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_ PREFACIO

Atualmente se acham em execucao no Brasil inumeros estudos clinicos com o objetivo de avaliar a
Biodisponibilidade/Bioequivaléncia de produtos farmacéuticos. A pattir de junho de 2001, a Anvisa,
por meio da Coordenagao de Inspecao em Centros de Bioequivaléncia — ligada a Geréncia-geral de
Inspecao e Controle de Medicamentos e Produtos — passou a avaliar estes centros em inspe¢oes

periddicas, a fim de garantir a qualidade dos estudos.

No decorrer das atividades de inspecdo, que a principio tinham carater orientativo, a Coordenagao
observou a necessidade de esclarecer alguns pontos que restavam como duvidas técnicas para 0s
centros, em especial a relativa a padronizacao de métodos analiticos, analise estatistica dos estudos,
armazenamento de amostras biolégicas, confinamento de voluntarios e estudos de estabilidade de

farmacos, entre outros.

A partir da identificagao desta necessidade, e buscando prevenir o comprometimento da qualidade
dos trabalhos realizados, surgiu a iniciativa da criacdo pela Coordenacdo de nucleos de discussao,
com o objetivo de esgotar o esclarecimento de todos os aspectos relevantes a condugao dos estudos
e integracao de suas fases. Esses nicleos contaram com a participagao de 40 especialistas das areas

de Farmacia, Medicina, Estatistica ¢ Quimica.

E neste contexto que sutge este “Manual de Boas Priticas em Biodisponibilidade/Bioequivaléncia”,
composto por seis grandes topicos apresentados de maneira didatica, buscando transpor as
dificuldades dos centros, e, por conseguinte, complementar as diretrizes ja previstas na legislagao

sanitaria brasileira para a realizacao dos estudos.

Os nucleos de trabalho iniciaram as discussdes em setembro de 2001, cada um deles cuidando de
uma das trés etapas do processo — Clinica, Analitica e Estatistica — sob a coordena¢ao da Dra.
Claudia Franklin de Oliveira e inestimavel colaboracao da professora Silvia Storpirts. Nos meses
subsequientes, foram realizadas diversas reunides, de modo a promover debates técnicos e a alcancar
consenso nas questoes. Desta forma, cada grupo elaborou um conjunto de tépicos relevantes que
devessem constar no manual. Posteriormente, todos foram objeto de cuidadosa pesquisa e os
resultados relatados de modo a propiciar um bom entendimento por parte do publico-alvo.
O manual completo levou 11 meses para ser concluido. Este processo envolveu a participagao, no
total, de cerca de 50 profissionais de diversas areas do conhecimento, entre pesquisadores de
universidades publicas, técnicos da Anvisa e fabricantes de instrumenta¢do laboratorial e
equipamentos. A todos estes colaboradores a Anvisa registra sua gratidao pela contribuicao impar a

um trabalho tao singular.

A estrutura final consta de dois volumes e cada qual possui trés médulos. O primeiro volume traz
detalhadas tecnicamente cada uma das etapas dos estudos de Biodisponibilidade/Bioequivaléncia
na sequéncia natural de sua condugao: Médulo 1: Etapa Clinica, Médulo 2: Etapa Analitica e
Moédulo 3: Etapa Estatistica. O segundo volume abrange aspectos importantes no que diz respeito
a instrumentagao laboratorial e equipamentos utilizados na execugao da etapa analitica, considerados
criticos no processo. Neste volume, o Médulo 1 refere-se a Fundamentos e Operacao de Micropipetas,

o Moédulo 2 aborda a Agua para Analises Quimicas Instrumentais e o Médulo 3 possui conteudo



relacionado a Espectrofotometria de Ultra Violeta Visivel, Cromatografia em Fase Liquida (LC),
Cromatografia em Fase Gasosa (GC), Sistemas de Cromatografia Acoplados a Detectores de Massa

e Verificagao de Desempenho de Instrumentos Analiticos.

E importante ressaltar o ineditismo, mesmo em nivel internacional, da reuniao de informagdes
provenientes de diversas disciplinas em um tnico compéndio, buscando a sintetizagao de todos os

aspectos que envolvem as Boas Praticas em Biodisponibilidade/Bioequivaléncia.

Claro fica que o objetivo maior deste trabalho é o de aperfeicoar a qualidade dos ensaios de
Biodisponibilidade/Bioequivaléncia realizados no Brasil, e, por conseguinte, contribuir em parte
com a qualidade dos medicamentos genéricos disponiveis no mercado, por meio do fornecimento
de subsidios técnicos amplamente estudados e minuciosamente elaborados. Neste sentido, esperamos
contribuir para a capacitagio dos Centros de Biodisponibiliade/Bioequivaléncia, além de promover
a formacao de monitores de estudos para a industria farmacéutica nacional e ajudar a formar agentes

multiplicadores de conhecimento nas universidades brasileiras.

A realizagao deste manual s6 foi possivel gracas ao importante trabalho de indimeras pessoas e
antecipadamente pego desculpas por eventual esquecimento de algum nome. Foram fundamentais
os editores José Pedrazzoli Junior (USF/Unifag) e Joio Antdnio Saraiva Fittipaldi (Pfizer), e os
colaboradores Fernanda Maria Villaga Boueri (Anvisa), Eliana Regina Marques Zlochevsky (Anvisa),
Claudia Simone Costa da Cunha (Ministério da Satude) e Beatriz Helena Carvalho Tess (Ministério
da Saude), no médulo Etapa Clinica; os editores Claudia Franklin de Oliveira (GGIMP/Anvisa),
Rui Oliveira Macedo (UFPA), Flavio Leite (T&E Analitica) e Pedro Eduardo Froehlich (UFRGS), e
os colaboradores Pedro de Lima Filho (GGMEG/SP), Davi Pereira de Santana (UFPE), Rafael
Eliseo Barrientos Astigarraga (Cartesius), Silvana Calafatti de Castro (Unifag), Thais Reis Machado,
Jaime Oliveira Ilha (Cartesius), Itapuan Abimael Silva (Anvisa), Karen Noffs Brisolla (Anvisa),
Marcelo Claudio Pereira (Anvisa), no médulo Etapa Analitica; os editores Arminda Lucia Siqueira
(UFMG), Chang Chiann (GGMEG/SP), Cicilia Yuko Wada (Unicamp), Karla de Aratjo Ferreira
(Anvisa) e Gilberto Bernasconi (USF/Unifag), e os colaboradores Reinaldo Charnet (Unicamp) e
Renato Almeida Lopes (Anvisa), no médulo Etapa Estatitica; os editores Melissa M. Silva (Nova
Analitica) e Walter Pereira (Nova Analitica), Fundamentos e Operagao de Micropipetas; o editor
José Muradian Filho (Millipore), Agua para Analises Clinicas; os editores Ivan Jonaitis (Agilent),
Renato Garcia Peres (Flowscience), Ricardo Lira (Flowscience), Renato Gouveia, José Aparecido
Soares (Varian), Josué D.M. Neto (Sync Brasil) Juarez Araujo Filho (Sync Brasil), Alexandre Rosolia
(Waters), Adauto Silva (Varian) e Reinaldo Castanheira (Agilent), Instrumentagao Analitica; e a
equipe de coordenacio formada por Claudia Franklin de Oliveira (GGIMP/Anvisa), Marcelo Claudio
Pereira (GGIMP/ Anvisa), Max Weber Marques Pereira (GGIMP/ Anvisa), Karla de Aradjo Ferreira
(GGIMP/Anvisa), Karen Noffs Brisolla (GGIMP/Anvisa), Itapuan Abimael da Silva (GGIMP/
Anvisa) e Renato Almeida Lopes (GGIMP/Anvisa).

Dr. Gonzalo Vecina Neto
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- T 1. PESQUISA CLINICA

1.1. Historico

Quando se analisam os procedimentos necessarios para a condug¢ao de pesquisas em seres humanos,
muitas vezes se tem a falsa impressao de uma burocracia desnecessaria e normas que apenas servem

para retardar o processo de investigagao cientifica.

Um breve conhecimento da origem destes regulamentos demonstra de maneira inequivoca a

importancia dos mesmos e a necessidade continua de pesquisas no campo da bioética.

Até o ano de 1906 nao havia qualquer regulamenta¢ao quanto a venda de medicamentos ou alimentos.
Exibi¢des que percorriam cada povoado promoviam e vendiam medicamentos maravilhosos, os

quais careciam de qualquer comprovacio cientifica quanto a sua eficacia e seguranca.

Em 1906, Upton Sinclair publica o livto “The Jungle” no qual descreve de maneira realistica as
péssimas condi¢oes de higiene dos matadouros de Chigaco. Esta publica¢do levou a uma onda de
indignacao da populacdo norte americana, cujos protestos chegaram ao Congresso, que aprova a lei
conhecida como “Pure Food and Drug Act”. Estalei cria o FDA (“Food and Drug Administration”),
que seria a Agéncia responsavel pela regulamentacao da produgao, transporte e venda de produtos
medicinais e alimentares dentro dos Estados Unidos. Infelizmente neste primeiro momento, a Lei
apenas exigia uma correta rotulacao dos produtos, nao fazendo qualquer referéncia as condigoes de

eficacia e seguranca destes.

Um novo avango neste campo sé voltou a acontecer em face de novo episédio ocorrido em 1937.
Neste ano, a Sulfanilamida (Prontosil) conhecida desde 1932 e utilizada com sucesso, na forma de
pastilhas, para o tratamento das infec¢Ges por estreptococos, foi langada na forma de xarope, tendo
o dietilenoglicol como solvente. Este xarope apesar de ter sido testado quanto a sua aparéncia,
gosto e odor nao teve qualquer teste de seguranca realizado antes do langamento. O produto provoca
amorte de 105 pessoas (34 criangas e 71 adultos) e o dietilenoglicol ¢ incriminado. Este acontecimento
fez com que em 1938 o Congresso Americano aprovasse o “Food Drug and Cosmetic Act” no qual
se estabelece que os fabricantes de produtos farmacéuticos deveriam apresentar provas cientificas

da seguranca dos medicamentos antes de libera-los para venda.

Com o final da Segunda Guerra Mundial, vieram a tona as atrocidades cometidas em nome da
ciéncia, contra seres humanos, por médicos alemaes. Dentre as indmeras atrocidades cometidas,
podemos destacar os experimentos de “vacinagdo contra o tifo”, na qual se infectava individuos
saos com a bactéria, as “esterilizagdes nao cirurgicas” em massa de mulheres judias através da injegao
na cavidade uterina de solu¢des de formalina e as experiéncias de “hipotermia prolongada e

despressuriza¢ao”, para se avaliar as respostas do organismo a estas condigoes.
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Como uma reagao aos abusos cometidos em nome do conhecimento, o Cédigo de Niirembeg foi
elaborado em 1947, estabelecendo parametros a serem cumpridos de forma a se evitar as situagdes
entdo evidenciadas. Este codigo foi o primeiro a introduzir o conceito de um consentimento por
parte dos sujeitos da pesquisa. Infelizmente, foi necessario ainda mais um acontecimento de profundo

pesar para que as normas de pesquisa recebessem um aprimoramento,

Em 1957 ¢ introduzida no mercado a “Talidomida” indicada como sonifero. Esta droga havia sido
administrada a aproximadamente 300 pacientes sem que houvesse qualquer relato de efeito téxico.
Em 1962, a Talidomida ¢ retirada do mercado apos denincias de milhares de casos de focomelia.
No mesmo ano a emenda Kefauver-Harris, com requerimentos de provas cientificas de eficacia e

seguranca antes de testes em seres humanos foi aprovada.

Em 1964, a Associagao Médica Mundial aprova em Helsinque um documento com principios para
protecao de individuos em pesquisa biomédica. Sio introduzidos conceitos de responsabilidades do
investigador, comités de ética e consentimento livre e esclarecido. Com revisdes periddicas posteriores
(1975, 1983, 1989 e 2000), a Declaraciao de Helsinki constitui-se, atualmente, no documento universal

que rege os parametros para o desenvolvimento cientifico e tecnologico envolvendo seres humanos.

