individuos 4’. Em estudos de
biodisponibilidade/ bioequivaléncia, a variabilidade inter-individuos O'j e

. . m . . e 2 .
frequentemente superior a variabilidade intra-individuos ¢y . Por isso, a
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estatistica 7" . pode apresentar baixo poder para o teste do efeito de carry-over.

Para aumentar o o poder deste teste, Grizzle(1965) sugeriu testar a hipbtese
nula ao nivel de 10% de significancia, ao invésdo tradicional 5%.

Pode-se construir um intervalo de confianca de (1_a ) x 100% para C

através de

& #1(gymon-2) % Lot

n n,

(3.1.5)

5.6.2.2 Efeito Direto da Formulacao

Se os efeitos residual (carry-over) nao apresentam diferencas
significativas , entdo o efeito direto da formulacdo pode ser analisado através da

diferenca dos periodos para cada individuo:

d[k:%(ym_yﬂk), =12, ., p, k=1, 2. (3.1.6)

O valor esperado e a variancia das diferencas dos periodos sao

%[(Pﬁ P1)+ (FT— F R)+ CRJ para individuo da sequéncia 1
E(di) =
%[(PZJF P1)+ (F e FT)+ CTJ para individuo da sequéncia 2

e vy (dik )=‘7§=0'62 /2 - A variancia das diferengas dos periodos

V(di)
depende apenas da variabilidade intra-individuos, pois a variabilidade inter-
individuos é removida da analise das formulacdes.

Por este motivo, os experimentos crossover sdo empregados em estudos

de bioequivaléncia.

Denote o efeito direto da droga por F:FT —FR e o efeito de periodo por

P=P,-P,



54

Se os efeitos residual (carry-over) nao apresentam diferencas significativas

C.=C,, pode-se obter uma estimativa para F através das medias amostrais

A

das diferencas dos periodos para cada sequéncia, [F'=g —4

2
Logo,
A 1, _ B B -
F=d4 ,~-d 2:2[(Y =Y 1)V 20— 12)]:YT_YR’
NeE(T -7 Cr—C
E(F):E(dl_de: (FT_FR)+( R2 T) = S_Fv

Onde g_kzi "d,. parak=12e C:CR—CT:O :

k

Um estimador n&do-viciado para F pode ser escrito como

A — 1F, _ _ _
F=d =d .2=2[(Y.21—Y.1 1)_(Y.22—Y.12)}=Y ™Y R
Onde:

_ 1
YR:%(Y ,11_Y.22)’ YT:?(Y Azl_YAlz)'

As médias amostrais das formulagdes Y.V, sdo denominadas

médias de minimos quadrados das formulacbes R e T, respectivamente.

Portanto, Peyo—7 €@ um contraste linear das médias amostrais das
LT R

sequéncias por periodos.
Em um experimente crossover balanceado 2 x 2, isto €, em um experimento

em que o numero de individuos alocados as sequéncias RT e TR é o mesmo

(n1 = nz), pode-se obter uma estimativa para F através da diferenca das médias

amostrais das formulagdes T e R, ou seja, por:

A K

BT, .17)
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Onde:

Y-

{ZY+ZY} Y- {ZIYNZY }

i n1+n2

Quando (C,=(C,, tem-seque:

E(7y)=

[(nitna) (it na) F gt miPritnaps |
ni+n2

—%k

E(YT)zmlnz [(n1+n2),u+(n1+n2)FT+n1 PﬁmPi
+

Logo,

E( fr*):E(Y;_Y ;) =(F 7 F R)"‘ﬁ[(nz—m)Pﬁ'(m—nz) P2] (3.1.8)
14112

O estimador ﬁ*é ndo viciada para F se, e somente se, o experimento
crossover 2 x 2 for balanceado, isto €, experimentos em que 5 =7,-

Sob a pressuposi¢ao de normalidades de §. e € 2 diferenca entre as
médias das formulacdes ﬁ apresenta distribuicdo Normal com média F e

variancia igual a

1% (15) - a;[l_+ 1 ] (3.1.9).

Como .,i=1,2,...., pn € d, i=1 2., p, sd duas amostras
independentes de uma populagdo Normal com variancias iguais, quando

C.=C,entao as hipoteses do efeito direto da formulagéao

H,F=Fg—F;=0 versus H .F =F,-F,#0 (3.1.10)

Podem ser testadas através da seguinte estatistica:
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T , = , (3.1.11)

Onde OA-LZZ € a estatistica da variancia amostral ponderada das diferencas

dos periodos das duas sequéncias, dada por

2 N 1 Ny
k=

6= 52 2d-d) " d,=tYdo k=12 6112

n1+n2_2 1 i=l R 7 =

Sob a hipétese nula fJ : F .= F,, a estatistica 7" tem distribuico t,

com p,+p,—2 graus de liberdade.

Adotado um nivel de significancia ¢y , a hipotese nula Ff : F .- F.,=0
¢é rejeitada quando [T" | > t(a/2,n1+n2—2 ) _

Um intervalo de confianca de (1-«) x 100% para F pode ser obtido por

2 n 1 1
F:'tt(a'/z,nl+n2—2)ad {‘*_] (3113)

E conveniente ressaltar que o teste das hipéteses em (3.1.10) é realizado
apenas para testar a igualdade dos efeitos diretos das formula¢cdes do modelo
crossover 2 x 2 como em (3.1.1) e nado para testar a bioequivaléncia das
formulacbées T e R.

No proximo capitulo, serdao apresentados alguns métodos estatisticos que

sdo utilizados em estudos de bioequivaléncia média das formulacées R e T.
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5.6.2.3 Efeito de Periodo

Quando os efeitos residual (carry-over) nado apresentam diferencas

significativas, o efeito de periodo pode ser analisado através das diferencas
cruzadas Oik,i:1,2,,,,,nk;k:1,2, dada por:

d ~, para os individuos da sequéncia 1

0 ik = . . o, A .
—d , para os individuos da sequéncia 2

O valor esperado e a variancia das diferengas cruzadas séo:

%[(PZ_Pl)_'_(FT_FR)"'CR] para individuos da sequéncia 1

Eld..) =
( d ik ) [( })2 _ Pl) + ( FT — FR) — CT] para individuos dasequéncia 2

e V(ow)=0,-=0/2

Considere 51e 52 como sendo as médias amostrais das diferencas
cruzadas das sequéncias 1 e 2, respectivamente. Logo,

oK - d.. para K =1
' - d para K =2

2,

Logo, se C,+(C,=() , um estimador nao-viciado para o efeito do periodo

P pode ser obtido como:

ﬁ:5.1_5_2 :%[(Y.n_Y.u)_(Y.lz_Y.zz)]'

As hipéteses utilizadas para testar o efeito de periodo do modelo em (3.1.1)

H, P,=P,versus [ : P, # P, (3.1.14)
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e podem ser testadas através da estatistica:
_ P (3.1.15)

Portanto, utilizando-se um nivel de significancia ¢y , rejeita-se a hipotese
nula ff, quando |T',| > Ha/2umtmn=2 |

Por sua vez, um intervalo de confianga de(l_a ) x 100% para P pode ser

construido como:

Ptt(a/2m0mr- ), [11+12] (3.1.16)

5.6.2.4 Analise de Variancia

Os efeitos fixos do modelo em (3.1.1) de um delineamento experimental
crossover 2 x 2 podem ser testados utilizando-se os testes t. No entanto, estes
efeitos fixos também podem ser analisados através do uso dos testes F, que sao
obtidos através da andlise de variancia.

A andlise de variancia consiste em estudar a variabilidade das medidas
farmacocinéticas de interesse do particionamento da soma total de quadrados
(SQ) das observacoes nas componentes de efeitos fixos e de erros aleatérios.

Por exemplo, para um planejamento experimental crossover 2 X 2,

particiona-se a soma total de quadrados das 2(m+n2) observagcdes nas

componentes: efeitos de carry-over, efeito de periodo, efeito direto da

formulacéo e erro aleatério.

Considerando-se Y como sendo a média geral de todas as

observacdes, a soma total de quadrados corrigidos pela média geral pode ser

escrita como:
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2 2 nk N 2 2 nk . _ _\2
SO = 2. 2 Z(Yijk_Y...) =22 Z(Yijk—Yi.k"‘Yi.k_Y...) =
k=l j=li=1 k=l j=1i=1
2 2 nk nk 2
_];1 ZIZ‘i(Yl]k sz) +2Z Z(sz ) :SQdentr0+SQentre,
J=h k=li=1

— l 2 . T
Onde y . = Ezf: 1Y ,.»SQenire & a soma de quadrados entre os individuos

e SQdentro é a soma de quadrados dentro dos individuos.

Como temos 2(,,+ observacbes, a SQtotal possui —
nitns 2(ntny)-1

graus de liberdade . Como existe um total de 5, + 5, individuos nas sequéncias,
entdo SQentre e SQdentro tém graus de liberdade, respectivamente, iguais a
l’lf“flfl e I’l1+l’lz'

A SQentre pode ser particionada em duas componentes: uma para aos

efeitos de carry-over e outra para o erro inter-individuos. Portanto, tem-se

SQentre = SQcarry—over + SQinter,
Onde :

_ 2
SO carry—over = iTZ{(Y.u"‘Y.zz) (Y117 21) } ;

2

2 nk 2 Y
Sther: Z Z Z_: "
k=li=1 2 =12,
Onde
2 : k — 2_
Yi.kzl/zzj':lYijkpara lzl’z’---’m’k:l’z eY“kZI/anZ? _IZ‘;—IYW
para
k=1,2.

As somas de quadrados SQcarry-over € SQintra t€m 1 e p,+p,—2 graus

de liberdade, respectivamente. Logo, cada soma de quadrados dividida por seus
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respectivos graus de liberdade é um quadrado médio QM. Os valores esperados
dos quadrados médios destas somas sao:

2 )
E(QM carry—over) - ﬁ(CT_CR)2 +20'? t0.

E(QM inter) - 20_? +O—j’

O teste das hipéteses [ :C .~ C,=(0 » em (3.1.3), pode ser realizado

através da seguinte estatistica F:

_ QMcarry — over
OM inter

F. (3.1.17)

Que, sob a hipdtese nula, possui distribuicdo F com 1 e ny + n, - 2 graus de

liberdade. Rejeita-se [, ao nivel de significancia ¢y , quando

Fe> F(aln+np-2)

E importante lembrar que a distribuicdo F com 1 e V graus de liberdade é
igual ao quadrado de uma distribuicdo t-Student com V graus de liberdade, ou
seja,

F.=T;.

Portanto, a estatistica F; do teste acima € equivalente a estatistica do teste
T, em (3.1.4).

Similarmente, a SQgenro também pode ser decomposta em trés
componentes: uma soma de quadrados para o efeito direto da droga, outra para
o efeito de periodo e uma outra para o residuo intra-individuos. Logo,

SQqentro = Seroga + SC)perl'odo + SQintra (3.1.18)

Onde:

ntn.| 2

1. P
SQ troga = 2n]nz[[(Y.zl"'Y.11)_(Y.22"‘Y.12)]J ;
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2

1o _
e 2[(Y.21+Y.11)_(Y-12+Y'22)} ’

Qperl’odo B n+tn,

2 2 nk 2 2 5 2
San[ra— Z ZZYU](— zzYlk—z ZQ_FZQ.

k=1 j=li=1 k=li=1 k=1j=1 nx k=12ng
As somas SQqroga€ SQperiodo POSSUEM cada uma um grau de liberdade e SQinra

tem ny + no — 2 graus de liberdade. Os valores para os quadrados médios destas

somas sao:

2
Cr—C
Seroga = P (FT_FR)+( R2 T) +0'§

SQ perioas = 222 [Po=P 1] v 0

Tabela 16: Tabela de analise de varidncia do modelo em (3.1.1) de

um delineamento experimental crossover 2 x 2.

Fonte de Grau de Soma de E(quadrado Estatistca F
variacao liberdade quadrados meédio)

Inter-individuos

Carry- 2m (o ¢, ) +20% + 07 Fe
over 1 SQecarry-over mtn,
Residuo n +n,—2 SQintra ZO'S2 +O'e2 Fv
Intra-individuos
Co 2

Droga Seroga 2}’qu2 (F i j"LCT +0 *

1 nl-i-n7 T 'R 2 Fd
Periodo 1 SQperiodo 2nn, [(P2_P1)T+O_ Fo

n +n,

Rsiduo n, + n, — 2 SQintra 6(32

Total 2(n, +n,)—2 SQjotal
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« Iy € vilido somente se Cr = O
Onde o; é a variancia amostral ponderada das diferengas dos periodos.