Em 1977, o FDA publica as primeiras diretrizes para pesquisas clinicas com o objetivo de garantir
qualidade dos dados e proteger os participantes das mesmas. Entre 1977 e 1981, novas diretrizes
sobre Boas Praticas Clinicas sao publicadas. Em 1988, uma consolidagao de um Coédigo de Boas
Praticas Clinicas (GCP) ¢ publicada pelo FDA.

As Boas Praticas Clinicas também foram adotadas em outros paises:
1985 - Japao e Canada

1986 - Inglaterra

1991 - Australia e Comunidade Européia

1995 - Publicagao do codigo de Boas Praticas Clinicas (GCP) pela OMS.

Em 1996, a realizagao da Conferéncia Internacional de Harmonizag¢ao (ICH) e posterior introdugao
das alteragoes propostas serviram de alicerce para que os estudos clinicos pudessem ser conduzidos
de acordo com normas e regulamentos similares em diferentes paises e em conformidade com

elevados padrdes éticos e cientificos.

No Brasil, aimplantacao de normas definindo a pesquisa em seres humanos deu-se com a Resolu¢ao
n° 01/88, através de iniciativa do Professor Elisaldo Catlini. Em outubro de 1996, esta foi revogada
pela resolucio n° 196/MS/CNS, sendo posteriormente complementada pela Resolu¢ao n°® 251/97.
Por meio destas Resolugdes, o Ministério da Sadde define diretrizes e normas objetivando promover

a protec¢ao de sujeito de pesquisas envolvendo seres humanos.
A Resolucio 196/96, baseada nos quatro referenciais basicos da bioética, autonomia, ndo maleficéncia,

beneficéncia e justiga, traz a comunidade cientifica, bem como a sociedade brasileira, reflexdes

sobre os aspectos éticos da pesquisa envolvendo seres humanos e estabelece as diretrizes para a
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implantacio de um sistema de revisio ética em pesquisa, composto por Comités de Ftica em Pesquisa
(CEP) e pela Comissio Nacional de Ftica em Pesquisa (CONEP), do Conselho Nacional de Satde.

Assim, a Resolugio 196/96, bem como as demais que a complementam, traz ao pesquisador as
orientagdes para que o mesmo possa desenvolver, de forma ética, pesquisas envolvendo seres

humanos.

Esta Resolugao estabelece que todas as pesquisas desenvolvidas com seres humanos devem ser
submetidas a apreciacio de um Comité de Etica em Pesquisa (CEP), credenciado pela CONEP
(Comissio Nacional de Etica em Pesquisa). A resolugio também preconiza que todas as instituicées
que realizem pesquisas implantem um CEP, a fim de se promover em toda a rede o desenvolvimento
cientifico e tecnolégico fundamentados nos principios de ética e do respeito a cidadania. Na
impossibilidade de constituir um CEP, a instituicao ou o pesquisador principal devera submeter o

projeto a apreciacao do CEP de outra institui¢ao, dentre os indicados pelo CONEP.
Considerando a importincia dos estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia no contexto da

estratégia da politica de implantagao de medicamentos genéricos no Brasil, os pesquisadores deverao

estar atentos as diretrizes estabelecidas pelo Ministério da Saude na area de ética em pesquisas.

1.2. Novos medicamentos

Quando estudos em animais sugerem que uma nova molécula pode ser util, ou seja, ¢é efetiva e
segura quando correlacionada com seus efeitos, geralmente a mesma ¢ indicada para estudos
envolvendo seres humanos. Novas drogas sao introduzidas na pratica médica através de estudos de
farmacologia clinica, nos quais um numero crescente de pacientes ou voluntarios sadios é avaliado,
até que um volume adequado de informagao tenha sido obtido ¢ um estudo terapéutico formal

possa ser justificado.
Assim, estudos envolvendo seres humanos podem ser classificados em:

— terapéuticos: nos quais os sujeitos da pesquisa podem apresentar um ganho direto.
— ndo terapéuticos: nos quais os sujeitos da pesquisa nao se beneficiam dos resultados durante o

desenrolar do protocolo.

Quando consideramos a existéncia de novo medicamento, podemos considerar 3 periodos de vida
util. O primeiro deles é anterior a sua aprovagao para uso publico, quando estudos pré-clinicos e
clinicos sao realizados, visando avaliar eficacia e seguranca. O segundo centra-se no perfodo de
vigéncia de sua patente, na qual a exclusividade de comercializagao ainda existe. O ultimo periodo
inicia-se apos o término da patente, quando outras empresas podem comercializar o produto, seja
como similar ou como medicamento genérico. Assim, varias companhias podem manufaturar e
comercializar diferentes formulagdoes de uma mesma substancia ativa, apresentando qualidade e
performance semelhantes, de tal forma que a intercambiabilidade entre as diferentes formulagdes,

quando administradas em doses equivalentes, apresente as mesmas seguranga e eficacia.
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Bases cientificas e tecnoldgicas possibilitam a produgao regular e reprodutivel de formulagdes com
as mesmas caracteristicas farmacéuticas, bem como fornecem a confirmacao de seguranga, eficacia
e intercambiabilidade destas.

A confirmagao de intercambiabilidade é dada através dos estudos de equivaléncia farmacéutica e/
ou bioequivalénca. Tanto do ponto de vista dos 6rgaos regulatérios quanto da industria, estudos de
biodisponibilidade /bioequivaléncia podem set solicitados mesmo apds a concessao do registro do

medicamento.

1.3. Biodisponibilidade /Bioequivaléncia

Pode-se afirmar que a era de estudos de biodisponibilidade iniciou-se a partir de 1945, com a primeira
publicagdo do conceito de disponibilidade biolégica. O desenvolvimento, durante a década de 1960,
de técnicas analiticas possibilitou o desenvolvimento de métodos sensiveis o suficiente para permitir
a quantificagao de drogas ou metabdlitos, inicialmente na urina, e posteriormente no plasma, o que
possibilitou a avaliagio e comparagao da biodisponibilidade de diferentes formula¢oes em voluntarios,

bem como a demonstracao de que diferencas significativas entre estas podem ocorret.

Ap6s a legislacio de registro compulsério de medicamentos em 1969, que facilitou a entrada de
medicamentos genéricos no mercado canadense, o “Drugs Directorate” do “Canadian Federal
Department of Health and Welfare” comegou a utilizar bioequivaléncia como uma medida para
aprovar o registro de um medicamento durante a década de 1970. Este programa, juntamente com
outras informacgdes, foi analisado pelo FDA, 6rgao a editar as primeiras diretrizes para a realizagao
de estudos de bioequivaléncia em 1977. A aplicagao destas diretrizes foi ampliada no “Drug Price
Competition and Patent Term Restoration Act” de1984, o qual concedia ao FDA poderes para
autorizar a aprovacao de drogas genéricas sem evidéncias clinicas de seguranca ou eficacia, desde

que a droga seja bioequivalente ao produto inovador.

A realizagao de estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia, de forma rotineira, no Brasil, pode
ser creditada a Lei dos genéricos n 9787/99. O pioneirismo coube ao Dr. Gilberto de Nucci, na
ultima década, através da implantagao da Unidade Miguel Servet no Departamento de Farmacologia
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. Muitos dos profissionais que atuam na area de
farmacologia clinica no Brasil realizaram parte de sua formacao académica sob orienta¢ao do professor
Dr. Gilberto de Nucci.

O termo biodisponibilidade é, na verdade, uma contragao de disponibilidade biol6gica. Considera-
se biodisponibilidade como sendo a taxa e a extensdo na qual uma molécula ativa é absorvida e
torna-se disponivel no sitio de a¢ao da droga. Considerando-se que a quantidade do farmaco contida
no fluido biolégico esta em equilibrio com o sitio de agao, a biodisponibilidade é determinada
através da medida da concentragao do principio ativo da droga em sangue total, soro ou outro

fluido biolégico apropriado, em fungao do tempo.
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Os principais parametros farmacocinéticos utilizados para a avaliagdo da biodisponibilidade sao:

— O pico de concentragao maxima — Cmax;
— O tempo para ocorrer o pico — Tmax;
— A area sob a curva — ASCt.

Essas medidas sao obtidas diretamente das curvas de concentracdo sanglinea versus tempo,

construidas no estudo.

Biodisponibilidade absoluta
E a fracao da dose que ¢é efetivamente absorvida apds administra¢do extravascular de um
medicamento. E calculada tendo como referéncia a administracao do mesmo farmaco por via

intravascular, que possui por defini¢do biodisponibilidade igual a 100%.

Biodisponibilidade relativa (Bioequivaléncia)

A bioequivaléncia entre medicamentos administrados pela mesma via extravascular pode ser avaliada
pela comparagao de parametros farmacocinéticos relacionados a biodisponibilidade, ou seja, a
quantidade absorvida e a velocidade do processo de absorcao. Compara-se dois produtos,

administrados por via extravascular, tendo um deles como referéncia.

Medicamentos bioequivalentes sio equivalentes farmacéuticos (mesma forma farmacéutica e
quantidade do mesmo principio ativo) que, ao serem administrados na mesma dose molar, nas
mesmas condigdes experimentais, nao apresentam diferencas estatisticamente significativas em relacao

a biodisponibilidade.

Medicamento genérico ¢ um medicamento similar a um produto de referéncia ou inovador, que
pretende ser com este intercambiavel, geralmente produzido apds expiragao ou renuncia da prote¢ao
patentaria ou de outros direitos de exclusividade, comprovada a sua eficacia, seguranca e qualidade,

e designado pela DCB ou, na sua auséncia, pela DCI.

1.4. Estudos clinicos

Estudos clinicos utilizando drogas em seres humanos sao divididos convencionalmente em 4 fases:

— Fase I
E o primeiro estudo em seres humanos. Envolve cerca de 20 a 50 individuos, sendo geralmente
voluntarios sadios, de acordo com a classe da droga a ser avaliada. Sao estudos de farmacologia

clinica, nos quais se busca avaliar suas caracteristicas de seguranca e do perfil farmacocinético.

— Fase 11

Estes estudos constituem a primeira administragao do medicamento a pacientes, envolvendo cerca
de 50 a 300 individuos. Tém como objetivo estudar o potencial terapéutico e os efeitos colaterais do
medicamento, além de estabelecer as suas relagdes dose-resposta para emprega-las em ensaios

terapéuticos mais definitivos.
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— Fase I1I

Sio estudos terapéuticos multicéntricos, envolvendo no minimo 250 individuos (usualmente este
namero chega a 3000/4000 pacientes), avaliando a eficicia da droga, sua seguranca e comparando-
as com placebo ou drogas ja disponiveis no mercado com a mesma finalidade terapéutica. Exploram-

se nesta fase o tipo e perfil das reagoes adversas maisfreqiientes.

— Fase IV

Geralmente, sao estudos de vigilancia pés-comercializagao, para estabelecer o valor terapéutico, o
surgimento de novas reacdes adversas e/ou confirmacio da frequéncia de surgimento das ja
conhecidas, e as estratégias de tratamento. Sdo realizados com base nas caracteristicas com que foi

autorizado o medicamento e/ou especialidade medicinal.

Assim, entre os estudos que buscam identificar parametros iniciais de eficacia e seguranga, estio os
estudos de biodisponibilidade, quando os dados de absorgao, distribui¢ao, metabolizagao e eliminagao,
bem como efeitos adversos ainda nio sio totalmente conhecidos. Nestes estudos, uma monitorizacao
médica rigorosa durante toda fase de investigacio da droga faz-se necessaria. Estudos de
bioequivaléncia, por outro lado, apresentam, como principal propésito, obter evidéncias de que
uma formulag¢ao teste nao ¢é diferente, do ponto de vista farmacocinético, de uma dada formulagao
referéncia. Estes estudos sdo realizados geralmente como base para solicita¢ao de registro de um
medicamento genérico. Conduzidos habitualmente em voluntarios sadios, ou seja, um estudo nao
terapéutico, as caractetisticas farmacocinéticas e farmacodinamicas da droga estudada ja sao

conhecidas, apresentando assim um risco menor que estudos iniciais de biodisponibilidade.