Qundo os efeitos de carry-over ndo apresentam diferencas significativas Cg = Cr,
a hipoétese nula em (3.1.10) pode ser testada através da seguinte estatistica:

oM, 3.1.20
F ‘< QM int ra ( )

A qual tem distribuicdo F com 1 e ny + ny - 2 graus de liberdade sob a
hipétese nula.

Adotando-se um nivel de significancia ¢y , a hipotese nula é rejeitada

quando Fo>F(alntnr—2 ) Portanto, ambos os testes apresentam a

mesma conclusao.
A hipdtese nula Hp : P = P, em (3.1.14) pode ser testada utilizando-se a
estatistica:

_ QMperiodo (3 1 20)
F oM 1.20).

intra

Que, sob a hipoétese nula, apresenta uma distribuicdo Fcom1e ny+ny -2
graus de liberdade.

Rejeita-se a hipotese nula, ao nivel de signifcancia ¢y , quando
> .
F F(a/,l,nl +ny -2 )

A andlise dos efeitos fixos do modelo em (3.1.1) de um planejamento
experimental crossover 2 x 2 pode ser realizado através da andlise de variancia

representada pela tabela 13.

Note que um planejamento experimental crossover 2 x 2 pode fornecer
estimativas e testes para os efeitosresidual (carry-over), efeito direto da droga e
efeito de periodo. No entanto, este planejamento nao possibilita o estudo de

algumas interagdes, pois nao ha replicacao das formulacdes para os voluntarios.
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Portanto, para obter as estimativas de algumas interagdes, por exemplo,
das interagbes de individuos por formulagdo, deve-se empregar um

planejamento experimental crossover de ordem supetrior.
5.7 Analise Nao-paramétrica

Quando as medidas farmacocinéticas na escala original ou transformadas
de um experimento crossover 2 x 2 nao satisfazem as pressuposi¢cdoes de
normalidade e homogeniedade de variancia, entdo as analises estatisticas dos
efeitos fixos do experimento crossover 2 x 2 como em (3.1.1) devem ser
realizadas através do teste ndo-paramétrico de Wilcixon-Mann-Whitney.

Este teste emprega as somas ou diferencas das observacées dos
individuos nos periodos 1 e 2. Jones e Kenward (1989) apresentaram a
metodoldgia ndo-paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney para a analise dos
efeitos fixos de um ensaio crossover 2x2.

O teste nao-paramétrico para as hipéteses em (3.1.3) dos efeitos residual
(carry-over) € baseado nos postos dos totais individuais
U.=Y.tY. i=12,..n, k=12 e pode ser realizado atraveés do seguinte
procedimento:

(i)Caleule [J,, i=1,2,...pn,; k=12
(i ) Ordene as medidas encontradas [],, i=1,2,...p, € k=1,2,em ordem

crescente, atribuindo-lhes postos R, i=12,..p e k=12. No caso de

observacdes com mesmo valor, sdo atribuidos postos médios;

( iii) Obtenha W através da soma dos postos Rk das medidas dos
individuos da sequéncia 1RT, isto &, J)/ =D "=1R, .

Sob a hipétese nula Hy, tem-se que:

E(W):nl(n1;n2+l) e V(W) :llznll’lz(l’l|+l’lz+1_Q) (3.1.21)

Onde:
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Q 1 )?Z(r\%_rv) ’

i (nmz)(nﬁ‘nz‘l

g € o numero de grupos com empates e r, representa o tamanho do v-
€simo grupo.

Note que se ndo existem observagdes com empates, entdo g =n¢y + Ny, r, = 1
parav =1,2,.....,ny + N2 e, portanto, Q = 0.

Para amostras pequenas, é aconselhavel o uso do teste exato de Wilcoxon-
Mann-Whitney, que é realizado baseando-se na hipétese nula da estatistica W
da soma dos postos. E importante lembrar que a distribuicdo da estatistica das
somas dos postos W é discreta, portanto alguns niveis de significancia exatos da
distribuicao sob a hipétese nula. Desta forma, considera-se o valor mais préximo

do valor de significancia desejado.

Portanto, ndo se rejeita a hipdtese nula, ao nivel de significancia «,
quando:

Onde:

W(l—a/Z,nl,nz) = n1(l’l1+1’l2+1 ) - W(a/2,nl,n2) )

Quando o tamanho da amostra é grande, pode-se utilizar a distribuicao
normal como uma aproximacao para a distribuicdo da estatistica W da soma dos

postos. Neste caso, as hipbteses podem ser testadas através

w -EW) w -mnimrd (3.1.22)

«/V(W) \/inlnz(nl+nz+l—Q)

Onde:

Qo L ?(ré—rv)’

i (nlnz)(n1+n2—1 )

g é o nimero de grupos com empates e r, representa o tamanho do v-

€simo grupo.
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Logo, a hipotese nula é rejeitada, ao nivel de significAncia «, quando

z| > T € 0 a/2 -ésimo percentil da distribuicdo normal padrao.

Se a hipétese Hy = Cr = C1 néo é rejeitada, pode-se testar as hipoteses em
(3.1.10) do efeito direto da formulacao, utilizando-se o posto das diferencas dos

periodos  (J, =1/2(Y ,,~Y ) i=L2...pp,. k=12 e aplicando-se o

procedimento descrito para a medida Uy, para a obtengdo da soma dos postos
Rk de di, i = 1,2,.., nk e k = 1,2.. Ap6s calcular a soma dos postos dos

individuos da sequéncia 1, W:Z’?lzl , pode-se aplicar novamente o teste
l

nao-parametrico de Wilcoxon para as diferengas di, i = 1,2,.., nk.

O teste ndo-paramétrico do efeito de periodo para as hipoteses em (3.1.14)
pode ser aplicado na soma dos postos das diferengas cruzadas Oy = dix se 0
individuo for da sequéncia 1(RT) e Ok = - dik, se o individuo for da sequéncia
2(TR), i =1,2,...nxe k = 1,2. Apds calcular as medidas de O, pode-se aplicar o
procedimento do teste ndo-paramétrico para obter a soma dos postos W das
diferencas cruzadas para os individuos da sequéncia 1. A partir do valor
observado da estatistica W, o teste nao-paramétrico pode ser aplicado para
testar as hipéteses dos efeitos de periodo.

57.1 Anadlise Estatistica na Presenca do Efeito Residual (carry-over)

significativo

Quando o efeito de carry-over € significativo (C,.#(C,, entdao o

planejamento experimental crossover 2 x 2 ndo é adequado, pois ndo € possivel
obter estimativas n&o-viciadas para os efeitos fixos do experimento. Por
exemplo, o efeito da sequéncia ndao pode ser estimado separadamente na
presenca do efeito de carry-over, pois existe o confundimento do efeito da
sequéncia com o de carry-over. Isto ocorre porque, em um planejamento
experimental crossover 2 x 2, existem apenas 3 graus de liberdade para as 4
médias das formulagdes por perido, onde um grau de liberdade é para o efeito
de periodo , outro para o efeito de carry-over e o terceiro para a interacao de
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formulacédo e periodo, que é o efeito direto da formulacdo quando nao existe
efeito residual (carry-over).

A

Portanto, F=7 ~d, € um estimador viciado para F na presenca do efeito

de carry-over, pois ha o confundimento dos efeitos de carry-over com os efeitos
direto das formulagbes R e T. Desta forma, um estimador n&o-viciado para o
efeito direto da formulacado F pode ser obtido utilizando-se apenas os dados do
Periodo 1 do experimento crossover 2 x 2. Neste caso, € importante lembrar que
a perda das informacgdes referntes aos dados do Periodo 2 do experimento
crossover 2 x 2 diminui a precisado estatistica para o teste da comparagédo das

formulages R e T. Isto ocorre porque a variabilidade inter-individuos o’ néo é

removida da variabilidade total dos dados, dada por o’ + o7 . Além disso, devido

ao experimento ter sido planejado para um experimento crossover, existe um
namero reduzido de individuos, o que também contribui para a diminuicdo do
poder do teste. Portanto, para obter as vantagens de um experimento crossover
e evitar os problemas devido a presenca dos efeitos de carry-over , € importante
a realizacao de um experimento crossover bem conduzido e com um periodo de
washout suficiente para a completa eliminacado do efeito da droga administrada
no periodo anterior.

Jones e Kenward (1989) apontaram algumas razdes que podem contribuir
para a presenca dos efeitos de carry-over:

i ) o verdadeiro efeito de carry-over pode aparecer quando o periodo de

washout entre dois periodos de tratamento ndo foi o suficiente para os

voluntarios eliminaram os efeitos das formulagdes administradas no periodo

anterior;

ii ) o efeito de carry-over psicoldgico pode aparecer quando as atitudes dos

voluntaros no Periodo 2 dependem das suas experiéncias no Periodo 1 de

tratamento.

Isto pode ocorrer, por exemplo, quando o0s voluntadrios conhecem as

formulagbes administradas;

iii ) a interacdo entre formulacao e periodo pode surgir quando o efeito da

formulacédo depende do periodo em que foi administrada;

iv ) os grupos de voluntarios das sequéncias 1(RT) e (TR) podem

apresentar caracteristicas, idade ou sexo, as quais o0s tornam
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significativamente diferentes. Isto pode ocorrer na auséncia de um processo
adequado de aleatorizacdo para a alocacdo dos voluntarios as duas

sequéncias de tratamentos.

Se o efeito de carry-over é significativo mesmo tomando todas as devidas
precaucoes, entdo deve-se utilizar apenas os dados do Periodo 1 do
experimento crossover 2 x 2 para obter um estimador nao viciado para o efeito

direto das formulacoes. Este estimador pode ser obtido através da diferenca das

amostrais Yy _ e , OU Seja,
12 11

E {Y_.lz_Y_.ll}:(lu+P1+FT)_(1u+P1+FR):FT_FR:F.

denote este estimador por If“/C:flz—Yu. Neste caso, £/Cé um estimador

ndo- viciado de F quando os efeitos de carry-over apresentam diferencas

significativas.

A variancia de F/C é dada por:
4 ~ ., NP
v(F/c)-(c: "*’)[n, n]
baseando-se na variancia v (ﬁ ) em (3.1.9), pode-se observar o aumento da

variabilidade ocasionada pela perda do Periodo 2 do experimento de crossover

2 x 2 na diferenga das variancias abaixo:

V(FA/C)V(FA)=[GT+O£‘?HL+1]4

As hipéteses em (3.1.10) podem ser testadas através da estatistica:
i

P S
Siy/ (& + &)

T ppe —

onde:

TEic

2
- 1 J— .
ST = > D (Vi — Y ar)®.
1 PR —— _ (Yiie k)

k=1 i=1
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Sob a hipétese nula Hyp : Fr = Fr, a estatistica T ;. tem distribuicdo t com

ni+nz - o graus de liberdade. Portanto, rejeita-se a hipétese nula, ao nivel de

significancia «, quando: >t (a2 )
o ,n1+n2— '

‘T FJ/C
Quando os efeitos de carry-over apresentam diferengas significativas, um

intervalo de confianga de (1-«) x 100% para F, utilizando-se apenas os dados

do Periodo 1, pode ser obtidos como:

F/C it(a/z,nl+nz—2 )S[’[l-f-l] (3:1.23).
nly n?2

E importante frisar que, embora S} seja um estimador nao-viciado de

ol +o0., as estimativas para o’ e o’ ndo podem ser encontradas

separadamente quando sdo usados apenas os dados do Periodo 1 do
experimento crossover 2 x 2.

Em estudos de bioequivaléncia, quando os efeitos de carry-over
apresentam diferencas significativas, apenas os dados do Periodo 1 sao
utilizados para avaliar a bioequivaléncia das formulagcbées Re T.

5.8 Exemplo llustrativo dos Métodos Paramétricos e Nao-paramétricos

Com o intuito de ilustrar as inferéncias estatisticas mencionadas no
decorrer deste capitulo, considere os dados de bioequivaléncia de n°27 de um
planejamento experimental crossover 2 x 2, que estdo disponiveis na pagina da

internet http: //www.fda.gov/cder/bioequivdata.