1.5. Aspectos de seguranga

1.5.1. Eventos adversos

A conceituagao de evento adverso em estudos clinicos e sua correta e pronta notificagao, quando

necessario, sao fundamentais para que um estudo clinico seja corretamente conduzido.

Todos os eventos adversos observados ou voluntariamente relatados, independentemente do grupo
de tratamento ou de suspeita de relacdo causal com a medicacio em estudo, deverao ser registrados

na(s) pagina(s) correspondentes a Eventos Adversos, necessariamente presentes na Ficha Clinica.

Situagdes que envolvam eventos adversos a medicamentos, doengas que se iniciem durante o estudo

ou exacerbagdes de doengas preexistentes também deverdo ser registrados.

Exacerbacao de doenca preexistente, incluindo a doenga em estudo, ¢ definida como manifestagao
(sinal ou sintoma) da doenga que indique piora significativa da gravidade da mesma em comparagao
a gravidade observada no inicio do estudo. Pode incluir piora na gravidade, aumento na freqiiéncia

Oou Novos sinais ou sintomas.
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Exacerbacio de doenga pré-existente devera ser considerada, quando o paciente/individuo necessitar
de novas medicagoes ou terapias ndo medicamentosas adicionais, concomitantes ao tratamento

dessa doenca durante o estudo.

Resposta clinica insuficiente ou auséncia de resposta, beneficio, eficacia, efeito terapéutico ou agao
farmacologica ndo devem ser registrados como evento adverso. O investigador devera distinguir

entre exacerba¢do de doenga preexistente e auséncia de eficacia terapéutica.

Adicionalmente, altera¢Oes clinicamente significativas no exame fisico, assim como, achados anormais
em testes objetivos (por ex: laboratorio, raio-x, ECG) também devem ser registrados como eventos

adversos.

Qualquer resultado anormal de um teste, que seja confirmado como um erro, nao precisa ser reportado

como evento adverso.

O investigador deve se esforgar para obter informagoes adequadas para todos os eventos adversos,
a fim de determinar a evolugao do mesmo e avaliar se este preenche os critérios para evento adverso
sério, necessitando notificacao imediata. Para todos os eventos adversos, o investigador deve obter
informagdes suficientes para determinar sua causalidade (verificar se a causa do evento é a medicagao
em estudo ou outra doenga). O investigador devera avaliar a causalidade do evento adverso e indicar
tal avaliagao na Ficha Clinica. O acompanhamento do evento adverso, apds a descontinua¢io do
tratamento, é necessario se este ou sua sequela persistirem. O acompanhamento é necessario até a
resolugao do evento adverso ou de sua seqiiela ou até que estes se estabilizem em nivel aceitavel

pelo investigador.
1.5.2. Eventos adversos sérios

Todos os eventos adversos sérios (conforme defini¢iao abaixo), independentemente do grupo de
tratamento ou de suspeita de relacdo causal com a medicagao, deverao ser notificados ao Comité de

Etica em Pesquisa que aprovou o protocolo, além de seu registro na ficha clinica.
Um evento adverso sério ¢ qualquer evento adverso que:

¢ Resulte em mortte;

* Coloque em tisco a vida do voluntatrio/paciente;

*  Resulte em hospitalizagao ou prolongamento de hospitalizacao;
* Resulte em incapacidade persistente ou significativa;

* Resulte em anomalias congénitas ou mal formagao ao nascimento.

Eventos médicos importantes podem nao resultar em morte, colocar em risco a vida do paciente ou
requerer hospitalizagao, mas podem ser considerados eventos adversos sérios quando, com base em
julgamento médico adequado, possam comprometer o paciente/individuo e requerer intervenciao

clinica ou cirdrgica para evitar a ocorréncia de um dos desfechos listados na defini¢ao anterior.
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Exemplos de tais eventos incluem broncoespasmo alérgico que necessite de tratamento intensivo em
pronto socorro ou em casa, discrasias sangtiineas ou convulsoes que nao resultem em hospitalizacao

ou o desenvolvimento de dependéncia ou abuso de droga.

Independente dos critérios acima mencionados, qualquer evento adverso adicional considerado

sério pelo investigador devera ser notificado e incluido na ficha clinica.

Hospitalizagao inicial é definida como qualquer admissao hospitalar (mesmo que dure menos do
que 24 horas). Para hospitalizagdes cronicas ou de longa duragao, a admissao também inclui a

transferéncia, dentro do préprio hospital, para uma unidade de terapia intensiva.

Em algumas ocasides, a admissao hospitalar pode nao ser considerada como um evento adverso.

Por exemplo:

* Admissao para tratamento de condi¢ao preexistente nao associada ao desenvolvimento de um
novo evento adverso ou com piora da condigao preexistente;

¢ Admissao social (por exemplo, o individuo nao tem lugar para dormir);

* Admissao administrativa (por exemplo, para o exame clinico anual);

¢ Admissao especificada em protocolo durante o estudo clinico (por exemplo, para realizagao de
procedimento solicitado pelo protocolo do estudo);

* Admissdao opcional nao associada ao evento adverso clinico precipitante (por exemplo, para

cirurgia cosmética eletiva).

Entretanto, ocorrendo hospitalizacao por um evento desconhecido, esta devera ser considerada

como evento adverso sério.
No entanto, nao serdo considerados admissao hospitalar os seguintes casos:

¢ Atendimento em Pronto Socorro ou Unidades de Emergéncia;

* Procedimentos em regime ambulatorial/externos realizados no mesmo dia;
¢ Unidades de observagao de permanéncia curta;

*  Unidades de reabilitacio;

* Casas de repouso;

e Clinicas com enfermagem especializada;

* Asilos e Casas de Saude;

* Unidades de Pesquisa Clinica Fase I.

Prolongamento da hospitalizagdo é definido como qualquer extensao da internagdao além do
tempo previsto/necessirio em relagdo a razdo original para a admissio inicial, conforme
determinado pelo investigador principal ou pelo clinico. Para as hospitaliza¢es especificadas
no protocolo do estudo clinico, prolongamento é definido como qualquer extensao no perfodo de

interna¢ao além da duragdo requerida em protocolo.
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Tratamentos ou procedimentos cirurgicos pré-planejados devem estar registrados na

documentagao inicial durante o periodo do protocolo e para cada individuo em particular.

Incapacidade ¢ a perda substancial da competéncia de uma pessoa desempenhar normalmente as

funcoes da vida diaria.

Qualquer evento adverso sério ou morte devem ser imediatamente notificados, independentemente
das circunstancias ou de suspeita de relagao causal com a medicagdo, caso ocorra ou venha a ser
conhecida pelo investigador a qualquer momento durante o estudo até a ultima visita de
acompanhamento solicitada pelo protocolo ou até 30 dias apds a ultima tomada da medicagao em
estudo, o que ocorrer por ultimo. Qualquer evento adverso sério que ocorra a qualquer momento
apos o término do estudo deve ser imediatamente notificado caso haja suspeita de relagao causal
com a medicagdao em estudo. A tnica excegao a estes procedimentos requeridos de relato refere-se
a eventos adversos sérios que ocorrerem durante o periodo de washount durante o qual esta sendo
administrado placebo isoladamente, ou nenhuma medicacao ativa do estudo esteja sendo administrada,

como também nenhuma medicac¢do de fundo especificada pelo protocolo .

Para todos os eventos adversos sérios, o investigador tem o dever de fornecer as informagdes mais
completas possiveis. Em geral, isto inclui a descri¢io do evento adverso, com detalhes suficientes
que permitam avaliagdo clinica completa do caso, e avaliacio independente de possivel relagao
causal com a medicagao em estudo. Devem ser fornecidas informagdes sobre outras possiveis causas
do evento, incluindo medica¢oes e doengas concomitantes. A avaliagao do investigador em relagao
a causalidade também precisa ser fornecida. Se a causalidade é desconhecida e o investigador nao
sabe se foi ou nio a droga em estudo que causou o evento, esta devera entao ser atribuida a droga
em estudo. Se a avaliagao de causalidade por parte do investigador é “desconhecida, porém, nao
relacionada a droga em estudo”, isto devera estar claramente documentado nos registros do estudo.
Em caso de morte, um resumo dos achados da necropsia deverd ser arquivado junto com os
documentos do estudo. O investigador devera garantir que a informagao notificada e que a informacao

contida na Ficha Clinica sejam precisas e consistentes.
1.5.3. Resultados de testes laboratoriais anormais

Os resultados de todos os exames laboratoriais solicitados pelo protocolo deverio ser registrados na
Ficha Clinica. Todos os resultados laboratoriais anormais clinicamente importantes que ocorrerem
durante o estudo deverio ser repetidos a intervalos adequados de tempo até retornarem aos valores
do periodo basal ou a um nivel aceitavel pelo investigador ou até que seja feito um diagndstico que

explique tais alteragoes.

Os critérios para determinar se um achado anormal de um teste deve ser reportado como evento

adverso sio os seguintes:
*  Quando o resultado do teste esta acompanhado de sintoma associado;
*  Quando o resultado do teste necessita de um exame diagnéstico adicional ou intervenc¢ao médica/

cirurgica;
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*  Quando o resultado do teste leva a uma alteracio da dose da medicacio do estudo ou
descontinua¢io do estudo, introducio de um tratamento medicamentoso concomitante
significante ou outra terapia;

¢ Quando o resultado do teste leva a qualquer um dos desfechos incluidos na defini¢ao de evento
adverso sério;

*  Quando o resultado do teste ¢ considerado pelo investigador principal ou pelo patrocinador

como evento advetso.

1.6. Das responsabilidades

1.6.1. Patrocinador

O Patrocinador é responsavel por providenciar as informagoes necessarias ao Investigador Principal
e seu grupo, de maneira que eles possam compreender os procedimentos do estudo, bem como

concordar com os requisitos do Pesquisador.
E responsabilidade do Patrocinador a escolha do Centro de Pesquisa e do Investigador Principal.

O Patrocinador devera certificar-se de que o estudo seja conduzido de acordo com as normas de
Boas Praticas Clinicas e as regulamentag¢des locais, confirmando a aprovagao do estudo pelo CEP,

antes do inicio do mesmo.

Todos os medicamentos requeridos pelo estudo, de acordo com o protocolo, deverao ser fornecidos
sem Onus para os sujeitos da pesquisa e assegurar os beneficios resultantes do projeto, seja em
termos de retorno social, acesso aos procedimentos, produtos ou agentes da pesquisa (Resolugao

196/96CNS).

Ainda sao obrigagoes:

*  Providenciar tratamento para intercorréncias clinicas com os sujeitos da pesquisa;
¢ Compensagio por lesoes;

¢ Relato dos eventos adversos para as Agéncias Reguladoras;

e Relatério final do estudo;

*  Assinatura do contrato e protocolo ¢/ o investigador;

*  Monitorac¢do do estudo;

*  Controle qualidade;

*  Verificacido do acesso dos monitotes aos dados;

e Supervisao da condugao da pesquisa;

*  Arquivo dos documentos;

e Assegurar acesso a0 medicamento em teste, caso se comprove sua superioridade em rela¢ao ao

tratamento convencional (Resolugio 251/97, CNS).
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1.6.2. Investigador principal

O Investigador principal deve ser qualificado por sua formacao educacional, treinamento e experiéncia
para assumir a responsabilidade pela correta conducdo dos estudos, bem como possuir todas as
qualificacGes especificadas pelas legislagoes vigentes. E recomendavel que tais qualificages sejam

documentadas.

E responsabilidade do investigador principal garantir que os direitos e bem estar dos sujeitos da
pesquisa estejam garantidos, obtendo de forma correta, e no momento adequado, a assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Também sio responsabilidades do investigador principal:

e Supervisionar ou conduzir pessoalmente a pesquisa de acordo com as Normas de Boas Praticas
Clinicas;

e Assegurar que todos os participantes dos estudos foram informados de suas obriga¢Ges referentes
ao protocolo de pesquisa;

*  Assegurar que os sujeitos da pesquisa recebam os medicamentos sem 6nus;

e Providenciar recursos, pessoal e instalagdes necessarias e adequadas para a conclusio a bom
termo do estudo;

*  Conhecimento do produto, protocolo e conteido da brochura do investigador;

*  Avaliacao dos eventos adversos e evolucio;

e  FHstar ciente das decisoes médicas e tratamento dos eventos adversos;

*  Aderéncia ao protocolo;

¢ Uso adequado do medicamento da pesquisa;

e Coleta, registro e notificagao dos dados;

*  Assinatura do contrato e do protocolo;

¢ Relato dos eventos adversos;

¢ Manutencao do arquivo com os documentos necessarios;

*  Facilitar o acesso aos documentos para o monitor ou nas auditorias;

¢ Delegacao de responsabilidades aos subordinados, ou autorizar a realizagdo de etapas do estudo
em centros terceiros. Tal autorizacdo devera ser documentada de maneira formal e submetida
aos 6rgaos competentes;

e Garantir a aprovagao pelo CEP e as revisdes necessarias;

e Relatos periddico e final ao CEP.
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UDOS DE BIODISPONIBILIDADE/BIOEQUIVALENCIA
DE MEDICAMENTOS — ETAPA CLINICA

2.1. Introdugao

A etapa clinica compreende desde a sele¢ao dos voluntarios até a alta hospitalar e o ultimo retorno

para acompanhamento.

Ao ser montado um centro de estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia que realize a etapa
clinica, deve se considerar que os participantes de tais estudos nao terao beneficios terapéuticos
diretos pela participagdo nos estudos. Dessa forma, todos os cuidados serdo tomados para minimizar
os riscos inerentes a administracao de medicamentos ou internacao, além de propiciar aos participantes

o maior conforto possivel.

Na instalagio de um centro de pesquisa clinica para realizacio de estudos de biodisponibilidade/
bioequivaléncia, deve se levar em conta que tal centro nao é somente constituido de suas instalagdes
fisicas, que seguem uma legislagao especifica, mas principalmente da interagao de uma equipe que,
por principio, é multidisciplinar. Tendo em vista a multidisciplinaridade da equipe profissional
necessaria para a realizagao da etapa clinica de estudos, bem como a importancia desta fase nas
etapas seguintes (analitica e estatistica) e no resultado final do estudo. E necessario que os profissionais
envolvidos tenham conhecimentos gerais sobre os passos analiticos e estatisticos, pois sua atuagao

pode influenciar o resultado final dos estudos.

2.2, Instalacdes

O centro deve estar com sua situa¢ao legal regularizada, possuindo um responsavel legal, bem como
autorizacao de funcionamento junto a ANVISA e apresentar condi¢des de seguranga em
conformidade com a legislagao vigente. O investigador principal, responsavel pela condugao dos
estudos, devera estar definido, sendo que este nao necessita ser simultaneamente seu representante

legal.

As instala¢Oes deverao ser, preferencialmente, exclusivas para pesquisa clinica. Nao devera ser realizado

o confinamento conjunto de voluntarios e enfermos.

Os quartos, ou enfermarias, deverdo possuir boa ventilagao e iluminacao, além do espago minimo,
exigido pelas legislagdes sanitarias pertinentes, para o nimero de leitos instalados. Os sanitarios
deverio estar em boas condigoes de higiene e uso e ser em numero suficiente para 0 nimero maximo
de voluntarios a serem internados. O conjunto de quartos ou as enfermarias deverdo possuir posto
de enfermagem proximo. O pessoal de apoio devera ter a sua disposi¢ao vestiario, sala de estar e

sanitarios, em numero suficiente ¢ em boas condi¢des de uso.
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O local destinado a realizagao da etapa clinica devera possuir uma Unidade de Terapia Intensiva
(UTT), localizada em ponto de facil acesso a partir do local de internagao. Se o centro nao possuir
UTI prépria, uma UTI moével devera estar a disposicao dos voluntarios durante todo o perfodo de
confinamento, bem como uma institui¢ao de apoio, com UTI, devera estar ciente da realizagao do
estudo clinico e concordar com o encaminhamento e recebimento de voluntarios para a mesma,

caso seja necessario. Esta anuéncia devera estar devidamente documentada.

A ala de internacdo devera contar com carrinho de emergéncias, contendo ambu, laringoscopio,
canulas de entubacido oro-traqueal, cardioversor, seringas descartaveis e medicamentos necessarios
para realizagao de procedimentos de reversao de parada cardio-respiratéria, ou para o tratamento de
eventos que potencialmente possam originar uma parada cardio-respiratéria. Tais itens deverdo
estar disponiveis durante todo o perfodo referente a Etapa. F necessario ainda que o local de
internagao disponha de gerador elétrico de emergéncia, bem como os equipamentos elétricos

imprescindiveis sejam ligados a estabilizadores de voltagem e “no breaks”.

2.3. Recrutamento e sele¢ido dos voluntarios

Os voluntarios podem comparecer espontaneamente a um centro clinico de biodisponibilidade/
bioequivaléncia ou serem recrutados por meio de antncios, desde que os anincios sejam previamente
aprovados por um CEP. Apds ser informado da natureza do estudo e assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, o voluntirio sera submetido a uma consulta médica e a exames

complementares de acordo com a legislacio vigente e o protocolo de pesquisa em questio.

Caso alguma anormalidade (enfermidade) seja constatada durante o processo de sele¢ao o individuo
devera ser encaminhado para um servico de saide para o devido acompanhamento. Estes dados
deverio estar devidamente documentados na ficha clinica do estudo em questao.

Todo o processo de recrutamento e sele¢ao de voluntarios devera estar devidamente descrito, ser

conhecido e seguido por todos os profissionais envolvidos.

2.4. Internacgao e alta dos voluntarios

Os voluntérios selecionados para um ensaio de biodisponibilidade/bioequivaléncia deverido ser
internados na noite anterior ao inicio do estudo, sendo reavaliados por médico, no momento da
internacao, preferencialmente em consultério da unidade clinica, onde terdo seus dados vitais (pulso,
pressao arterial e temperatura) avaliados. Tal medida busca reduzir as eventuais interferéncias que
possam ocorrer na farmacocinética do medicamento a ser administrado, devido a ingestao de bebidas
alcodlicas, poucas horas de sono ou atividade fisica intensa nas horas que antecedem ao estudo, bem
como identificar acontecimentos entre a selegao e a internacao de possiveis fatores de exclusdao que

possam impedir o voluntario de participar da fase clinica naquele momento.
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Os procedimentos relativos a internagao e alta dos voluntarios deverdo ser padronizados em
documento especifico e seguidos pelos responsaveis pela admissao e liberagdo. Os equipamentos
utilizados na avaliagdo pré- internagao (esfigmomanodmetro, estetoscopio e termometro) deverao
estar em boas condicdes de uso. E recomendavel que ao ser admitido, o voluntario receba uma
programacao dos eventos a serem realizados durante o perfodo de confinamento, na qual conste,

no minimo, os horarios previstos para a administracao do medicamento, refei¢des, coletas e liberagao.

Ap6s o término das fases de administragao do medicamento e coletas de material biolégico previstas
no protocolo, o individuo devera obrigatoriamente ser submetido a uma nova avaliacio médica e
aos exames subsidiarios previstos no protocolo de estudo para diagnéstico de possiveis intercorréncias

que por ventura tenham sido ocasionadas pela participagdo no ensaio clinico.

2.5. Administragdo do medicamento e coleta de material biolégico

Os voluntarios deverdo permanecer em jejum por um periodo minimo de 8 h antes da administragao
dos medicamentos a serem estudados. Imediatamente antes do inicio da administracao do
medicamento, devera ser assegurada uma veia periférica para a obtengao do material biol6gico, a

qual devera ser mantida pelo periodo necessario.

As coletas deverao ser realizadas de acordo com as caracteristicas farmacocinéticas do medicamento
a ser estudado, conforme protocolo de pesquisa, sendo que a primeira coleta (coleta basal) devera

ser obrigatoriamente realizada antes da administra¢ao do medicamento (em torno de trinta minutos).

Todos os procedimentos de administragdo do medicamento, coleta, preparo e armazenamento de
amostras deverao estar registrados em documento especifico, com identificacao do responsavel. Os
tempos determinados pelo protocolo para a coleta das amostras deverdo ser rigorosamente seguidos.

Qualquer intercorréncia na coleta devera ser registrada na planilha correspondente.

O medicamento devera ser administrado conforme descrito no protocolo, sob supervisio médica,
por enfermeiro, farmacéutico ou profissional habilitado. Os voluntarios deverao ser supervisionados
por médico nas horas posteriores apés administracao do medicamento, em periodo suficiente para
assegurar suporte médico a eventuais efeitos adversos. Os dados vitais dos voluntarios deverao ser
controlados durante todo o periodo de confinamento. Medidas complementares deverao ser adotadas
caso o protocolo da pesquisa assim o determine. Eventuais intercorréncias deverao ser devidamente

documentadas.

A unidade clinica devera manter médico plantonista durante todo o perfiodo de internagio, que
deveri estar ciente da realizacio do estudo de biodisponibilidade/bioequivaléncia, quando nio
diretamente envolvido com este. Neste caso, o médico responsavel pela etapa clinica devera ser
facilmente localizavel e estar disponivel para resolucdo de eventuais intercorréncias. A ocorréncia
de eventos adversos, sua intensidade, bem como as medidas tomadas para sua reversao, deverao ser
devidamente registradas em documento apropriado, com identificagao e assinatura do responsavel
pelo atendimento ao voluntario, bem como pelo pesquisador principal. A ocorréncia de efeitos

adversos graves devera ser documentada e notificada as autoridades competentes.
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Durante o periodo de internagao, a dieta dos voluntarios devera ter a supervisao de um nutricionista

e ser definida de modo a nao interferir com a analise e farmacocinética do medicamento estudado.

2.6. Manuseio das amostras biolégicas

As amostras bioldgicas deverio ser preparadas para armazenamento, de forma padronizada e seguindo
as caracteristicas conhecidas do farmaco e metodologia de dosagem (p. ex.: plasma, sangue total ou
soro, sensibilidade a temperatura ou luz, entre outras). Os “freezers” utilizados deverdo ter sua
temperatura monitorada de modo a garantir a integridade das amostras. Todos os procedimentos
deverio ser padronizados, realizados por profissionais qualificados e todos os passos do processo,

bem como os responsaveis pelos mesmos, deverao ser identificados e registrados.

2.7. Documentagao

Todos os projetos de pesquisas, a fim de comprovar a biodisponibilidade de um medicamento em
relagdo ao produto de referéncia, deverdo compor um protocolo de pesquisa, com todos os
documentos preconizados pelas Resolu¢oes n® 196/96 e n° 84/02 e seus Guias e apresenti-lo a um

CEP para apreciagao.

Todo estudo devera seguir as normas de boas praticas clinicas e os regulamentos locais em vigor,

devendo ser realizado em conformidade com o protocolo do estudo.

2.7.1. Protocolo de pesquisa

O protocolo de pesquisa, em sua forma mais abrangente, conforme a Resolugao 196/96 item II
Termos e Definicoes, ¢ o conjunto de documentos que contém a descricao da pesquisa em seus
aspectos fundamentais, informagdes relativas ao sujeito da pesquisa, a qualificagao dos pesquisadores

e a todas as instancias responsaveis.

O conteudo de um protocolo de pesquisa pode variar na dependéncia do tipo de estudo, sendo que

a Resolugao 196/96 explicita as informag¢oes que devem estar contidas neste.