Neste experimento, foi realizado com uma amostra aleatéria de 14
voluntarios sadios para um estudo de bioequivaléncia das formulagcdes R e T de
um medicamento anti-arritmia. A partir da coleta e processamento das amostras
sanguineas ao longo do tempo, as estimativas da medida farmacocinética ASC
foram obtidas para cada um dos voluntarios e estdo apresentadas na tabela
3.1.2.

Para uma analise preliminar dos dados, sao apresentadas as figuras 3.1.4 e
3.1.5 das ASC observadas para os individuos nos Periodos 1 e 2 em cada uma
das sequéncias 1(RT) e 2(TR) e a figura 3.1.6 das médias amostrais das
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formulacbes T e R por periodo da tabela 3.1.3. Observe através das figuras

3.1.4 e 3.1.5 que a maioria dos individuos ndo apresentam grandes diferencas

nas medidas observadas da ASC nos dois periodos. A figura 3.1.6 das médias

amostrais das formulagdes por periodo sugere que a interagéo entre formulacao

e periodo pode nao ser significativa, o que indica que o efeito residual (carry-

over) pode nao ser significativo no modelo do experimento crossover 2x2. No

entanto, isto sera verificado através de testes estatisticos apropriados.

Os efeitos fixos do modelo em (2.2.1) podem ser analisados utilizando-se

0s, métodos paramétricos e nao-paramétricos, utilizando os dados da tabela 17

a sequir:

Tabela 17: ASC para as formulagdes teste T e referéncia R.

Seqiiéncia  Voluntario

Periodo 1

Periodo 2

1 24,2 35
3 25.8 25.3
6 20,8 18.5
1 (RT) T 19 20,6
9 19.3 17,4
12 15,1 17.5
14 14.3 12,4
2 25,7 29,1
4 29.8 21.1
5 25,9 28.6
2(TR) b 24 18.6
10 13.9 9,3
11 16.2 14.3
13 13.5 14.6
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5.8.1 Analise Paramétrica

A tabela 14 apresenta as estimativas das medidas empregadas na analise
paramétrica dos efeitos fixos do modelo crossover 2 x 2.

5.8.2 Efeito Residuais (carry-over)

Para testar as hipdteses em (3.1.3) dos efeitos de carry-over, sao
necessarias as estimativas de 7.0, ¢ o da tabela 3.1.4 e a estatistica T, em

(3.1.4). Logo, aplicando-se o teste, tem-se que :
(3.1.24)

U .U, _ 40,657 40,742 _ o o0

T .= -
15,918 |1 1
o, 174_17 \/:+7

ny n,

Portanto, a hip6tese nula Hy: Cr = Cr nao é rejeitada ao nivel de 5% de

significancia, pois \TC\<t( Desta forma, pode-se prosseguir a

0,025;12)=2,1788

analise dos demais efeitos fixos do experimento crossover 2 x 2 utilizando-se 0s

dados dos dois periodos do experimento crossover 2 x 2.

Tabela 18: Médias amostrais para as formulacdes teste e referéncia nos

periodos 1 e 2 de um planejamento experimental crossover

Seqiiéncia Perfodo 1 Perfodo 2 Média da Seqiiéncia
L(RT) Vi =19,785 Y =20,957 Y1 =20,371
2(TR) Yip=21,285 Y3 =19,372 Y 2 =20,328

Média do Perfodo Y =20,536 Y, = 20,164 Y =20349




Tabela 19: Totais e as diferencas individuais dos dados da Tabela 14

Seqiiéncia  Individuo Ui Ry dij; Ry, Oy Ry
1 59,20 14 5,40 14 5,40 14
3 51,10 11 -0,25 8 025 7
i 39,30 7 -1,15 4 L5
1 (RT) 7 39,60 8 0,80 10 080 8
9 36,70 6 0,95 6 -0,95 45
12 32,60 b 1,20 11 1,20 10
14 26,70 2 0,95 i 0,95 45
Soma dos  Postosda  Seqiiéncia 1 53 59 5l
Seqiiéncia  Individuo Uik Ry dir R, Oy Ry
2 54,80 13 1,70 13 -1,70 1
4 50,90 10 -4,35 1 435 13
5 54,50 12 1,35 12 -1,35 2
2 (TR) 8 42,60 9 -2,70 2 270 12
10 23,20 1 -2,30 3 230 11
11 30,50 4 -0,95 6 095 9
13 28,10 3 0,55 9 -055 6
Uy = 40,743 dy= 0,586 0.1 = 0,586
Uq =40,657 do =—0,957 045 =0,957
o2 = 253,35 ol = 5,252 o2 = 5,252
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A partir da tabela 3.1.4tem-se que as estimativas ded, ¢ ° séo,

respectivamente, iguais a 0,586, 0,957 e 5,252. Logo, a estimativa de F é dada

por ﬁ:g.l_cj.z =1,543 - As hipéteses em (3.1.10), do efeito direto da

formulacao, podem ser testadas através da seguinte estatistica:

T . = d -d, _ 1,543 =1.261
F d 174_17 2,291L+L
n, n, N7 7
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5.8.3 Efeito de Periodo

Ol = (), 586; Oz = (0,957 e crﬁ = 5§, 252.
Baseando-se na tabela 3.1.4, obtem-se

6:0,586; 6 =0,957 O"-z:5,252. Entdo, utilizando-se a estatistica em
1 2

(3.1.15), para testar as hipéteses em (3.1.14), tem-se que

. 0.371 o s0a (3.1.23)
2,291 17_’_ 17
N 7 7
Como ‘TP‘<I(O’025;12):2,1788 ndo se rejeita a hipétese Hp : Py = P2 a0

nivel de 5% de significancia.
As inferéncias para os efeitos fixos do modelo dado em (3.1.1) de um

planejamento experimental crossover 2 x 2 sdo apresentadas na Tabela 3.1.5.

Tabela 20: Inferéncias estatisticas dos efeitos fixos do modelo em (3.1.1).

Estimativa do  Varlanciada  Intervalo de
Efeito Efeito  Estimativa ~ Confianca de 95% T Valorp
Carry-over -0,085 15916 (-34,76234593) -0.001 0.9898
Direto Droga ~ 1,5431 2,02 3A51:6537) 1,261 0.2318
Periodo 0371 2,202 (-5,360;4,622) 0303 0.7669

5.8.4 Analise de Variancia

Os resultados obtidos através da analise de variancia dos dados da ASC
em escala original e logaritmica estdo apresentados respectivamente nas
Tabelas 18 e Tabela 19. o método da anélise de variancia é equivalente ao uso
dos testes t, portanto as mesmas conclusdes sao obtidas em ambas as andlises.



Tabela 21: Analise de variancia para ASC em escala original da Tabela 14

Fonte de Graus de Soma de Quadrado Estatfstica
Variacao Liberdade Quadrados Médio F valor p
Inter-individuos
Carry-over 1 0,0128 0,0128 0,00 0,9727
Resfduos 12 898,557 74,879 7,13 0,0009
Intra-individuos
Formulacao 1 16,662 16,662 1.59 0,2318
Periodo 1 0,966 0,966 0,09 0,7669
Residuos 12 126,071 10,5059
Total 27 104227
Tabela 22: Analise de variancia para ASC em escala a logaritmica
Fonte de Graus de Soma de Quadrado Estatistica
Variacao Liberdade Quadrados Médio F valor p
Inter-individuos
Carry-over 1 0,004526 0,004526 0,22 0,6490
Resfduos 12 2.338421 0.,194868 9,38 0,0002
Intra-individuos
Formulacao 1 0,038585 0,038585 1.86 0,1979
Periodo 1 0,013316 0,013316 0,64 0,4389
Residuos 12 0,24923 0,020769
Total 27 2.644078

5.8.5 Analise Nao-paramétrica
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Utilizando-se as somas dos postos da Tabelas 3.1.4, pode-se testar os

efeitos fixos do modelo dado em (3.1.1) de um crossover 2 x 2 através do teste

nao-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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5.8.6 Efeito Residual (carry-over)

O teste nao-paramétrico das hipéteses em (3.1.3) dos efeitos de carry-over
€ realizado através da soma dos postos Ri das medidas de Uy, para i =
1,2,....,Ng € k = 1,2 dos individuos da sequéncia 1 (RT). O valor da
estatistica da soma dos postos W para o teste do efeito carry-over é igual a 53.

como o tamanho da amostra 4 pequeno n; + np = 14, deve-se empregar a versio

exata do teste nao-paramétrico de Wilcoxon. Os valores criticos Wie2pm.) €
rLyrt 2

Wiia2p )’ sob a hipétese nula, da estatistica W podem ser obtidas através de

tabelas (Hollander e Wolfe, 1973). Como a distribuicdo da estatistica das somas
dos postos W é discreta, alguns niveis de significancia desejados podem nao ser
iguais aos niveis de significancia exatos. Por exemplo, considere o nivel de 5%
de significancia para o teste bilateral e os tamanhos amostais ny =7 e ny = 7,

entdo o nivel de significAncia exato mais préoximo de «/2=0,025 e 0,027. Neste

caso, os valores de w 027.7.7) € W(0,973:7;7) SA0 iguais a 37 e 68, respectivamente.
Portanto, se o valor observado da estatistica W da soma dos postos é menor
que 37, ou é maior que 68, a hipotese nula é rejeitada ao nivel de 5,4% de
significAncia. Entdo, como o valor observado da estatistica W é 53 para o teste
nao-paramétrico do efeito carry-over, a hipétese nula Hp : Cg = Cr nao é
rejeitada ao nivel de 5,4% de significancia.

5.8.7 Efeito Direita da Formulacao

Para o teste ndao-paramétrica das hip6tese em (3.1.10) do efeito direto da
droga, pode-se obter através da tabela 3.1.4 a estimativa igual a 59 para a
estatatistica da soma dos postos W de di, para i = 1,2,...,nx e k = 1,2 para os
individuos da sequéncia 1. Neste caso, comparando-se os valores criticos da
estatistica W, sob hipétese nula, w2777y = 37 € W 97377y = 68, ndo rejeita a
hip6tese nula Hy : Fg = Fr ao nivel de 5.4% de significancia.
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5.8.8 Efeito de Periodo

Baseando-se na tabela 3.1.4, tem-se que o valor esperado da estatistica da
soma dos postos W de Oy, para i = 1,2,.....,nx € kK = 1,2 para o teste nao-
paramétrico de Wilcoxon das das hipéteses em (3.1.14) é igual a 25. A partir dos
valores w027.7.7=37 € W(og73;7:7) = 68, sob a hipotese nula, da estatistica de
Wilcoxon. Portanto, a hipétese Hy : Py = P2 ndo é rejeitada ao nivel de 5,4% de

significancia.
5.9 Experimento Crossover de Ordem Superior para Duas Formul¢cées
Devido a existéncia de pelo menos uma replicacao de uma das formulacoes
testadas para cada um dos individuos, permite estimar a varidbilidade intra-
individuos para as formulacées R e T e os efeitos, apartir de contrastes, dentro
dos individuos.
5.9.1 Experimento Crossover 4 x 2
Como este experimento crossover possui 8 médias de sequéncia por
periodo, entdo existe 7 graus de liberdade, que podem ser decomposto como

apresentado a seguir.

Tabela 23: Experimento crossover 4x2

Fonte de Graus de
Variacao Liberdade
Efeito de Seqiiéncia 3

Efeito de Formulacao

Efeito de Periodo

Efeito de Carry—over

Interacao Formulacao x Carry—over
Total

~l= ==

Assumindo-se que néo existe interacdo entre formulagdes e carry-over no
modelo em (2.2.3) de um experimento crossover de 4 x 2, obtem-se mais um
grau de liberda para os residuos intra-individuas. Conseqlentemente, os graus
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de liberdade da tabela de andlise de variancia para um experimento de Balaam
estdo distribuido como na tabela 3.2.8. baseando-se nos graus de liberdade
dessa tabela, pede-se observar que este planejamento permite estimar o efeito
direto da formulacédo na presenca do efeito de carry-over.

Tabela 24: Graus de liberde da tabela ANOVA para um experimento de

Balaam.
Fonte de Graus de
Variacao Liberdade
Inter-individuos ny +ne+ng+ny—1
Efeito de Seqiiéncia 3
Residuos ny+no+ng+ny—4
Intra-individuos n1 + ns + 1y + 14
Efeito de Periodo 1
Efeito de Formulacao 1
Efeito de Carry—over 1
Residuos ny +mne +ng +ny — 3
Total 2(ny +mng +ng +ny) — 1

Para a analise deste experimento, considera-se

1 .
dik:E(Yizk_Ynk)a i=12,...ng k=1,23,4.