2.7.2. Protocolo clinico

Por defini¢ao, o protocolo clinico ¢ o documento que descreve os objetivos, desenho, metodologia,
consideragbes estatisticas, e organizacio de um estudo clinico. Os protocolos também contém o
histérico para o estudo clinico e sua justificativa.

Uma outra fonte de informagdes para a montagem de um protocolo clinico é a Conferéncia

Internacional de Harmoniza¢ao (ICH). Segundo a ICH as se¢des que podem estar contidas em um

protocolo sio:
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Informagdes gerais:

@)
@)
©)
©)
@)

Titulo, nimero e data do protocolo;

Paragrafo de Confidencialidade;

Nome e endereco do patrocinador e monitor (caso nio seja o patrocinador);
Nome, endereco dos laboratorios clinicos;

Nomes e titulos dos investigadores e co-investigadores;

Informacgoes do Desenho do Estudo:

o

@)
©)
@)

Tipo de estudo e desenho;

Objetivos primarios e objetivos secundarios;

Descrigao dos procedimentos de randomizagao e “blinding” ;
Tratamentos do estudo e regime de doses incluindo as informagoes de

embalagem e rétulo;

Informagoes da Populagao do estudo:

(©]

@)
©)
@)

Numero de pacientes;

Duragao da participagao dos sujeitos;

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

Manutencao dos cédigos de randomizagao e procedimentos para abertura dos
cédigos (estudo duplo-cego);

Selecao e Descontinuacgio:

©)
@)
@)

o

Critérios de inclusao;
Critérios de exclusao;
Critérios de descontinuagao de pacientes;
® quando e como descontinuar;
® tipo de dados a serem coletados;
® substitui¢ao dos sujeitos;
= follow-up dos sujeitos descontinuados;
Tratamento dos Sujeitos;
® nomes de todos os produtos, doses, escalas de doses, via de administragao,
periodo de tratamento e periodo de acompanhamento;
* medicagoes/tratamentos permitidos e ndo-permitidos antes e durante o
estudo;

Procedimentos de monitorizacao da aderéncia;

Avaliagoes de Eficacia e Seguranca:

@)
@)
@)

Especificagdao dos parametros de eficacia e seguranca;

Métodos e tempo para avaliar, registrar e analisar estes parametros;
Procedimentos para registro e reporte de eventos adversos e doengas
intercorrentes;

Tipo e durag¢ao do acompanhamento dos sujeitos apo6s a ocorréncia de evento
adverso;

Conduta do estudo:

o

@)
@)
@)

Frequéncias das monitorizacdes;
Auditoria;

Manutenc¢ao dos dados e dos registros;
Politica de Publicacio;
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o Procedimentos para monitorizar a aderéncia dos sujeitos (“compliance”);
*  Outros:
o Parametros laboratoriais clinicos;
Terapia concomitante;
Documentagao da aprovagao do investigador e data (pagina de assinaturas);
Financiamento e seguro;
Acesso direto;
Etica.

o O O O O

Todos os documentos solicitados a compor o protocolo constituem-se em ferramentas fundamentais
para o exercicio da apreciagao ética pelos membros do CEP. Dentre estes, especial atengao deve ser
dada ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) a ser assinado pelo voluntario da

pesquisa.
2.7.3. Termo de consentimento livre e esclarecido

A Resolucio 196/96 no item IV — Consentimento Livre e Esclarecido aborda todos os aspectos
que devem ser contemplados no TCLE, aos quais o pesquisador deve atentar quando de sua
confeccao. Especial atencao deve ser dada ao processo de obten¢ao do TCLE, que, a despeito
somente da obtenc¢do de uma assinatura, compreende um verdadeiro processo educativo para o

sujeito de pesquisa.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deve fornecer ao sujeito do estudo toda a informagao
necessaria sobre o estudo para que o mesmo possa decidir sobre sua participagao na pesquisa. O
sujeito do estudo deve ter liberdade para fazer perguntas livremente, esclarecendo qualquer davida

que exista, bem como ter tempo adequado para refletir sobre sua participagao.
O consentimento Livre e Esclarecido deve ainda:

* Ser aderente a Resolucao 196/96/GCP/Declaracio de Helsinki;

*  Ser aprovado por um Comité de Ftica antes de sua utilizagio;

e Ser revisado toda vez que informagdes novas surgirem;

e Ser escrito em linguagem acessivel ao sujeito do estudo;

* Nao levar o sujeito a abdicar de nenhum de seus direitos legais;

e Uma cépia do termo de consentimento assinado ser entregue ao sujeito;

*  Ser escrito em linguagem acessivel;

* Abordar que o estudo envolve pesquisa;

*  Que a participa¢ao do sujeito no estudo ¢é voluntaria;

e Fornecer a justificativa, os objetivos e procedimentos que serdo utilizados na pesquisa,
incluindo todos os procedimentos invasivos;

¢ Osdesconfortos e riscos possiveis e os beneficios esperados e caso nao haja beneficio clinico
pretendido ao sujeito, o mesmo deve ter consciéncia deste fato;

*  Os métodos alternativos existentes, bem como seus beneficios e riscos potenciais;

* As responsabilidades do sujeito participante do estudo;
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¢ Os aspectos experimentais do estudo;

* A forma de acompanhamento e assisténcia, assim como seus responsaveis;

* A duracio esperada da participacao do sujeito no estudo;

* O numero aproximado de sujeitos envolvidos no estudo;

e A garantia de esclarecimentos, antes e durante o curso da pesquisa, sobre a metodologia,
informando a possibilidade de inclusao em grupo controle ou placebo e a probabilidade de
inclusdo em cada braco;

* A pessoa de contato no caso de esclarecimentos adicionais em relagdao ao estudo e direitos
dos sujeitos envolvidos. Quem contatar no caso de eventuais danos decorrentes da pesquisa;

* As formas de ressarcimento das despesas decorrentes da participagao na pesquisa;

* As formas de indenizacao diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa;

¢ Que o(s) monitores, auditor(es), Comités de Etica em Pesquisa e autoridades regulatérias
terdo acesso direto aos registros médicos originais do sujeito para verificagdo dos
procedimentos do estudo clinico e/ou seus dados, sem violar sua confidencialidade frente
as leis e regulamentacdes aplicaveis e que, assinando o Consentimento Livre e Esclarecido,
o sujeito ou seu representante legal autorizam este acesso;

e Os registros que identificam o sujeito serao mantidos confidenciais em conformidade com
as leis e regulamentacoes aplicaveis, e nao se tornarao de uso publico. Se os resultados do
estudo forem publicados, a identidade do sujeito tera sua confidencialidade resguardada;

* O sujeito ou seu representante legal sera informado se alguma informagao nova que possa
ser relevante para a decisao do sujeito em relagdo a sua participa¢do no estudo venha a
surgir;

¢ FPornecer protegao para “populagdes vulneraveis”.
Como exemplos de populagoes vulneraveis, temos:

* Criancgas;

*  Membros das forcas armadas;

* Empregados subordinados a hospitais e laboratérios;

¢ Estudantes de medicina;

*  Minorias étnicas;

*  Pessoas em casas de repouso;

*  Pessoas mentalmente incapacitadas;

¢ Pacientes com doengas incuraveis ou em situagoes de emergéncia;

¢ Desempregados, mendigos, desabrigados, refugiados, némades, menores, etc.

E muito importante ressaltar, dentre os varios itens acima, que a obten¢ao do Consentimento Livre
e Esclarecido devera ocorrer antes que qualquer procedimento seja realizado com o sujeito da
pesquisa, bem como se exige que o esclarecimento aos sujeitos da pesquisa se faca em linguagem

acessivel.

O Consentimento Livre e Esclarecido devera ser datado e assinado pelo participante do estudo,

bem como pelo responsavel pela aplicagaio do mesmo.
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2.7.4. Ficha clinica

Uma ficha clinica do estudo que inclua as informagdes necessarias para a identificagao do estudo e
do sujeito participante devera existir. Este documento contém os dados referentes ao
acompanhamento do voluntario. Estes dados sao considerados confidenciais, preservando a

identidade do voluntario.

E necessario que o Protocolo Clinico e seu respectivo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
sejam aprovados por um Comité de Ftica em Pesquisa (CEP) Registrado pela CONEP (Comissio

Nacional de Etica em Pesquisa) antes do inicio da pesquisa.

Qualquer emenda que este protocolo clinico ou Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
venha a sofrer no decorrer do estudo também devera ser encaminhada ao CEP para aprovagao.
Caso a emenda vise resguardar a seguranca do sujeito do estudo, a mesma podera ser implementada
imediatamente, sendo de maneira concomitante encaminhada ao CEP para a devida aprovacio.
Havendo altera¢ao do Consentimento Livre e Esclarecido, os sujeitos da pesquisa que ainda estiverem

participando da mesma deverao assinar também a nova versio do consentimento.

As caracteristicas do Comité de Etica em Pesquisa estao na Resolucio 196/96 item VII — Comité de

Etica em Pesquisa — CEP.

O Comite devera ter ao menos 7 membros, nao devendo haver mais que metade de seus membros
pertencentes a mesma categoria profissional. Sua constitui¢do tera carater multi e transdisciplinar,
incluindo pessoas dos dois sexos e a participag¢ao de profissionais da area de saude, das ciéncias
exatas, sociais e humanas, incluindo, por exemplo, juristas, te6logos, sociélogos, fildsofos, bioeticistas
e, pelo menos, um membro da sociedade representando os usuarios da instituicao. Podera variar na
sua composicao, dependendo das especificidades da instituicao e das linhas de pesquisa a serem

analisadas.

O Comité de Ftica em Pesquisa podera ou nio pertencer a Instituicio na qual o estudo é realizado,
podendo valer-se de consultores “ad hoc” para analises especificas. Caso a Institui¢ao nao tenha um
CEP, um CEP independente ou de outra Institui¢ao podera ser utilizado, desde que este CEP seja
registrado pela CONEP.

Membros do CEP envolvidos em estudos clinicos ndo poderdo participar da votagao de projetos

dos quais estejam participando.

Os documentos acima referidos, originais ou copia, conforme aplicavel, deverao estar devidamente
arquivados junto a outros documentos do estudo a disposicio para inspecoes, pelo patrocinador e/

ou agéncia reguladora, que por ventura venham a ocorret.
Todos os documentos trelativos a biodisponibilidade/bioequivaléncia de um estudo clinico deverio

ser arquivados por um prazo minimo de 15 anos, e deverao estar disponiveis para possiveis verificagdes

por parte das autoridades regulatorias.
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2.8. Das responsabilidades

2.8.1. Patrocinador

*  Monitoracao do estudo.

* Controle de qualidade.

e Supervisio da condugdo da pesquisa.
¢ Arquivo dos documentos.

* Subvencio financeira e logistica.
2.8.2. Investigador principal
O investigador principal ¢ responsavel perante a ANVISA por todas as fases do estudo, mesmo

aquelas nao realizadas em seu centro, pela exatidio dos dados apresentados, bem como pelo

cumprimento do delineamento experimental apresentado no protocolo de pesquisa.
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1. FUNDAMENTAGCAO TEORICA - MATERIAIS E REAGENTES

1.1. Introdugao

O uso de substancias quimicas de elevado grau de pureza é fundamental para assegurar a qualidade
dos dados analiticos (GARFIELD, 1997; CROSBY et al., 1997).

Assim como os reagentes quimicos utilizados, o uso de SQR ¢é fundamental para uma correta

quantificacao dos firmacos e/ou seus metabolitos.
Para uma melhor compreensao deste material, algumas defini¢oes sio importantes:

Padrdo primario: de acordo com SKOOG & WEST (1979), uma substancia deve apresentar as

seguintes caracteristicas:

deve apresentar elevado grau de pureza, que deve ser determinado;

deve ser estavel;

— nao deve ser higroscépico ou eflorescente;

deve ser de facil obtencao e preferencialmente de baixo custo;

deve apresentar um peso molecular relativamente elevado.