Sob as pressuposigdes de normalidade e que o; =0, =0, 0s valores

esperados e as variancia das médias de dix sao

N | =
1

‘ —
J— —_—
—~

PZ—P1)+CJ , para os individuos da sequéncia 1

P2_P1)+CR )} , para os individuos da sequéncia 2

1

P2_P1)+(FT_FR)+CR )} , para os individuos da sequéncia 3

D= = o

1
—_~

P2_P1)+(FT_FR)+CT )} para os individuos,da sequéncia 4

—ik) _ 1 52 COM

20,

(¢}
=
&
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entdo tem-se E[(a_'s_g/‘)_(j.z_g‘l)} ~(F,-F,)=F -Logo,

tem-se que o melhor estimador ndo-viciado para F/C para o experimento A

é
dado por:
ﬁ/Cz[(ds_EA)_(d.z_67.1)]
Como 4 , k =1,23 e 4, sdo idependentes entre si, a variéncia da
estimativa
de F/C pode ser calculada com:
F
V[ :1_63[1_+1_+ ! +1_]
C 2 n, n, n, n,
Como F =Fr—Fre Fr—Fr =0, tem-se que FT:%F e FR:‘%F :
Portanto, os estimadores de Uy e Up so, respectivamente, iguais
—  — 1(F —  — 1(F A 1§ 2 o
aYy , =Y .+ ?{FJ ° Y .=Y .A._E(FJ , onde Y..._SZk:lzj:lY-jk
€o
estimador nao-viciado para a média geral .
A analise do efeito carry-over pode ser realizada através do seguinte
estimador:
ﬁ/C: 2(d.l_d.2) :[(Y.Zl_Y,ll)_(Y,ZZ_Y,IZ):l, que possui variancia igual a
\% [FJ = 20'3[1—+ L, 11 ]
C n, n, n, n,
Portanto, a hipétese nula Hy : Ct = Cr € rejeitada, ao nivel de significancia
o, quando
¢/F , onde S? é o erro quadréatico médio
‘Tc‘z T >t(a/2,n1+n2+n3+n4—3)
: 2{n+n]

Intra-individuos da tabela de analise de variancia do modelo do experimento de
Balaam.
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Se a hipbtese nula na for rejeitada, entdo o estimador ndo viciado para F
pode ser obtido através das médias das sequéncias por periodos das duas

u’ltimas sequéncias do experimento.

Portanto, f7 = .- , cuja a variancia pode ser calculada por

V(F) =3 f(nl 1}

Através deste experiemento, pode-se calcular as variancias intra-individuos
para formulacées R e T, utilizando-se das somas das diferencas 1 e 2, como
apresentado abaixo:

2y 21 (d il_d_.l)2

GA% ) nl_l ,
) l—1(d12 dz)
O-R I’lz‘2

5.9.2 Experimento Crossover 2 x 3

Um planejamento crossover 2 x 3 possui 6 médias de sequéncia por
periodo portanto existe 5 graus de liberdade, que podem ser decomposto em:

Tabela 25: Experimento crossover 2x3

Fonte de Graus de
ariacao Liberdacde
Efeito de Seqgiiéncia
Efeito de Formulacao
Efeito de Periodo
Efeito de Carry—over
Total

U=

A tabela 23 apresenta distribuicdo dos graus de liberdade na tabela de
andlise de variancia para um delienamento crossover 2 x 3. Devido aos graus de
libedade que existem para esse experimento, € possivel estimar o efeito direto
da formulacdo mesmo na presenca do efeito de carry-over.

Para analisar este experimento crossover, é importante definir as diferencas

dos periodos como:

_i(zYilk _Yi2k _Yi3k)
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Tabela 26: Graus de liberdade da tabela ANOVA para um experimento

crossover.

Fonte de
Variacao

Graus de
ILiberdade

Inter-individuos
Flfeito de Seqgiiéncia
Residuos
Intra-individuos
Ffeito de Periodo
Ffeito de Forrmulacao
FEfeito de Carry—owver
Residuos

1 + T — 1
1
ey + 12 — 2
2(121 + 122)
2
1
1
2{?’1—1 —+ T2 — 2}

Total

3(mn, +1n2) — 1

.~ . 2 2 2
Sob as pressuposi¢oes de normalidade e de g, + o, + .- 0S valores

esperados e as variancias de di sao:

1
2

1 - +g , para os individuos da sequéncia 1
2 T R 4 1

(FR— ]?’T)+%])1 para os individuos,da sequéncia 2

Portanto, tem-se que o melhor estimador n&do-viciado para o efeito direto

da formulacdo F para um experimento crossover 2 x 3 é dado por,

A

F :Z[(ZY.U_Y.ZI_Y.

1 _ _

de f sao, respectivamente, iguais a E(F) =F.-F.=F ¢

() ()

31)—(2Y12—Y22—Y32)] A esperanca e a variancia
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As estimativas nao-viciadas para a média x e para o, podem ser obtidas

2 3
através de, 17=%Z Z Y.jk’

A2 Z/; Z:fl(dik_g.k)z
0.~ )

n+mn,—2

Como F =Fr—-Fr e Fr+ Fr=0, tem-se que FT:%F e FR:—%F.

Portanto, os estimadores para as médias de Ur e Up sao, respectivamente,
iguais a

YT:Y...-l_%(ﬁ ) N YR:Y...—i_%(ﬁ )

Sob a pressuposi¢éo de normalidade de Si e ejx, 0 melhor estimador ndo-
viciado para o efeito de carry-over C = Ct — Cg pode ser obtido utilizando-se

contrastes lineares das médias das sequéncias por periodo, ou seja,
C =27V )TV
E importante lembrar que o produto dos coeficentes dos contrastes de 13' e
é nulo, indica que é ¢ independente de }% . A variancia de é pode ser
calculada através de,
e)-3fues])
2 n,n,

Entao, o feito residuais (carry-over) pode ser testado através da seguinte

estatistica:

T. =

-

s L 4
2 \n, n,

Onde S? é o erro quadratico médio intra-individuos da tabela de analise de

b

variancia do modelo do experimento crossover 2 x 3. Logo, rejeita-se a hipotese

nula Hp : Ct = Cgr, ao nivel de significancia o, quando
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\Tc\>t(‘;,z(m+nz-2 )] -

As variancias intra-individuos para as formulacoes R e T para estes

experimento sdo calculadas atraves dos seguintes contrastes intra-individuos:
q[k:(YiZk_Ylgk)s i=1,2,.....nx e k=1,2.

desta maneira, estimativas n&o viciadas para o, e o, podem ser

| —\2
lculad ti d i P — - :
calculadas apartue e O 2(711—”2)1'2—1: (qil ql)
2 1 3 — 2
O-R_z(nl nz); (in_QZ)

5.9.3 Experimento Crossover 2 x 4

Existem 6 graus de liberdade que estdo associados a andlise de um

experimento crossover 2 x 4.

A tabela abaixo mostra como estes graus de liberdade podem ser

decomposto:

Tabela 27: Experimento crossover 2x4

Fonte de Graus de
Variacao Liberdade

Efeito de Seqiiéncia
Efeito de Formulacao
Efeito de Periodo
Efeito de Carry—over
Total

Sil= W= =

A tabela 25 apresenta a distribuicdo dos graus de liberdade na tabela de
analise de varidncia para um experimeto crossover 2 x 4. Este experimento
permite que o efeito ditreto da formulacao seja estimado mesmo na presenca do
efeito de residual(carry-over).
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Tabela 28: Graus de liberdade da tabela ANOVA para um experimento
crossover 2x4.

Fonte de (raus de
Variacao Liberdade
Inter-individuos ny + ne — 1
Fflfeito de Seqgiiéncia 1
Residnos 1 + T — 2
Intra-individuos 3({111 + 19
Ffeito de Periodo 3
Ffeito de Formulacao 1
Ffeito de Carry—owver 1
Residuos 3(rn1 +m2) — 5
Total A{1, +129) — 1

sob a pressuposi¢ado de normalidade e independéncia de ey e Sik. O melhor

estimador ndo-viciado para F/C é dado por

Q"Tb

-5 (67 3777 4y |- (67 .-37 .77 L+ 4y .|

cujaavariancia éiguala | £ :(iJG2[I_+ I j
C 0 ’ n, n

Como F=Fr—Fr e Fr+ Fr=0tem-se que FT:%F e FR:—%F.

Portanto, os estimadores para as médias Ur e Up sado respectivamnte,

iguais a

V.=V +5(F) e v,-¥ +5(F )

As diferencas dos periodos sao definidas como:
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Logo, os estimadores ndo-viciados para para F e o, podem ser,

respectivamente, iguais a d =d —d e

.1 27

1 2 " _ _
)y Z]f (d ik_d.k)z-

2
o, =

Utilizando-se contrastes lineares das médias das sequéncias por periodo de
um experimento crossover 2 x 4, pode-se obter o seguinte estimador ndo-viciado

para o efeito de residuo (carry-over).

g =;_|:[Y__11_2Y_21_2Y_31_Y,41}_[Y.12_2Y_22—Y__32J—Y_.41i|:qu

F
e possui variancia igual a % C _ ( 2_} S R TR T
F 5 ¢ n, n,
Portanto, a hipétese nula Hy : Ct = Cr pode ser testada através da seguinte
estatistica:
C /F
T, =

s (2L, 1 -
5 n, n,
Onde S? é o erro quadratico médio intra-individuos da tabela de analise de

variancia do modelo experimental crossover 2 x 4. Logo, rejeita-se a hipotese

nula, ao nivel de significancia «, quando
‘T C‘ > [(2,3(111‘*112—2 )_SJ

Quando os efeitos de carry-over ndo sao significativos, entdo um estimador
nao-viciado para F pode ser o dado por

n ., n
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Chwou e Liu mostra que as estimativas das variancias intra-individuos para
as formulacdées T e R podem ser calculadas a partir dos seguintes contrastes

intra-individuos, que sao definidos como:

D..= (Yilk_YMk) v D= (YiZk_YiSk)’ i=1,2,...,nk, k=1,2.
Como Dy e D2 sdo independentes, entdo os estimadores de o, e o, séo,

respectivamente, iguais a

n,

G- 20 _1n2 ) {Z(Dm—ljz.z)z +2(D 2i2_52.2)2 ]

i=1

G = 2 (n, _1n2 =2) (i(D 2;‘1‘52.1)2 +§(D1i2_51.2)2 J
onde

— 1 I
D h .k = 2 D hik ’ h=1’2’ k=1’2'
n; i=t

5.9.4 Experimento Crossover 4 x 4

Um experimento crossover 4 x 4 possui 12 graus de liberdade, que pode
ser decomposto da seguinte forma:

Tabela 29: Experimento crossover 4x4

Fonte de Graus de
Variacao Liberdade
Efeito de Seqiiéncia 1
Efeito de Formulacao 1
Efeito de Periodo 3
Efeito de Carry—over 1
Interacao Formulacao x Carry—owver 1
Interacao Formulacao x Periodo 3
Contraste Seqiiéncia x Periodo 2

Total

=
V]
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A tabela 27 mostra como os graus de liberdade sdo decompostos na tabela

de analise de variancia para um delineamento crossover 4 x 4. O uso deste

experimento permite que o efeito direto da formulacdo possa ser estimado até

mesmo na presencga do efeito residual (carry-over).

Este experimento possibilita a andlise do efeito direto da formulagdo na

presenca do efeito residual (carry-over). Utilizando-se o contraste lineares das

médias de sequéncia por periodo, obtem-se o melhor estimador ndo-viciado para

efeito direto da formulacao F, dado por

F

1 Y_.11_Y_.21_Y_.31+Y.41)_(Y_.lz_Y_.zz_Y_.32+Y.42)+
8 +(Y_.13_Y_.23_Y_.33+Y.43)_(Y_.14_Y_.24_Y_.34+Y_44)

16 n, n, ns; n.

quetemvariénciadadaporV(]?A’) :(Lja:(l P S S ]

Tabela 30: Graus de liberdade da tabela ANOVA um experimento crossover 4x4

Fonte de Graus de
Variacao Liberdade
Inter-individuos 1 + 122 + 11y + 124 — 1
Efeito de Seqiiencia 3

Resfduos 1 + 1oty + 124 — 4
Intra-individuos 3(ny + 1o + ng + 1y
Efeito de Periodo 3

Efeito de Formulacao 1

Efeito de Carry—over 1

Residuos 3(ny +mn2 +1n3 +14) — 5
Total A(ny +n2 +ng3 +14) — 1

R,

Para fazer a estimativa das variancias intra-individuo para formulacbées T e

€ necessario definir os seguintes contrastes intra-individuos:

Dlik:(Y ilk_YiZk)’ k=12
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DZik:(Yi3k_Y,~4k)’ k=1,2;
D3ik:(Y ilk_YMk)’ k =3.4;
D4ik:(Y i2k_Yi3k)’ k=34.

Desta forma, Chow e Liu (2000) apresentam que os estimadores nao-viciados
para o, e o, sao iguais a:

2

6= 2(N =) g(Dlil_D_1.1)2+1nZ:;(DZiZ_D_2.2)2+]nz:;(D&'S_D_S.S) JFTZ?(D4L'4—D_4.4)2

6= 2(N = 4) g(D2i1—52.1)2+g(D1i2—51.2)2+g(D4i3—54.3)2+2(1331‘4—53.4)2

onde
N :n1+n2+n3+n4
R 1 n
D..=—2> D ,.> h=123e4; k=123e4

e Q=1

5.10 MEDIDAS FARMACOCINETICA NA ESCALA LOGARITMICA

Na resolug&o n®. 898, de 29 de maio de 2003, a ANVISA recomenda que a
analise de bioequivaléncia das medidas farmacocinética ASC e Cnax seja
realizada com dados em escala logaritmica. Devido a limitagdo do tamanho da
amostra em estudo de bioequivaléncia, ndo € possivel realizar uma
determinacdo confidvel para a distribuicdo dos dados. A ANVISA apresenta
duas justiicativa para a utilizagdo da transformacao logaritmica:

i)como uma comparagao preliminar garalmente é a analise da razdo das
médias de ASC ou Cnax, a0 invés da diferencga, entao a analise da diferenca das
médias em escala logaritmica pode ser retranformada para a razdo de médias
em escala original;

iilWestlake (1973, 1988) observou que o modelo multiplicativo para o

experimento crossover pode ser mais adequado para medidas farmacocinéticas
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ASC e Cnax de um estudo de bioequivaléncia, devido a velocidade de absorcéo e
eliminagdo da fomulagéo.
Considere, por simplicidade, o modelo multiplicativo de um experimento

crossover 2x2.

X w=MS.P,F ,C (j—l,k)eN ijk (3.3.27)

ou o seguinte modelo com transformacda logaritmica:

Yijk = ln(Xijk) :ﬂ—'_ Sik+Pj+ F(j,k)+C(j—l,k)+ezjk (3'3'28)
onde Y i8S, PF 1Cn ¢ e,58 0s mesmos apresentados na

Secéao 3.1.
Pode-se notar as seguintes relagdes entre os dois modelos:

ﬂ:eXP(:“)’S[k:eXP(Sik)’P,»:eXp(Pi)’F(j,k) =exp(F(<,,k)),C(j_i’k) =exp(C(j_Lk)) e, =exp(e,, )
para i = 1,2,...nx e j = k = 1,2. Sob as pressuposicdes que Sk e ejk Sao
independentes e normalmente distribuidos com média iguais a zero e variancia,

respectivamente, iguais a o; e o7, entdo a medida farmarcocinética Xj na

escala original apresenta um modelo linear lognormal, que pode ser escrito

como:

X=exp( 4+S,+P+F+Cinten ) (3:3.29)

O vetor bivariado de observacdes do i=ésimo individuo, ma k-ésima

sequéncia, que é representado por ( X ;1x. X i2x )/, apresenta distribui¢éo
/ /
lognormal bivariada, pois (X ik, X iZk) = (ln X iksIn X iZk) tem

distribuicdo normal com vetor de médias u, e matriz de variancia-covariancia

Zk para k = 1,2 como apresentado na secao 2.2.2 (Crow e Shimizu, 1988).

A tabela 28 apresenta as médias e as medianas de Xjx por sequéncia e
periodo, considerando-se que nao existe efeito residual (carry-over). Note que as

médias de Xjk ndo contém apaenas os efeitos fixos, mas também a variabilidade
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inter e intra-individuos na escala logaritmica. No entanto, as medianas de Xix

possuem apenas os efeitos fixos.

Tabela 31: Médias de medianas Xix por sequéncia e periodo.

Seqiiéncia Perfodo | Perfodo I
1(RT) Média explay + (1/2)(07+07)) explass +(1/2)(ch + 02))

Mediana  exp(ayy exp(ayy)
2TR) Média E’J.'p((lgl-l- 1/2)(0% +0%)) explan +(1/2)(03 +07))
Mediana  exp(as | exp(ay)

5.11 Estimador de Maxima Verossimilhanca

Em estudo de bioequivaléncia, a razdo de biodisponibilidade média na
escala original pode ser utilizada, pois apresenta o efeito da diferenga entre
formulagdes. Logo,

prexp(Fr) AFq, _ My

S=F=exp(F )=exp(U+Fr—u-Tg)-=
U+exp(Fr) HFr MUg

onde FZGXp(F), F:FT_FR e ,[lT e ﬂR sdo médias geométricas de T

e R. A estimativa § — Hr , para os dados nao-transformados, pode ser
M g
obtido através da transformacado inversa da estimativa encontrada na escala

logaritmica.

Baseado-se na medida farmacocinética em escala logaritmica, considere

F=p,~po=5[(V.-V.)-(Vo-V)]=d ~d.

onde 67 ,s80 as médias amostrais das diferencas de periodos

dik :%(Yilk_Yilk)'
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Observa-se que

dikzL(Yilk_Yilk)ZL In Xle_ln X ilk =L1n(rik),
2 2 2

X, , ~ ~ .
onde p, = X‘Z" ,parai=1,2,.....,nke k =1,2, sdo as razdes de periodos.

ilk

A razdo de periodos pode remover a variabilidade inter-individuos da
comparacdo entre as biodisponibilidades das formula¢des, considerando-se o
modelo multiplicativo. Sob a pressuposicdo de que os efeitos residual (carry-

over) ndo sao significativos

P~2E Tém, para a sequéncia k =1
po= X,zk _ PlFRellk onde i =
ik ~ ~ o~
X .
" B,ZE Ré'“ , para a sequéncia k =2
PIF Reilk
1,2, ..... ,Nk

Como F é o estimador de maxima verossimilhanca de u.-U, entdo o

estimador obtido através da tranformacgdo inversa é também um estimador de

maxima verossimilhanga para S\M v = H /,LZ R

S -exp(F )-exp(¥,-¥ )
A relagdo que existe entre a diferenca das médias de minimos quadrados

na escala logaritmica e as razdoes de periodos na escala original é apresentado
a seguir. Considere

1 /n
"y /", k=12
R - H r ik

i—1

. Portanto, o melhor estimador nao-

Logo, tem-se que 5 _ ( R,
R

]1/2

2

viciado de F, na escala logaritmica, é F =In(d,, ). Desta forma, S‘MV tem
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2
. o o 1 1 ~
distribuicdo lognormal com média 5exp[m2 4 j onde m = |—+ — . Entao,
n 1,
1 /2
~ ., , . ~ R
O, néoeéuma estimador ndo-viciado para 6 = ( R J
2

Liu e Weng (1992) apresentam um estimador nao-viciado e de minima

variancia (ENVMV) para é‘AM y = [ . /,LZ X , que é dado por

5AENVMV:5AMV(I) f[mSQD]’

onde m= i+i. SQD é a soma de quadrados das diferencas dos
non,

periodos para os dados transformados, ou seja, SOD=(n +n,—2)6;, f

representa os graus de liberdade nf+n,—2e

(3.3.30)

q)_f:[—mSQDJ:f r(f/2) [( m

S (f /2] _4jSQD

onde I'(.) é a fungdo gama. A convergéncia da série infinita em (3.3.30) é mais

r(r/2)
r(f/2)+ j!]

da variancia do estimador 4,,,,,, é dada por

< 1. A estiamtiva

rapida que das séries expeonenciais, pois

V(ggNVMv )=6XP[2(YT —Ee )][(CID f(—mSQD ))Z—CIDf[—4mSQDﬂ
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5.12 Estmativa de Média das Formulacoes

Considerando-se 0 modelo multiplicativo em (3.3.27), pode-se obter um
estimador para ¢ utilizando as médias de minimos quadrados das formulacdes

T e R, que sédo dados respectivamente, por

_ + X _
X , = (X 21 X .12) e X , = (X
2 2

Portanto, o estimador para a razdo de médias € S

RM:X_T/X_R'

X

Como a distribuicao exata de =~ é muito complicada, o método de bootstrap

R

pode ser utilizdo para construi-la (Efron e Tibshirami, 1993). Maiores detalhes
serao apresentados no capitulo 4, onde o método bootstrap € empregado para a

construgédo do intervalo de confianga nao-paramétrico para a razdo das médias

em escala original. Examinaremos apenas o vicio assintético de SRM,

considerando-se o modelo multiplicativo em (3.3.27).
Considerando 0 vetor de médias amostrais

X_Z(X_.le_.Zl’X_.IZ’X_.ZZ)/

e A,=n/n,onden=n+nzparak = 1,2. Utilizando-se o Teorema Central do
Limite para vetores, tem-se que ,¥x __ D N (x> /n), onde

A
V:(ﬂu’ﬂzpﬂlz’ﬂzz’) e Z/ = IZ' %2 2 _ Vll V12 :
a,, /1222 lzl v v
21 22

Vv Vv :
/1121:( 33 34} ;

Vie Vi

sendo que,

/,tll=eXp|:(/,l+P1+FR)+((GI%+63)/2):|;



ﬂ21:exp
M., =exp
ﬂZZZeXp

V..=exp| 2(

V.=exp| 2(

V.=exp| 2(u+Pr+Fr)+(ockto

V,=V.= exp[2ﬂ+((7%+6%+20'52 )/2]@(13(0'52 )_1

(L+ P+ F )+

(u+pP\+Fr)+
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Portanto, o vetor de médias amostrais (X_T . X g )’ tem distribuicdo

assintoticamente normal com vetor de médias U - (,U *’,U ’ )e matriz de
T R

variancia-covariancia

1
4,

onden=n;+nse

> o=

0 =%[exp(,u+FT)+(O'T2+O'§ )/2”6)(p(]31)+exp(]32):

ﬂl=§FxpCU+FR)+(0£+0§)/?}FXP(PLHfXP(PzX

|

V TT

1% ”J,
V TR

V R R
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V.- le(2ss o7 3) [ eo{ o+ A ieal o mesl2p]

V= exp(2(ﬂ+FR)+(0,%+0§) exp(o;%+o§)—1 [ﬂlexp(zpl)blzexp(zpz)]

v [exp(aus(orsaieaed))]fexn(ot)1]

Supondo-se que nao existe efeito residual (carry-over), o vicio assintético

de SRM é dado por:
ViCiO(Sm) = E(SRM)— o= [exp{#;qﬂ {1+n1a[b[exp(afe +0§)— 1] —[exp(as2 )HH -5

onde a = [exp (P, )+ exp (P, )}2 eb=Aexp(2P)+ A, exp(2P,).
Quando néo existe efeito e A =4, :%, entdo o vicio assintético de

5RM pode ser escrito como:

2 2

Vz’cio(SRM ) = ({exp [%} [1 + :—nexp(af)[exp(ai ) - lﬂ - 1} . (3.3.31)
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RESULTADOS

Os dados coletatos no experimento para avaliar a Bioequivaléncia média
foram tratados com o software WINONLIN, especifico para avaliar
Bioequivaléncia. Foi cedido por um curto prazo. Sua utilizagdo com finalidade
académica permitiu que os calculos das medidas farmacocinéticas e outras
analises estatisticas fossem efetuadas de forma rapida e eficiente.

Pode-se observar no Grafico 1 que ao longo do tempo, as médias,
medianas e desvios padrdes crescem e em seguida decrescem refletindo um
comportamento natural para um farmaco no organismo referente as fases de

absorcao até a sua eliminacao

Grafico da Concentracdo Média_SE da Sildenafil_100mg

- Refer
— Refer Error
—H— Teste
— Teste Error

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (hr)

Grafico 1: Curva de concentracao plasmatica médiatdesvio padrao da

droga teste (T) e referéncia (R) baseado em 24 voluntarios.
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Conclui-se que o efeito da sequéncia nao é significativo (Valor-P 0,9275) ao
nivel de significancia de 10%. Observa-se também que o teste de variabilidade
inter individuos é significante (valor-P = 0,00428) indicando que ha variabilidade

entre individuos. O efeito da droga e do periodo e sequéncia é nao significativo.