Como exemplos de padrao primario temos o dicromato de potassio, carbonato de sédio e biftalato

de potassio.

Esta tltima definigao parece ser a mais adequada para farmacos, uma vez que a maioria destes nao

satisfaz as condi¢oes descritas por Skoog & West.

As defini¢Ges abaixo sao baseadas em publicagdes do National Institute of Standards and Technology
(NIST) e a Farmacopéia Americana (USP 25) e aceitos pela AOAC (Association of Officials Analytical
Chemists), conforme resumidas por GARFIELD (1997):

Material de referéncia certificado (MRC): material com uma ou mais propriedades certificadas
por procedimentos técnicos validos, acompanhados por ou rastreaveis a um certificado ou outro

tipo de documentacao emitida por um 6rgao certificador.

Material de referéncia padriao (MRP): material produzido pelo NIST. MRPs sdo certificados em
relagdo a propriedades fisico-quimicas especificas e acompanhados de certificados que reportam os

resultados e indicam o uso do material.
Padrées de referéncia USP (USP Reference Standards): sio farmacos purificados ou em elevado

grau de pureza, distribuidos pela USP ap6s recomendagao do USP Reference Standards Committee.

A selecao dos lotes de matérias-primas utilizadas na preparagao destes padroes estdo baseadas nas
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caracteristicas criticas de cada farmaco, analisados por trés ou mais laboratorios, entre os laboratérios
da USP, FDA, académicos ou privados. (USP 25)

Padrao de trabalho ou padrio secundario: preparado a partir da analise de um lote de material de
pureza adequada contra um do padrao ou SQR certificado, utilizando metodologia oficial e mantendo
o registro das analises. Quando este padrao de trabalho ¢ utilizado na analise de uma amostra, a

SQR a partir da qual ele foi preparado deve ser mencionada.

Além da USP, varias outras farmacopéias, como a Européia e a Britanica, produzem seus padroes.
Estas instituigdes chamam seus padroes de substidncias quimicas de referéncia (do inglés
“chemical reference substance”, ou simplesmente “CRS”). Além destas, padroes quimicos e

biolégicos de varios farmacos também sao distribuidos pela Organizacao Mundial da Saude (OMS).

Procedimento semelhante foi adotado, recentemente, pela Farmacopéia Brasileira (F.Bras.) Em 2000,
foi nomeada a Comissdao de Material de Referéncia (Port. 733, DOU 201-E, de 18/10/2000), que

iniciou a produgao das primeiras substancias quimicas de referéncia (SQR) da Farmacopéia Brasileira.

Conforme Resolu¢ao —RDC n° 56, de 26 de fevereiro de 2002, D.O. de 27/02/2002, apés disponiveis,
as SQR da I Bras. sdo as SQR oficiais em territorio nacional e devem ser utilizadas obrigatoriamente

em relacdo as demais anteriormente citadas.

1.2. Substincias quimicas de referéncia (SQR) e padrio interno

O grau de pureza das substancias quimicas utilizadas como referéncia nos estudos analiticos pode
afetar a qualidade dos resultados. O termo SQR refere-se aos padroes do farmaco em estudo e
seu(s) metabdlito(s), quando for o caso. Sdo substancias de elevado grau de pureza, devidamente

certificadas. Podem ser de dois tipos:
1.2.1. SQR disponivel comercialmente

Sempre que disponiveis, deverao ser utilizadas SQRs da Farmacopéia Brasileira ou aquelas fornecidas
por outras instituicdes/empresas reconhecidas nacional ou internacionalmente, desde que possibilitem

Seu rastreamento.
1.2.2. SQR nao disponivel comercialmente

Deve ser obtida a partir de substancias de grau farmacéutico, acompanhado do respectivo certificado
de analise do lote e em quantidade suficiente para a producao de um padrio de trabalho que sera
utilizado nos estudos como referéncia. Este padrio de trabalho somente podera ser produzido por
um Laboratério Analitico Autorizado (LAA), que devera manter os registros analiticos. Existem
aqui duas possibilidades para desenvolver o roteiro de andlises para quantificar a matéria-prima

como padrao de trabalho:
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— Existe monografia farmacopéica disponivel

Neste caso o LAA devera realizar todos os ensaios previstos na monografia e emitir um certificado

de analise, sendo o teor obtido no ensaio de doseamento o valor de pureza adotado para o padrao
de trabalho;

Obs.: Caso a monografia nao esteja disponivel na dltima edi¢do da Farmacopéia Brasileira, utilizar
preferencialmente as edi¢oes mais recentes das farmacopéias Européia, Britanica, Americana ou
Portarias do INMETRO.

— Nio existe monografia farmacopéica

Serao admitidos estudos com substancias quimicas desde que comprovado sua certificagao.

1.2.3. Laboratério analitico autorizado (LAA)

LAA sio os laboratérios REBLAS e Centros Analiticos de Bioequivaléncia, desde que apresentem

capacidade técnica comprovada para o desenvolvimento da metodologia analitica indicada.

1.3. Metabolitos

No caso de metabdlitos, o centro analitico devera comprovar, através de certificado de analise do
fornecedor ou ensaios realizados no proprio centro, que estes apresentam um grau de pureza definido

e adequado para ser utilizado como padrao de trabalho.

1.4. Padrdes internos

Os padrdes internos utilizados devem apresentar grau analitico (p.a.) ou superior, de maneira que

nao interfiram na analise.

1.5. Armazenamento e manuseio

As SQRs devem ser armazenadas conforme instrucoes do distribuidor. Normalmente, devem ser

armazenadas em local fresco, ao abrigo da luz e com baixa umidade, sempre em frascos bem vedados.

No ato do recebimento deve ser aberta uma cadeia de custédia para cada frasco recebido, na qual se
controle o uso da SQR por meio de registro de massa utilizada para cada finalidade, com visto de
quem utilizou. Junto a cadeia de custédia devem ser guardados os certificados de andlise das
substancias. Deve ser registrado também o fim dado a massa que sobrou da SQR ap6s o vencimento
do prazo de validade.
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1.6. Reagentes e solventes

Os reagentes ¢ os solventes utilizados nos estudos nao devem interferir nos resultados. Isto deve ser

verificado através de procedimentos adequados.
Devem ser estabelecidos procedimentos de controle de fornecedores de maneira a assegurar que
solventes e reagentes adquiridos tenham a qualidade desejada. Recomenda-se que os fornecedores
apresentem certificados analiticos, assim como evidéncias documentadas para assegurar a
confiabilidade dos mesmos.
1.6.1. Estocagem
As areas de estocagem de substancias, reagentes, solventes e solu¢oes devem ser adequadas.
1.6.2. Agua grau cromatografico
Deve ter qualidade compativel com o uso em HPLC. Pode ser:

- deionizada

- destilada

- bi-destilada

- ultra-pura

A pureza da agua deve ser comprovada através de testes adequados.

1.7. Vidraria

A medida precisa de volume ¢ tio importante em muitos métodos analiticos como é a medida de
massa. Para tanto, ¢ preciso considerar alguns pontos imprescindiveis para a medi¢do exata de um
determinado volume como manutengao dos instrumentos de medi¢ao, qualidade dos instrumentos

e calibragao periddica.

As marcas de volume sio feitas pelos fabricantes com os equipamentos volumétricos bem limpos.
Um nivel de limpeza anilogo deve ser mantido no laboratério se estas marcas forem usadas com
confianga. Somente superficies de vidro limpas sustentam um filme uniforme de liquido. Poeira ou
o6leo rompe este filme. Portanto, a existéncia de rupturas no filme é uma indica¢ao de uma superficie

CCSuja,,'

O volume ocupado por dada massa de liquido varia com a temperatura, assim como varia também
o recipiente no qual esta colocado o liquido, durante a medida. Entretanto, a maioria dos equipamentos
de medida de volume ¢ feita de vidro, o qual felizmente tem pequeno coeficiente de expansao.
Conseqiientemente, as variagdes no volume em fungao da temperatura de um recipiente de vidro

nao precisam ser consideradas em trabalhos em quimica analitica. As medidas volumétricas devem
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tomar como referéncia alguma temperatura padrio; este ponto de referéncia é geralmente 20°C. O
coeficiente de expansiao para liquidos organicos pode requerer corre¢oes para diferencas de
temperatura de 1°C ou até menos, o que torna extremamente importante o controle de temperatura

ambiente dos laboratdrios.

De uma maneira geral, os procedimentos analiticos sao conduzidos a uma temperatura que varia
entre 15 e 25°C. (British Pharmacopoeia, 2000)

A vidraria volumétrica pode ser calibrada individualmente pelo INMETRO, ou laboratério certificado
pelo INMETRO. Porém, vidraria “Classe A” satisfaz os padroes internacionais estabelecidos pela
International Organisation for Standardization. (British Pharmacopoeia, 2000; GARFIELD, 1997,
USP 25)

O laboratério deve verificar periodicamente os volumes dispensados pela vidraria volumétrica,
utilizando para isso a massa da agua. Para as pipetas, deve ser observado o tempo de escoamento,
normalmente impresso no vidro e, ao final, tocar a parede do recipiente para onde estda sendo

transferido o volume com a ponta da mesma para escoar todo o conteido. (USP 2002)

A exatiddo da vidraria “Classe A” ¢ a seguinte:

BALOES VOLUMETRICOS

volume indicado, mL 10 25 50 100 250 500 1000
limite de erro, mL 0,02 0,03 0,05 0,08 0,12 0,15 0,30
limite de erro, % 0,20 0,12 0,10 0,08 0,05 0,03 0,03
PIPETAS VOLUMETRICAS

volume indicado, mL 1 2 5 10 25 50 100
limite de erro, mL 0,006 |[0,006 |0,01 0,02 0,03 0,05 0,08
limite de erro, % 0,60 0,30 0,20 0,20 0,12 0,10 0,08
BURETAS

volume indicado, mL 10 (micro) 25 50

limite de erro, mL 0,02 0,10 0,10

limite de erro, % 0,02 0,03 0,05

1.8. Balancas

Balangas (de acordo com Port. 2306, de 22 de dez de 1994, do Inmetro)
Pesos padrio (de acordo com Port. 233, de 22 de dez de 1994, do Inmetro)

1.8.1. Instalagao
As balangas analiticas devem estar instaladas em local adequado, niveladas, livres de correntes de ar,

em bancada exclusiva para as mesmas e estavel. Sempre que possivel em sala com temperatura

controlada.

9de 41



Volume I / Médulo 2 - Etapa Analitica

1.8.2. Manutengio e conservaciao
A balanga deve ser imediatamente limpa apds cada uso. Deve haver um programa de manutencgao e
conservacgao da balanga, que inclua calibragoes periédicas (no minimo, anualmente), com todas as

informagodes registradas em um livro de registros.

Para as balancas analiticas utilizadas em laboratério (Classe I), o valor da divisao real de verificacao
(d) deve ser de 0,1 mg ou inferior. (Port. 236, de 22 de dez de 1994, do Inmetro)

A carga minima (min) da balanga nao deve ser inferior a 100 x d.
Ex.: Balanga analitica com capacidade para 200 g e sensibilidade de 0,1 mg.
min = 100 x 0,1 = 10,0 mg

Porém, de acordo com a USP 25 (2002), a incerteza da pesagem (erro sistematico + randomico) nao

deve ser superior a 0,1% da massa pesada.
No caso de balangas eletronicas que nao possuam sistema de auto-calibragdo, a afericao deve ser

feita diariamente, no inicio do trabalho, e os registros adequadamente armazenados. Os pesos

utilizados devem ser recertificados anualmente.

1.9. Equipamentos com temperatura controlada

Refrigerador e freezer deverao ter suas temperaturas verificadas diariamente e registradas no livro
de uso. Deve haver um termometro de maxima e minima, sendo que a temperatura maxima e
minima do periodo devera ser anotada. O local mais adequado para colocar os termometros é na
parte central interna do equipamento. Caso a leitura da temperatura seja feita por pares térmicos,
estes devem ser calibrados anualmente junto a RBC. Deve haver um POP para refrigerador/ freezer

descrevendo uso, manutengao, limpeza e descontaminagao.
Em caso de equipamentos que facam registros automaticos de temperatura, estes devem permitir

uma verificagdo diaria da temperatura e os dados impressos ou anotados serdo armazenados para

controle.

1.10. Tubos de amostragem e analise

Podem ser de polipropileno ou polietileno de alta densidade e nao devem ser reaproveitados. Deve-
se evitar o uso de tubos de vidro, que podem quebrar durante o armazenamento ou transporte. Ao
trocar fornecedor e/ou tipo de material, realizar teste de recuperagio e branco para verificar se nao

existe interferéncia do material no resultado das analises.
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- 2. METODO BIOANALITICO

2.1. Introdugao

A realizacdao de uma pesquisa bibliografica ¢ a primeira etapa para a busca do método bioanalitico.
Uma vez existindo o método, ele devera ser testado quanto a sua reprodutibilidade. Na inexisténcia
de um método bioanalitico para um determinado farmaco, o centro analitico deve desenvolver um

método que responda satisfatoriamente ao estudo desejado.

A realizagao prévia das etapas necessarias no desenvolvimento do método analitico para os estudos
de bioequivaléncia assegura ao centro analitico e ao seu contratante que os servicos contratados
serao realizados no tempo previsto e com a confiabilidade necessaria dos resultados, os quais serdo
avaliados para fins de registro do medicamento em estudo. Neste contexto pode-se afirmar que
contratado e contratante nao perderdo tempo e nem recursos financeiros adicionais se por acaso os
estudos realizados forem rejeitados no seu término em fun¢ao da inadequabilidade do método

utilizado e das condi¢bes de armazenamento nao determinadas.

2.2, Pré-validagao

Os estudos de bioequivaléncia empregam a utilizagao de voluntarios humanos, em numero
relativamente elevado, que nao podem ser envolvidos no estudo sem a certeza de que os seus
sacrificios resultem num beneficio para a sociedade. A certeza desses resultados para os voluntarios
s6 pode ser garantida se o método analitico para realiza¢io do estudo tiver sido desenvolvido
previamente de forma a assegurar que os fluidos biologicos obtidos dos voluntarios serao devidamente

analisados.

No desenvolvimento de um método ¢ necessario verificar toda a metodologia de preparacio da
amostra, a qual envolve os processos de extragao, separa¢ao, purificagao, identificacao e quantificagao
do farmaco na matriz biolégica. Para tanto, alguns estudos preliminares de validagao devem ser
efetuados visando a determinacao dos seguintes parametros: (3) exatiddo, precisao e recuperacao;

(2) linearidade e limites de quantificacao; (1) seletividade.
2.2.1. Exatidao, precisdo e recuperagao

A exatidio de um método analitico descreve a proximidade dos resultados médios obtidos pelo
método em relagao ao valor verdadeiro (concentraciao) do farmaco. A exatidao é determinada pela
analise de amostras em replicata, contendo quantidades conhecidas do analito. A exatidao deve ser

medida usando um minimo de 5 determinagdes por concentragao.

A precisao de um método analitico descreve a proximidade entre as diferentes medidas individuais
de um farmaco. O parametro de repetitividade da precisio é obtido quando as amostras sao

preparadas nas mesmas condi¢Ges de manuseio: lote, operador, equipamento, instrumento e ocasiao.
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Quando as amostras sao preparadas com diferentes condigdes de manuseio, o parametro da precisao
medida ¢ a reprodutibilidade. No desenvolvimento do método, a precisao deve ser medida usando

um minimo de 03 concentracbes com 5 repeticoes.

A recuperagdo de um farmaco de uma matriz biolégica ¢é a quantidade do analito obtida apds o
processo de separagdo. A quantificacao ¢ comparada com a concentra¢ao nominal de um padrao
adicionada a matriz bioldgica antes do processo de separagdo. A recuperagio indica a eficiéncia de
todos os processos envolvidos no método analitico e deve ser tratada dentro de um limite de
variabilidade. A recuperacao de um fairmaco nao necessita ser de 100%, mas deve ser consistente,

precisa e reprodutivel. Quanto mais proxima de 100% for a recuperagao, melhor o método analitico.
2.2.2. Linearidade e limites de quantificagdo

O método analitico em desenvolvimento deve atender aos requisitos de sensibilidade e
detectabilidade planejados para o firmaco em func¢ao das suas concentragoes plasmaticas na
curva farmacocinética. Dessa forma é necessario determinar a relacio concentracio do
farmaco versus resposta do detector, visando a determinagao da faixa de concentragao onde

a resposta ¢ linear e os respectivos limites de quantificagao.
2.2.3. Especificidade/seletividade
Especificidade ¢ a busca individualizada do sinal de uma espécie tnica do analito.

Seletividade ¢ a capacidade de um método analitico de diferenciar e quantificar o analito na presenca

de outros compostos na amostra, denominados de interferentes.
Os interferentes em fluidos biolégicos podem ser originirios das fontes endo/exdgenas.

Interferentes endégenos: sio os metabdlitos e/ou precutsores; produtos de degradacio do farmaco;
co-administracio de firmacos, vitaminas e/ou seus metabdlitos, produtos de intera¢io de firmaco,
componente biolégico e outras substancias que ocorrem naturalmente em fluidos biolégicos, isto é,

hormonios, proteinas, lipidios, substancias dietéticas, etc.

Interferentes exégenos: impurezas dos reagente usados, substancias liberadas pelos recipientes em

uso ou resultantes de lavagem inadequadas de vidrarias, equipamentos e instrumentos.

Os niveis de interferentes devem ser avaliados antes de iniciar o desenvolvimento do método. Uma
vez que o método esteja no estagio de validagao, o teste de seletividade deve assegurar niveis e
reprodutibilidade dos interferentes e o seu impacto na precisao e exatidao do método em rela¢io ao

limite de quantificagao.
Uma vez que os interferentes tenham sido definidos e minimizados durante o desenvolvimento do

método nos estudos preliminares com a matriz biolégica, deve-se, entdo, planejar um estudo para

melhorar a avaliagao estatistica da extensao dos interferentes das matrizes biolégicas nos diferentes
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voluntarios. Na pratica, interferéncia no estudo de pré-dose das amostras é um dos problemas mais
comumente observados com os métodos analiticos validados, uma vez que eles sio colocados em

rotina. Isto surge da avaliacao de um numero insuficiente de voluntarios durante a validagao.

Pela conferéncia de Washington recomenda-se uma avaliagio em de 6 voluntarios [35].

2.3. Estabilidade dos farmacos em fluidos biologicos

2.3.1. Introdugao

O desenvolvimento do método ¢ a etapa mais importante nos estudos analiticos da bioequivaléncia,
visto que o comportamento dos farmacos nas matrizes biolégicas depende dos niveis de interferentes
que interagem com a molécula ativa. Um outro aspecto a ressaltar é a mudanga dos constituintes da
matriz biolégica submetida a processo de estocagem levando em consideracao o tempo ¢ a
temperatura. Assim sendo, produtos de degradagao, complexagao, oxidagao, metabdlitos e outras
substancias alteram a resposta de um método se o mesmo nao for suficientemente seletivo para os

estudos com matrizes bioldgicas frescas e envelhecidas.

Os estudos prévios de estabilidade em matrizes biologicas sdo essenciais para fornecer os parametros
de adequabilidade do método em amostras envelhecidas e condi¢bes de armazenamento das amostras
para os estudos analiticos da bioequivaléncia. Tais estudos permitem a confiabilidade necessaria ao
método, pois os resultados a serem fornecidos nao correrdo risco de serem rejeitados por erros de
metodologia, quando a amostra é submetida a processo de envelhecimento. Por outro lado o
armazenamento da amostra em uma dada temperatura por um tempo determinado deve ser baseado
em dados cientificos que possam afirmar que naquelas condi¢des de estocagem o farmaco nao
sofrera alteracao.

2.3.2. Revisao da literatura

A estabilidade de farmacos em fluidos biologicos é uma fun¢iao do tempo e da temperatura de
estocagem, da temperatura de estocagem, das propriedades quimicas do farmaco, matriz e recipiente.
A estabilidade de um analito numa matriz particular e recipiente ¢ relevante apenas para aquela
matriz e recipiente e nao deve ser extrapolada para outros tipos de matrizes e recipientes. Os
procedimentos de estabilidade devem avaliar a estabilidade do farmaco durante a coleta e manuseio
da amostra, apds estocagem de longa duragao (congelamento na temperatura de estocagem
pretendida), estocagem de curta duragdo (temperatura ambiente), apds ciclos de congelamento e
descongelamento e processo analitico. As condi¢des usadas nos experimentos de estabilidade devem
ser previamente estabelecidas. O procedimento deve também incluir uma avaliagao da estabilidade

do analito na solugao estoque.

Naturalmente, deve-se evitar que os ensaios em HPLC sejam afetados por solugdes reagentes nao

estaveis e/ou uma possivel instabilidade da solu¢do pronta para ser injetada. O ultimo expetimento
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de estabilidade deve ser realizado antes dos estudos de wvalidagao para que se possa levar em

considera¢io todos os parametros advindos da reatividade firmaco/matriz [1].

A estabilidade do analito é sempre critica nas matrizes biolégicas durante um curto periodo de
tempo. Degradagiao nio é rara, mesmo quando todas as precau¢des sio tomadas para evitar
especificamente problemas de estabilidade do analito (ex: protecio a luz). E importante verificar se
ha degradagao relevante entre o tempo de coleta da amostra e sua analise para que o resultado do

estudo nao seja comprometido.

Hartmann e a/. [1] reconhecem que a estabilidade do farmaco na matriz biolégica deve ser parte
integrante do processo de validagao, embora aponte a escassez de diretrizes para os estudos de
estabilidade. Diante desta situagao, ele recomenda que o estudo de estabilidade deve envolver, no

minimo:

a. A investigacao da estabilidade do fairmaco na matriz em temperatura ambiente (ou secja, a
estabilidade do farmaco antes do processo de analise de uma amostra). Este estudo tem por
finalidade decidir se a adi¢ao de um estabilizante é necessaria durante o processo de coleta das
amostras.

b. A estabilidade do farmaco na solugao final de extra¢io durante um periodo estimado para o
tempo maximo de analise, o que para inje¢do automatica varia de 24 a 48 horas.

c. A estabilidade do farmaco durante 3 (ou mais) ciclos de congelamento-descongelamento (um
ciclo sendo entendido como, por exemplo, descongelar a amostra, deixa-la em temperatura
ambiente por 1 hora e congela-la por pelo menos 24 horas).

d. O estudo de estabilidade de longa duraciao do farmaco em amostras congeladas.

Com relagio a detalhes especificos do estudo de estabilidade os seguintes pontos sao recomendados

por Hartmann:

— O numero de valores de concentragao do farmaco para os quais a estabilidade deve ser investigada
dependera da faixa de concentra¢io do método (dynamic range), mas em todos os casos deve

incluir pelo menos o valor minimo e o maximo.

— Para compatibilizar a qualidade dos dados obtidos com a carga de trabalho necessaria, recomenda-
se avaliar a estabilidade das amostras apenas para o tempo maximo que as amostras serao
armazenadas e apenas ap6s o ultimo ciclo de congelamento-descongelamento a que as amostras
serdo submetidas. Nos casos onde o armazenamento se dara por periodos de seis meses ou
maliores, recomenda-se incluir um ponto intermediario (por exemplo 3 meses) para que a

estabilidade seja garantida pelo menos por este tempo.

— O numero de replicadas deve ser determinado, mas um numero minimo de 5 replicadas parece

ser suficiente na maioria dos casos.
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2.3.3. Cinética de degradagio

O estudo da estabilidade de farmaco ¢ necessario para determinar o tempo de vida para degradar
um percentual da sua concentracdo original, geralmente 10%, em determinadas condi¢bes de

armazenamento.