Tabela 32: ANOVA para o log((Cmax)

Fonte Gl SQ QM F Valor-P
Inter-
individual
Sequéncia 1 6,1099x10™* 6,1099x10™ 0,0084 0.9275
Residuo(inter) 22 15849x10™ 0,07204 32,112 0.0042
Droga 1 9,5982x10™" 9,5982x10" 0,00428 0.838
Periodo 1 154,338x10* 154,338x10" 0,6979 0.4158

Residuo(intra) 22 4935,47x10™* 0.0224339
Total 47 6654,5081x10°

a4

Os intervalos de confianca paramétricos estao dentro dos limites de
equivaléncia para a diferenca das médias (£ 0,2 com a =0,05) e para a razao

das medias(.0,08 e 1,25 com a =0,05 ). Portanto, podemos concluir que existe

bioequivalencia média entre as formulagbes(droga) referéncia (R) e teste (T)

segundo a analise de Cmax (pico de concentragdo maxima).

Tabela 33: Intervalo de Confiangca Parametrico para a diferenca e razao
Das médias das formulacdes R e T utilizando 10g(Cmax)

Paréametro Método Estimativa C 90% CoiliSéo
L.Inf. L.Sup. )
MR- M7 (%) Parametrico 0,00894 -0,653 0,083 BE
MT/uR (%) Parametrico 99,1096 92,0162 106,75 BE

(*) médias na escala logaritmica
(**) média geométricas na escala original

(***) BE= Bioequivaléncia
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Tabela 34: Medidas farmacocinéticas dos 24 voluntarios do medicamento teste T

Formulacéao Voluntario Cmax Tmax Ke ly ASC,, ASC,
Teste 1 1.821 4.000 0.078 8.932 30.170 28.466
Teste 2 1.427 2.000 0.091 7.648 18.600 17.920
Teste 3 1.577 3.000 0.100 6.940 18.310 17.796
Teste 4 1.421 1.750 0.128 5.402 17.600 16.630
Teste 5 1.710 2.000 0.068 10.151 25.090 24.123
Teste 6 1.617 2.500 0.070 9.967 23.690 21.545
Teste 7 1.730 3.500 0.074 9.352 30.930 29.849
Teste 8 1.693 2.500 0.057 12.210  32.100 28.893
Teste 9 1.920 0.500 0.105 6.583 21.250 19.352
Teste 10 1.662 1.750 0.079 8.733 22.400 19.098
Teste 11 1.250 1.000 0.053 13.188 12.440 10.044
Teste 12 1.617 1.750 0.075 9.278 24150 22.341
Teste 13 1.427 3.500 0.099 7.033 18.770 16.775
Teste 14 1.930 1.000 0.088 7.870 18.470 16.373
Teste 15 1.883 2.500 0.109 6.358 21.180 20.684
Teste 16 2.247 1.000 0.071 9.816 23.910 22.067
Teste 17 1.461 1.500 0.092 7.531 19.540 18.730
Teste 18 1.880 1.750 0.107 6.457 18.090 16.802
Teste 19 1.262 1.500 0.129 5.354 14.450 13.729
Teste 20 1.324 1.000 0.104 6.687 13.100 12.022
Teste 21 1.787 1.000 0.081 8.569 20.290 19.225
Teste 22 1.366 1.500 0.074 9.349 20.830 19.613
Teste 23 1.998 1.000 0.080 8.718 26.170 25.488
Teste 24 1.563 1.000 0.083 8.310 24510 23.143

Tabela 35:Estatistica descritiva das medidas farmacocinéticas dos
24 voluntarios do medicamento teste T

N 24.000 24.000 24.000 24.000 24.000 24.000
Mean 1.649 1.854 0.087 8.352  21.501 20.029
SD 0.255 0.932 0.020 1.934 5.144 5.010
SE 0.052 0.190 0.004 0.395 1.050 1.023
Min 1.250 0.500 0.053 5.354  12.441 10.044
Max 2.247 4.000 0.129 13.188 32.099 29.849
Geometric Mean 1.630 1.641 0.085 8.145  20.906 19.405
95% CI Lower

Mean 1.541 1.461 0.079 7.535 19.329 17.914
95% CI Upper

Mean 1.757 2.248 0.096 9.168 23.674 22.145




Tabela 36: Medidas farmacocinéticas dos 24 voluntarios do medicamento
referéncia R

Formulacd Voluntario Cmax Tmax Ke ly ASC, ASC,
Refer 1 1.447 175 0.083 8.328 28.03 26.399
Refer 2 1.289 3 0.102 6.764 19.71 19.097
Refer 3 1.829 1 0.096  7.188 23.06 22.332
Refer 4 1865 15 0.113 6.157 20.79 19.321
Refer 5 1239 3.75 0.063 11.016 21.14 18.497
Refer 6 1.858 1 0.076  9.104 25.37 23.608
Refer 7 1.789 3.5 0.08  8.696 30.04 29.383
Refer 8 1971 375 0.078 8.936 35.69 34.741
Refer 9 2102 15 0.121 5714 19.93 18.747
Refer 10 1.693 1 0.094  7.389 19.89 17.768
Refer 11 1198 3.75 0.063 11.086 20.43 16.243
Refer 12 1862 15  0.094  7.399 19.63 18.837
Refer 13 1.491 3 0.081  8.539 25.67 24.213
Refer 14 234 175 0.083 8.344 27.11 23.425
Refer 15 2209 05 0.076 9.124 22.03 20.587
Refer 16 2813 05 0.092 7.556 26.93 26.166
Refer 17 227 05 0.1 6.941 25.25 24.473
Refer 18 1572 1.5  0.099 6.981 20.6 19.921
Refer 19 1.293 2 0.127  5.441 13.38 12.647
Refer 20 1.457 05 0.102 6.764 16.66 15.107
Refer 21 1513 05 0.088 7.871 19.74 19.136
Refer 22 1.042 4 0.103  6.762 17.94 17.349
Refer 23 1598 1.5  0.064 10.869 25.25 22.852
Refer 24 1.021 45 0.096 7.206 10.37 9.409

Tabela 37:Estatistica descritiva das medidas farmacocinéticas dos

24 voluntarios do medicamento referéncia R
N 24 24 24 24 24 24

Mean 1.698  1.99 0.091 7.924 22.276 20.844

SD 0.442 1.307 0.017 1.55 5.398 5.386

SE 0.09 0.267 0.003 0.316 1.102 1.099

Min 1.021 0.5 0.063 5.441 10.366 9.409

Max 2.813 45 0.127  11.086 35.695 34.741

Geometric

Mean 1.645 1.56 0.089 7.785 21.608 20.15
95% CI Lower

Mean 1512 1.438  0.083 7.27 19.996 18.57
95% CI Upper

Mean 1.885 2.542  0.098 8.578 24555 23.118
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Tabela 38: Analise das medida farmacicinéetica dos parametros
nao-Paramétricos para Tmax
(intervalos de confianga nao-paramétricos para a diferencga
dos dados nao-transformado do Tmax)

Treatment_Diff_(Refer - Teste) 0.0625 0.8 0.8 -0.375 0.5
Treatment_Diff_(Refer - Teste) 0.0625 0.9 0.9 -0.5 0.75
Treatment_Diff_(Refer - Teste) 0.0625 0.95 0.95 -0.5 0.75
Refer 1.5 0.8 0.8 1.5 2
Refer 1.5 0.9 0.9 1 3
Refer 1.5 0.95 0.95 1 3
Teste 1.75 0.8 0.8 1.5 2
Teste 1.75 0.9 0.9 1 2
Teste 1.75 0.95 0.95 1 2
Treatment|(SEQ1=SEQ2) 153 0.862

Period|(SEQ1=SEQ2) 128 0.2023

Treatment & Residual (simultaneous) 0.79 0.6752
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Estudo Estatistico de Bioequivaléncia

Model Specification and User Settings

Dependent variable
Transform

Fixed terms
Random/repeated terms
Maximum iterations
Convergence Criterion
Singularity tolerance
Denominator df option

Class variables and their
Voluntdrio

15 16 17 18 19
Formulacédo
Sequencia
Periodo

Cmax (ng/mL)

LN
int+Sequencia+Formulagao+Periodo
Sequencia*Voluntdrio

50
le-010
le-010
satterthwaite
levels

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
21 22 23 24

Refer Teste
RT TR
1 2

Using method of moments for starting values
Starting estimates of variance parameters:

Var (Sequencia*Voluntdrio) 0.0248035
Var (Residual) 0.0224339
Diagnostics
Total Observations 48
Observations Used 48
Obs. Missing Model Terms 0
Residual SS 0.493547
Residual df 22
Residual Variance 0.0224339

Breakout of variance structure

Variance Index
Source

Type

Columns
Parameters
Variance Index
Source

Type

Columns

1

Random

Variance Components
Sequencia*Voluntdrio

Var (Sequencia*Voluntdrio)

2
Assumed
Identity
None

11

12

13
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Parameters : Var (Residual)

Variance parameter estimation at each iteration:

Objective
Iteration function Var (Sequencia*Voluntdrio) Var (Residual)
0 -48.7047 0.0248035 0.0224339

Newton's algorithm converged.

Final variance parameter estimates:

Var (Sequencia*Voluntdrio) 0.0248035
Var (Residual) 0.0224339
Intersubject CV 0.158473
Intrasubject CV 0.150624

REML log(likelihood) 8.27139

—-2* REML log(likelihood) -16.5428
Akaike Information Crit. -4.54279
Schwarz Bayesian Crit. 6.16235

Ordered Final Hessian Eigenvalues:

25059.7
7394.34
Solution

Effect:Level Estimate StdError Denom_ DF T_stat P_value Conf T_crit Lower_CI
Upper_CI

int 0.474306 0.0627412 34.5 7.55973 0.0000 95 2.031 0.3469

0.6017

Sequencia:RT -0.00713555 0.0774817 22-0.0920934 0.9275 95 2.074 -0.1678
0.1536

Sequencia:TR Not estimable
Formulagdo:Refer 0.00894341 0.0432377 22 0.206843 0.8380 95 2.074 -0.08073
0.09861

Formulacgdo:Teste Not estimable

Periodo:1 0.0358629 0.0432377 22 0.829436 0.4158 95 2.074 -0.05381
0.1255

Periodo:2 Not estimable

Sequential Tests of Model Effects

Hypothesis Numer_DF Denom_DF F_stat P_value
int 1 22 162.034 0.0000
Sequencia 1 22 0.00848119 0.9275
Formulagao 1 22 0.042784 0.8380
Periodo 1 22 0.687965 0.4158
Sequential Sum of Squares
Hypothesis DF SS MS F_stat P_value
Sequencia 1 0.000610993 0.000610993 0.00848119 0.9275
Sequencia*Voluntdrio 22 1.5849 0.0720409 3.21125 0.0042
Formulagao 1 0.000959815 0.000959815 0.042784 0.8380
Periodo 1 0.0154338 0.0154338 0.687965 0.4158
Error 22 0.493547 0.0224339
Partial Tests of Model Effects
Hypothesis Numer_DF Denom_DF F_stat P_value
int 1 22 162.034 0.0000
Sequencia 1 22 0.00848119 0.9275
Formulagao 1 22 0.042784 0.8380
Periodo 1 22 0.687965 0.4158
Partial Sum of Squares
Hypothesis DF SS MS F_stat P_value
Sequencia 1 0.000610993 0.000610993 0.00848119 0.9275
Sequencia*Voluntdrio 22 1.5849 0.0720409 3.21125 0.0042
Formulagao 1 0.000959815 0.000959815 0.042784 0.8380
Periodo 1 0.0154338 0.0154338 0.687965 0.4158
Error 22 0.493547 0.0224339

Least squares means



Formulacéao Estimate StdError Denom_ DF T_stat P_value Conf T_crit Lower_CI
Upper_CI
Refer 0.497613 0.0443647 34.5 11.2164 0.0000 90 1.69 0.4226
0.5726
Teste 0.48867 0.0443647 34.5 11.0148 0.0000 90 1.69 0.4137
0.5637
Differences between means
Formulacdo Estimate StdError Denom DF T_stat P_value Conf T_crit Lower_CI
Upper_CI
Refer - Teste 0.00894341 0.0432377 22 0.206843 0.8380 90 1.717 -0.0653
0.08319
Bioequivalence Statistics
User-Specified Confidence Level for CI's and Power = 90.0000
Percent of Reference to Detect for 2-1 Tests and Power = 20.0%
A.H.Lower = 0.800 A.H.Upper = 1.250
Formulation variable: Formulagéo
Reference: Refer LSMean= 0.497613 SE= 0.044365 GeoLSM= 1.644791
Test Teste LSMean= 0.488670 SE= 0.044365 GeoLSM= 1.630147
Difference = -0.0089, Diff_ SE= 0.0432, df= 22.0
Ratio (%Ref) = 99.1096
Classical Westlake
CI 80% = ( 93.6057, 104.9372) ( 94.2158, 105.7842)
CI 90% = ( 92.0162, 106.7500) ( 92.5208, 107.4792)
CI 95% = ( 90.6074, 108.4097) ( 91.0077, 108.9923)
Average bioequivalence shown for confidence=90.00 and percent=20.0.

Two One-Sided T-tests

Prob(< 80%)=0.0000 Prob(> 125%)=0.0000 Max=0.0000 Total=0.0000
Anderson-Hauck Procedure
A.H. p-value = 0.000019
Power of ANOVA for Confidence Level 90.00
Power at 20% = 0.998841
Input File: NCA Workbook - [Untitled5] (Derived)
12/07/2006

12:08:10

Date:
Time:

WINNONLIN LINEAR MIXED EFFECTS MODELING / BIOEQUIVALENCE
Version 5.1 Build 200607251915
Core Version 24Apr2006
Estudo Estatistico de Bioequivaléncia

Model Specification and User Settings
Dependent variable : AUClast (hr*ng/mL)

Transform

Fixed terms
Random/repeated terms
Maximum iterations
Convergence Criterion
Singularity tolerance
Denominator df option

Class variables and their
Voluntdrio

15 16 17 18 19
Formulacédo
Sequencia

Periodo

LN
int+Sequencia+Formulagao+Periodo
Sequencia*Voluntdrio

50
le-010
le-010
satterthwaite
levels
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Using method of moments for starting values
Starting estimates of variance parameters:

Var (Sequencia*Voluntdrio) 0.0352547
Var (Residual) 0.038924
Diagnostics
Total Observations 48
Observations Used 48
Obs. Missing Model Terms 0
Residual SS 0.856327
Residual df 22
Residual Variance 0.038924

Breakout of variance structure

Variance Index 1
Source Random
Type Variance Components
Columns Sequencia*Voluntdrio
Parameters Var (Sequencia*Voluntdrio)
Variance Index 2
Source Assumed
Type Identity
Columns None
Parameters Var (Residual)

Variance parameter estimation at each iteration:

Objective
Iteration function Var (Sequencia*Voluntdrio) Var (Residual)
0 -38.0444 0.0352547 0.038924

Newton's algorithm converged.

Final variance parameter estimates:

Var (Sequencia*Voluntdrio) 0.0352547
Var (Residual) 0.038924
Intersubject CV 0.18943
Intrasubject CV 0.199227

REML log(likelihood) -2.38889

—-2* REML log(likelihood) 4.77779
Akaike Information Crit. 16.7778
Schwarz Bayesian Crit. 27.4829

Ordered Final Hessian Eigenvalues:

T_crit Lower_CI

2.028

2.074

95 2.074 -0.08043

2.074

2.771

-0.1426

-0.1038
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8833.06
3019.95
Solution
Effect:Level Estimate StdError Denom_DF T_stat P_value Conf
Upper_CI
int 2.93064 0.0786229 35.9 37.2747 0.0000 95
3.09
Sequencia:RT 0.0554423 0.0954958 22 0.580573 0.5674 95
0.2535
Sequencia:TR Not estimable
Formulagdao:Refer 0.0376862 0.0569532 22 0.661704 0.5150
0.1558
Formulacgdo:Teste Not estimable
Periodo:1 0.0143176 0.0569532 22 0.251393 0.8038 95
0.1324
Periodo:2 Not estimable
Sequential Tests of Model Effects
Hypothesis Numer_DF Denom_DF F_stat P
int 1 22 3906.57
Sequencia 1 22 0.337065
Formulagao 1 22 0.437853
Periodo 1 22 0.0631986
Sequential Sum of Squares
Hypothesis DF SS MS
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Sequencia 1 0.0368862 0.0368862 0.337065 0.5674
Sequencia*Voluntdrio 22 2.40754 0.109433 2.81147 0.0095
Formulacgédo 1 0.017043 0.017043 0.437853 0.5150
Periodo 1 0.00245994 0.00245994 0.0631986 0.8038
Error 22 0.856327 0.038924
Partial Tests of Model Effects
Hypothesis Numer_DF Denom_DF F_stat P_value
int 1 22 3906.57 0.0000
Sequencia 1 22 0.337065 0.5674
Formulagao 1 22 0.437853 0.5150
Periodo 1 22 0.0631986 0.8038
Partial Sum of Squares
Hypothesis DF SS MS F_stat P_value
Sequencia 1 0.0368862 0.0368862 0.337065 0.5674
Sequencia*Voluntdrio 22 2.40754 0.109433 2.81147 0.0095
Formulacgao 1 0.017043 0.017043 0.437853 0.5150
Periodo 1 0.00245994 0.00245994 0.0631986 0.8038
Error 22 0.856327 0.038924
Least squares means
Formulacéao Estimate StdError Denom_ DF T_stat P_value Conf T_crit Lower_CI
Upper_CI
Refer 3.00321 0.0555948 35.9 54.0196 0.0000 90 1.688 2.909
3.097
Teste 2.96552 0.0555948 35.9 53.3417 0.0000 90 1.688 2.872
3.059
Differences between means
Formulacdo Estimate StdError Denom DF T_stat P_value Conf T_crit Lower_CI

Upper_CI

0.1355

Bioequivalence Statistics
User-Specified Confidence Level for CI's and Power = 90.0000
Percent of Reference to Detect for 2-1 Tests and Power = 20.0%

A.H.Lower = 0.800 A.H.Upper = 1.250

Formulation variable: Formulacéo

Reference: Refer LSMean= 3.003209 SE= 0.055595 GeoLSM= 20.150085
Test: Teste LSMean= 2.965522 SE= 0.055595 GeoLSM= 19.404837

Difference = -0.0377, Diff_SE= 0.0570, df= 22.0

Ratio (%Ref) = 96.3015

Classical Westlake

CI 80% = ( 89.3199, 103.8288) ( 91.2628, 108.7372)

CI 90% = ( 87.3274, 106.1978) ( 88.9889, 111.0111)

CI 95% = ( 85.5706, 108.3781) ( 87.0382, 112.9618)

Average bioequivalence shown for confidence=90.00 and percent=20.0.
Two One-Sided T-tests
Prob(< 80%)=0.0018 Prob(> 125%)=0.0001 Max=0.0018 Total=0.0019

Anderson-Hauck Procedure
A.H. p-value = 0.001736

Power of ANOVA for Confidence Level 90.00
Power at 20% = 0.980722
Input File: NCA Workbook - [Untitled5] (Derived)

Date: 12/07/2006

Refer - Teste 0.0376862 0.0569532 22 0.661704 0.5150 90 1.717 -0.06011



Time: 12:08:11

WINNONLIN LINEAR MIXED EFFECTS MODELING / BIOEQUIVALENCE
Version 5.1 Build 200607251915
Core Version 24Apr2006

Estudo Estatistico de Bioequivaléncia
Model Specification and User Settings

Dependent variable : AUCINF_obs (hr*ng/mL)
Transform : LN

Fixed terms : int+Sequencia+Formulacgao+Periodo
Random/repeated terms : Sequencia*Voluntdrio
Maximum iterations : 50
Convergence Criterion : le-010
Singularity tolerance : le-010
Denominator df option : satterthwaite

Class variables and their levels

Voluntdrio : 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Formulacédo : Refer Teste
Sequencia : RT TR
Periodo : 1 2

Using method of moments for starting values
Starting estimates of variance parameters:

Var (Sequencia*Voluntdrio) 0.0303285
Var (Residual) 0.0360318
Diagnostics
Total Observations : 48
Observations Used : 48
Obs. Missing Model Terms : 0
Residual SS : 0.7927
Residual df : 22
Residual Variance : 0.0360318

Breakout of variance structure
Variance Index : 1
Source : Random
Type : Variance Components
Columns : Sequencia*Voluntdrio
Parameters : Var (Sequencia*Voluntdrio)
Variance Index : 2
Source : Assumed
Type : Identity
Columns : None
Parameters : Var (Residual)

Variance parameter estimation at each iteration:

Objective
Iteration function Var (Sequencia*Voluntdrio) Var (Residual)
0 -40.2557 0.0303285 0.0360318

Newton's algorithm converged.

Final variance parameter estimates:

Var (Sequencia*Voluntdrio) 0.0303285
Var (Residual) 0.0360318
Intersubject CV 0.175479
Intrasubject CV 0.191543

REML log(likelihood) -0.177596

-2* REML log(likelihood) 0.355193
Akaike Information Crit. 12.3552
Schwarz Bayesian Crit. 23.0603

Ordered Final Hessian Eigenvalues:
10590.5
3765.35

Solution

11

12

13
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Effect:Level Estimate
Upper_CI

StdError

Denom_DF T_stat

P_value Conf

T_crit

Lower_CI

110

int 3.01836
3.169
Sequencia:RT 0.0315043
0.2177

0.0743641

0.089763

Sequencia:TR Not estimable
Formulacdo:Refer 0.0330164 0.0547965

0.1467

Formulagao:Teste Not est
Periodo:1 0.0118698

0.1255

imable
0.0547965

Periodo:2 Not estimable

Sequential Tests of Model Effects

Hypothesis

Numer_DF

36.4

22

22

40.5889

0.350972

22 0.6025

0.216616

0.0000

0.7289

29 0.5530

0.8305

95

95

95

2.027

2.074

95 2.074 -0.08062

int
Sequencia
Formulacéao
Periodo

Sequential Sum of Squares
Hypothesis

4637.99
0.123182
0.363041

0.0469227

2.868

-0.1547

Sequencia
Sequencia*Voluntdrio
Formulacéao

Periodo

Error

Partial Tests of Model Effects

Hypothesis

Numer_DF

0.

0
0.0

D

0119103
2.12715
.013081
0169071 O
0.7927

enom_DF

0.0119103
0.0966887

0.013081
.00169071
0.0360318

0.
2
0.
0.0

int
Sequencia
Formulacéao
Periodo

Partial Sum of Squares
Hypothesis

4637.99
0.123182
0.363041

0.0469227

Sequencia
Sequencia*Voluntdrio
Formulacéao

Periodo

Error

Least squares means
Formulacédo Estimate
Upper_CI

StdError

0.

0
0.0

0119103
2.12715
.013081
0169071 O
0.7927

Denom_DF T_stat

0.0119103
0.0966887

0.013081
.00169071
0.0360318

0.
2
0.
0.0

P_value Conf

Refer 3.07306
3.162

Teste 3.04005
3.129

Differences between means

0.0525834

0.0525834

36.4

36.4

58.4417

57.8138

0.0000

0.0000

90

90

2.074 -0.1018
value
0.0000
0.7289
0.5530
0.8305
F_stat P_value
123182 0.7289
.68343 0.0124
363041 0.5530
469227 0.8305
value
0.0000
0.7289
0.5530
0.8305
F_stat P_value
123182 0.7289
.68343 0.0124
363041 0.5530
469227 0.8305
T_crit Lower_CI
1.688 2.984
1.688 2.951
T_crit Lower_CI
1.717 -0.06108
21.607977

Formulacdo Estimate StdError Denom DF T_stat P_value Conf

Upper_CI

Refer - Teste 0.0330164 0.0547965 22 0.602529 0.5530
0.1271

Bioequivalence Statistics

User-Specified Confidence Level for CI's and Power = 90.0000
Percent of Reference to Detect for 2-1 Tests and Power = 20.0%
A.H.Lower = 0.800 A.H.Upper = 1.250

Formulation variable: Formulagéo

Reference: Refer LSMean= 3.073063 SE= 0.052583 GeoLSM=
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Test: Teste LSMean= 3.040046 SE= 0.052583 GeoLSM= 20.906207
Difference = -0.0330, Diff_SE= 0.0548, df= 22.0
Ratio (%Ref) = 96.7523
Classical Westlake
CI 80% = ( 89.9941, 104.0179) ( 91.7870, 108.2130)
CI 90% = ( 88.0618, 106.3004) ( 89.6019, 110.3981)
CI 95% = ( 86.3566, 108.3993) ( 87.7178, 112.2822)

Average bioequivalence shown for confidence=90.00 and percent=20.0.
Two One-Sided T-tests
Prob(< 80%)=0.0011 Prob(> 125%)=0.0001 Max=0.0011 Total=0.0011

Anderson-Hauck Procedure
A.H. p-value = 0.001030

Power of ANOVA for Confidence Level 90.00
Power at 20% = 0.986067



Tabela 38: Concentragdes plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (h) para o medicamento Teste (T).

Hora (h) | 0.00 0.50 1.00 | 150 |[1.75 [2.00 | 2.50 | 3.00 | 3.50 |3.75 |4.00 | 4.50 6.00 |8.00 [12.00 |24.00 |36.00 | 48.00
1 0.000 [1.080 | 1.561 |1.634 |1.802 [1.545 [1.779 |1.800 |1.465 |1.691 [1.821 | 1.667 | 1.335 [1.257 |1.031 |0.437 |0.132 | 0.035
2 0.000 |0.556 | 0.924 |1.360 |[1.334 [1.427 [1.181 |1.105 [1.129 |1.186 [1.038 | 1.009 | 0.955 |0.839 |0.645 |0.235 |0.062 | 0.048
3 0.000 |1.409 | 1.340 |1.314 |1.314 [1.322 |1.543 [1.577 | NC [1.096 |1.177 | 1.080 | 1.161 |0.837 |0.585 |0.185 |0.051 | 0.036
4 0.000 [0.725 | 0.944 [1.147 [1.421 [1.282 |1.367 |1.294 |1.316 [1.204 [1.007 | 1.098 | 1.240 |0.965 |0.640 |0.124 [0.045 | 0.041
5 0.000 [0.949 | 1.191 [1.167 |1.405 [1.710 [1.184 |1.368 |1.631 |1.404 [1.259 | 1.267 | 1.197 |0.986 |0.752 |0.374 [0.141 | 0.066
6 0.000 |0.054 | 0.700 |1.261 |[1.397 |1.537 [1.617 |1.347 |1.116 |1.280 [1.216 | 0.965 | 1.137 [1.004 |0.820 |0.306 [0.149 | 0.048
7 0.000 |0.174 | 0.992 |1.253 [1.325 [1.445 [1.428 |1.588 |1.730 |1.209 [1.186 | 1.535 | 1.159 [1.316 |1.104 |0.502 |0.181 | 0.080
8 0.000 |0.871 | 0.909 [1.280 |[1.264 [1.579 [1.693 |1.421 |1.488 |1.390 [1.474 | 1.284 | 1.237 [1.077 |0.936 |0.695 |0.182 |0.037
9 0.000 [1.920 | 1.631 [1.683 |1.400 [1.598 [1.552 | 1.460 |1.344 |1.268 [1.113 | 1.131 | 1.067 |[1.063 |0.733 |0.200 [0.041 | 0.048
10 0.000 |0.718 | 1.353 |1.534 |1.662 |1.658 [1.292 | 1.384 |1.310 |1.221 [1.345 | 1.242 | 1.065 |0.975 |0.776 |0.262 |0.019 | 0.035
1 0.000 |1.175 | 1.250 |1.159 |1.062 [1.113 [1.071 |0.928 |0.919 [0.831 |0.850 | NC 0.740 [0.648 | NC |0.154 |0.000 | 0.126
12 0.000 [1.111 | 1.360 [1.286 |1.617 |1.457 [1.413 |1.402 |1.530 |1.489 [1.415 | 1.175 | 0.884 |0.996 |0.811 |0.315 |0.135 | 0.047
13 0.000 |0.164 | 0.390 |0.615 |0.899 [1.044 [1.140 |1.180 |1.427 |1.282 [1.159 | 1.167 | 1.140 |0.963 |0.746 |0.197 |0.032 | 0.047
14 0.000 [1.701 | 1.930 [1.692 |1.556 [1.501 [1.337 |1.354 |1.231 |1.281 [1.168 | 0.913 | 0.897 |0.759 |0.567 |0.185 |0.001 | 0.048
15 0.000 |0.868 | 1.058 [1.609 [1.719 [1.465 [1.883 |1.876 |1.511 |1.283 [1.213 | 1.142 | 1.263 |0.905 |0.739 |0.218 |0.054 | 0.024
16 0.000 |0.735 | 2.247 [1.372 |1.454 |1.205 [1.419 |1.398 |1.284 |1.260 [1.360 | 1.249 | 1.051 [1.017 |0.708 |0.329 |0.130 | 0.039
17 0.000 [1.073 | 0.956 [1.461 |1.361 [1.159 [1.212 |1.194 |1.263 |1.194 [1.197 | 1.020 | 1.025 |0.791 |0.683 |0.239 |0.075 | 0.045
18 0.000 [1.567 | 1.415 [1.313 |[1.880 [1.371 [1.371 |1.341 |1.289 |1.035 [1.192 | 1.208 | 0.976 |0.787 |0.648 |0.138 |0.047 | 0.027
19 0.000 |0.626 | 1.058 [1.262 |1.133 [1.208 [1.189 |1.218 |1.181 |1.009 [1.060 | 1.016 | 0.972 |0.732 |0.488 |0.094 |0.014 | 0.035
20 0.000 |1.253 | 1.324 |1.191 |1.211 [1.134 |1.000 [0.918 |0.825 |0.859 | NC |0.870 | 0.711 |0.595 |0.438 |[0.112 |0.028 | 0.039
21 0.000 |0.647 | 1.787 |1.5563 |1.540 [1.356 [1.226 | 1.153 |1.140 |1.062 [1.193 | 1.054 | 0.916 |0.939 |0.731 |0.197 |0.086 | 0.024
22 0.000 |0.401 | 1.135 |1.366 |1.116 [1.258 [1.351 |1.178 |1.221 |1.068 [1.113 | 1.023 | 1.027 |0.817 |0.683 |0.325 [0.090 | 0.045
23 0.000 [1.098 | 1.998 |1.537 [1.427 [|1.699 [1.577 |1.497 |1.397 |1.376 [1.306 | 1.158 | 1.240 [1.089 |0.803 |0.364 [0.147 | 0.054
24 0.000 |0.902 | 1.563 |1.514 |[1.527 |1.553 [1.522 |1.475 |1.201 |1.396 [1.094 | 0.948 | 1.264 |0.926 |0.844 |0.358 |0.114 | 0.045
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Tabela 39:

Concentragdes plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (h) para o medicamento Referéncia (R).

Hora (h) |0.00 | 0.50 | 1.00 | 1.50 |1.75 [2.00 [ 2.50 |3.00 [3.50 | 3.75 [4.00 | 4.50 | 6.00 |8.00 |12.00 |24.00 | 36.00 48.00
1 0.000 |1.142 |1.117 |[1.140 |1.447 [1.037 |1.088 [1.129 |[1.208 | 1.000 [1.029 |0.972 [1.357 [1.397 |1.067 |0.417 | 0.136 0.048
2 0.000 | 0.831 |1.013 [1.102 |1.066 [1.244 |1.198 [1.289 [1.140 |1.170 [1.033 |0.999 [1.168 |0.859 |0.737 |0.232 | 0.063 0.033
3 0.000 | 0.096 |1.829 |1.371 |1.338 [1.282 |1.722 [1.434 [1.524 |1.375 [1.336 |1.639 [1.239 [1.085 |0.792 |0.269 | 0.070 0.035
4 0.000 |1.603 |1.638 |1.865 |1.546 [1.562 |1.380 [1.173 [1.372 |1.259 |0.990 [1.294 [1.238 [0.995 | 0.765 |0.165 | 0.045 0.025
5 0.000 |0.918 |0.914 |0.988 |1.167 [1.078 |1.214 [1.153 [1.078 |1.239 [1.099 |1.048 |[1.053 |0.906 | 0.680 |0.121 | 0.059 0.166
6 0.000 | 0.053 |1.858 |1.522 |1.543 [1.460 |1.399 [1.527 |1.401 |1.515 [1.566 [1.273 [1.193 [1.023 | 0.833 |0.358 | 0.134 0.042
7 0.000 | 0.041 |1.597 [1.779 |1.441 [1.334 |1.549 [1.748 [1.789 |1.095 [1.145 |1.464 [1.336 [1.332 |1.116 |0.388 | 0.195 0.052
8 0.000 |1.661 |1.480 |1.859 |1.923 [1.730 |1.719 [1.621 |1.542 |1.971 [1.089 |1.548 |1.547 |1.169 [1.240 |0.588 | 0.251 0.074
9 0.000 | 0.938 |1.566 |2.102 |1.701 [1.310 |1.414 [1.557 |[1.255 |1.387 [1.207 |1.324 |1.254 [0.998 | 0.708 |0.143 | 0.048 0.037
10 0.000 |1.609 |1.693 |1.637 |1.396 [1.393 |1.186 [1.144 [1.399 |1.187 |0.835 |1.153 |[1.074 [0.886 |0.681 |0.199 | 0.035 0.029
" 0.000 | 0.866 |1.085 |[1.108 |1.148 [0.992 |1.137 [1.049 [1.036 |1.198 [1.010 |0.873 |0.844 |0.717 |0.745 |0.262 | 0.040 0.024
12 0.000 |1.439 |1.718 |1.862 |1.332 [1.343 |1.170 [1.239 [1.061 |1.071 [1.038 |0.439 |0.971 |0.750 |0.701 |0.252 | 0.074 0.020
13 0.000 | 0.045 |0.305 [0.731 |1.079 [1.411 |1.362 [1.491 [1.411 |1.403 [1.406 [1.276 [1.468 [1.347 |0.794 |0.434 | 0.118 0.030
14 0.000 | 0.565 |1.627 |1.521 |2.340 [1.919 |1.937 [1.968 [2.060 |1.758 [1.647 |1.532 |1.360 |[1.140 | 0.938 |0.306 | 0.039 0.019
15 0.000 |2.209 |1.719 |1.657 |1.527 [1.484 |1.254 |0.913 [1.353 |1.365 [1.084 |1.211 |0.991 |0.869 | 0.698 |0.244 | 0.110 0.030
16 0.000 |2.813 |2.202 | 1.765 |1.847 [1.883 |1.743 [1.690 [1.711 |1.492 [1.477 |1.513 [1.381 [1.206 | 0.848 |0.316 | 0.070 0.018
17 0.000 |2.270 |1.908 |1.653 |1.613 [1.452 |1.715 [1.417 |1.371 |1.141 [1.378 |1.450 |[1.391 [1.154 |0.857 |0.272 | 0.078 0.045
18 0.000 |0.638 |0.924 |1.572 |1.479 [1.224 |1.203 [1.448 [1.297 |1.320 [1.045 [1.097 |[1.306 [1.005 |0.726 |0.215 | 0.067 NQ
19 0.000 |0.122 |0.662 |0.992 |1.148 [1.293 |1.209 [1.214 |[1.112 |1.232 |0.997 |1.006 [0.863 |0.698 |0.454 |0.093 | 0.036 0.024
20 0.000 |1.457 |1.313 |[1.150 |1.064 [1.218 |1.169 [1.031 [1.064 |0.974 |0.852 |0.867 |0.829 |0.782 |0.611 |0.159 | 0.048 0.025
21 0.000 |1.513 |1.376 | 1.302 |1.384 [1.378 |1.399 [1.139 [1.268 |1.171 [1.175 |0.985 |0.860 |0.813 | 0.678 |0.266 | 0.053 0.025
22 0.000 | 0.829 |0.725 |0.870 |0.846 |0.918 |0.880 [1.016 |1.011 |0.992 |1.042 |0.930 |1.006 |0.780 [0.714 |0.218 | 0.061 0.033
23 0.000 |1.324 |1.537 [1.598 |1.291 [1.496 |1.450 [1.493 [1.363 |1.354 |0.899 |1.175 |1.255 |0.837 |0.725 |0.390 | 0.153 0.032
24 0.000 |0.813 |0.875 | 0.738 |0.699 [0.749 [0.732 |0.797 |0.590 |0.551 |0.582 [1.021 |0.519 [0.422 |0.343 |0.092 | NQ 0.028
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