O termo estabilidade quimica de um farmaco é definido como a manutenc¢ao das caracteristicas de
identidade, concentragdo e pureza da sua forma integra durante um periodo de tempo e condi¢oes

pré-determinados.

Os estudos cinéticos determinantes da estabilidade podem ser efetuados por curta duragao e longa
duracgao. Os estudos de longa duracio, realizados nas condi¢oes de armazenamento, geralmente
demandam um tempo relativamente longo. Todavia na pratica é necessario usar das equagdes cinéticas
para abreviar este tempo e possibilitar uma maior rapidez nos resultados preliminares. No entanto,
o resultado de estabilidade de longa duracdo devera ser apresentado conforme preconizado na

legislagao vigente.

As reacoes quimicas e/ou fisicas de degradagio do firmaco envolvem modelos cinéticos que utilizam
as equagdes de Arrhenius para determinacao das constantes de velocidade de reagdo e do tempo de
vida util. Estes modelos sdo classificados em: ordem zero, primeira ordem e segunda ordem.
Cinética de ordem zero

As reacOes de ordem zero aparecem em sistemas heterogéneos quando a superficie da fase sélida

esta saturada com algum reagente, mas podem ocorrer também em sistemas homogéneos. A constante

de velocidade de reagao pode ser determinada pela seguinte equagao:

onde [F] ¢ a concentragdo do firmaco inicial, [F] é a concentracdo do firmaco no tempo t em
segundos, k, € a constante de velocidade de reagiao de ordem zero e t € o tempo em segundos
decorrido para degradacao de um determinado percentual do farmaco.

Cinética de primeira ordem

O modelo matematico de um processo cinético de primeira ordem corresponde ao consumo do
farmaco na reagao de forma proporcional a concentragao do mesmo, presente no meio e do nimero
de interagoes farmaco componentes do meio. Desta forma, a equagao pode ser expressa:

In[F] =-k.t + Ln [F]

onde k, € a constante de velocidade de reagao de primeira ordem, Ln= logaritmo neperiano.
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Cinética de segunda ordem

Neste modelo cinético, a fracao de degradagao do farmaco nao ¢ uma constante, mas varia com a
concentragao do farmaco. Como a concentra¢ao do farmaco diminui com o tempo, a fracio de
degradagao também diminui com o tempo. Assim sendo, podemos expressar matematicamente este

modelo pela equacio abaixo:

1/ [F] = k,.t + 1/[F]

onde k, ¢ a constante de velocidade de reagio de segunda ordem.

Uma vez definido o modelo cinético de reagao para um determinado farmaco, pode-se utilizar as
concentracoes do farmaco nos diferentes dias de um estudo de estabilidade de média duracao nas
condigdes isotérmicas estudadas para calcular as constantes de velocidade de reagao nos varios dias.
A constante de velocidade de reagdo do farmaco sera calculada por ponderacao dos valores obtidos

para cada tempo, conforme equagao abaixo descrita:

k = k.1+k.2+k.4+k.8+k, .16
1+2+4+8+16

A obtencio de k_ permite calcular o tempo de vida do firmaco naquela condi¢ao de armazenamento
utilizando equagdes apropriadas, conforme modelo cinético de ordem zero, primeira ordem e
segunda ordem.

Considerando-se um percentual de 10% de degradagiao do farmaco como sendo o maximo permitido,

teremos as seguintes equagoes:

Ordem zero

onde [F] € a concentragdo do firmaco inicial, [F,] € a concentragio do farmaco correspondente a
90% da concentracao inicial, t_ € o tempo de armazenamento da amostra para atingir a concentragao
de 90% do farmaco.
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Primeira ordem

t = La[F] - La[F,] . 2,303
k

1

Segunda ordem

t.= —[Fl] - [F9o]—
[Fi] . [FQO] . k2

Simulagao de dois exemplos de farmacos com instabilidades diferentes, exemplo captopril e ranitidina.
Suponhamos que as analises nos 16 dias dos plasmas estocados a -20°C déem os seguintes resultados,

conforme tabela abaixo:

FARMACO CONCENTACAO DO FARMACO (ng/mL)
DIAS
Zero 01 02 04 08 16
Captopril | 600 595 590 582 574 560
Ranitidina | 1000 998 997 996 994 992

Os dados serao tratados para determinagao do modelo cinético da ordem de reagao zero, primeira

ordem e segunda ordem, calculando-se o coeficiente de correlagao para os pares de dados acima:

Ordem zero = massa versus tempo
Primeira ordem = LLog massa versus tempo

Segunda ordem = 1 / massa versus tempo

Obs.: E importante esclarecer que o valor da massa utilizado ¢ a fracdo residual.

Operacional

1 - A ordem de reagao selecionada serd aquela que apresentar o maior coeficiente de correlacio.

2 - Osvalores acima para uma reagao com cinética de ordem zero apresentam as seguintes constantes
de correlacdo e tempo de meia vida para um nivel de degradacao de 10% dos dois farmacos,

utilizando as equacOes acima descritas.

3 - Sendo a reagao de ordem zero, utilize da equagdo correspondente para determinar as cinco
constantes ( de k1 a k16).

k= k1,k2,k4,k8,k16
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4 - Com as constantes determinadas, calcule a constante do firmaco, k_ por meio da média

ponderada de acordo com a equagao estabelecida.

k = k.1+k.2+k . 4+k.8+k, .16
1+2+4+8+16

5- Com o valordak_, determine o tempo estimado de estabilidade do produto (t_) em dias.
G — [Fl] - [Foo]
k
m
Obs: Caso numa das concentra¢des estudadas o valor seja menor que 90% da concentragao inicial,
utilize, para o calculo da estabilidade tedrica, o valor da concentragao anterior da mesma série, ou

seja, igual ou maior que 90%.

FARMACO Km tg (dias)
Captropril 3,69 x 107 18,82
Ranitidina 0,86 x 10° 134,58

Portanto, os resultados simulados mostram que as amostras devem ser armazenadas na temperatura

de —20°C e analisadas até o maximo de 18,82 e 134,59 dias, respectivamente, para captopril e ranitidina.
2.3.4. Problemas analiticos relacionados a estabilidade

A aplicagao de métodos cromatograficos com varios detectores na analise quantitativa de farmacos
e compostos relacionados em amostras biologicas tém gerado um imenso nimero de trabalhos na
literatura. Todavia, quando se necessita reproduzir uma metodologia para ser usada na rotina verifica-
se, em muitos casos, uma baixa reprodutibilidade nos dados de exatiddo e recuperagio. Tal fato foi
discutido por Causson [36] que sugeriu um maior rigor por parte dos referees ao aceitar a publicagao
de métodos bioanaliticos para quantificacao de farmacos em amostras biologicas sem os parametros

de validacao minimamente consistentes.

Geralmente, os estudos de validagao de métodos bioanaliticos sao realizados em plasma vencido
(envelhecido), o qual é contaminado com o farmaco em estudo e os parametros de validagao sao
estudados. Dependendo da estabilidade do farmaco no fluido biolégico e das substancias endégenas
dos individuos, algumas alteracdes na matriz biolggica podem acontecer e afetar a eficiéncia do

método.
Visando uma maior seguranca do rpétodo lioanalitfco parajpm detcfiminado farmaco, sobretudo os

mais instaveis, é sugerido na fasq de prqestudojuma vflidacao fnais rigorosa dos estudos de

estabilidade, conforme itens abaix@ mencignados:
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— Verificar o comportamento do farmaco no solvente em relagido aos parametros de precisio,
exatidao e linearidade;

— Verificar a estabilidade do farmaco no solvente ao longo do tempo, minimo de 05 tempos,
durante 48 horas;

— Determinar os parametros de precisao, exatidao e linearidade do farmaco nos fluidos biologicos
frescos;

— Contaminar o plasma com pelo menos 03 niveis de concentracao do fairmaco e determinar as
suas concentragoes no tempo zero, 6, 12, 24, 48, 96 horas, 7, 14, 30 e 60 dias nas solucoes
estocadas nas temperaturas de 25°, 4° e — 20°C ou eventualmente — 70°C;

— Determinar os parametros de precisao, exatidao e recuperagao das amostras submetidas aos
estudos de estabilidade;

— Comparar as diferengas percentuais entre o tempo zero e os demais tempos;

— Inferir as condi¢cdes de armazenamento baseadas nos estudos de estabilidade.

2.4. Armazenamento das amostras

As condi¢des de armazenamento relativas a temperatura e a0 tempo sao determinadas pelos estudos
de estabilidade de longa duragdo no desenvolvimento do método.

As amostras para armazenamento devem ser embaladas em sacos plasticos, resistentes a baixas
temperaturas e distribuidas por voluntario e agrupadas num mesmo estudo.

Obs: F importante que as amostras da duplicata (retém) sejam armazenadas em sacos diferentes das
amostras a serem analisadas.

Controlar a temperatura de armazenamento com dispositivo de controle de temperatura ou
termometro de minima e maxima e registrado diariamente.

2.5. Validagao do método

2.5.1. Introdugio

O roteiro que se segue ¢ uma recomendagao para a padroniza¢io da rotina de validagao de
metodologias analiticas, para a aplicacdo na etapa analitica dos processos de bioequivaléncia, que
utilizam-se de material biolégico como sangue, soro, plasma ou urina. A metodologia a ser empregada
pressupOe a existéncia da melhor condicao analitica, devendo levar em consideragao os parametros
obtidos dos estudos de estabilidade.

As informagbes contidas neste roteiro estao voltadas para a drea instrumental. O instrumental
considerado é: Cromatografia em Fase Gasosa (CFG ¢ CG/EM) , Cromatografia em Fase Liquida
(CL, CL/EM ou CL/EM/EM), ou outros adequados ao que aqui se propde.

As recomendag¢oes podem ser adaptadas ou modificadas, dependendo do método analitico usado.
Na etapa da validagao, a matriz de trabalho deve ser preferencialmente a mesma matriz objeto do
estudo. No caso de disponibilidade limitada pode-se utilizar plasma proveniente de bolsa de sangue
vencido na etapa de desenvolvimento do método, atentando sempre para os efeitos de matriz. Na

etapa de validagao deve-se trabalhar com o plasma obtido a partir de sangue recém coletado.
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Nao pode deixar de ser considerada, para a valida¢ao da metodologia, a estabilidade do farmaco em
uma matriz biolégica a qual ¢ uma fungdo das condi¢oes de armazenamento, propriedades quimicas
da droga, da matriz e do sistema de acondicionamento. A estabilidade de um analito em uma matriz
particular e sistema de acondicionamento ¢ relevante apenas para aquele caso e nio deve ser
extrapolada a outras matrizes e sistemas de acondicionamento. Procedimentos de estabilidade devem
avaliar a estabilidade do analito durante a coleta e manuseio de amostras, apds longa armazenagem
(congelada a temperatura adequada), curta armazenagem (bancada na temperatura ambiente) e apos
a ocorréncia de ciclos de congelamento/descongelamento e pos-preparo. Para a aplicacio deste

roteiro, consideram-se os seguintes tipos de validagao:

a. Validacao Total

Validagdo total ¢ importante no desenvolvimento e implementag¢ao de um método quando aplicado
pela primeira vez ou quando for utilizado para quantificar um novo analito nesta mesma condi¢ao
analitica.

b. Validacao Parcial
Validagoes parciais sao modificagdes do método ja validado. Uma validagao parcial pode compreender
desde uma pequena determinacio de precisio/exatidio a até quase uma valida¢io total. Algumas

mudangas tipicas no método se enquadram nesta categoria, mas nao sao limitadas a:

— Transferéncias de método bioanalitico entre laboratérios ou analistas;

— Mudanca na metodologia analitica (ex. mudanga no sistema de detec¢io);
— Mudang¢a no anticoagulante na coleta do fluido biolégico;

— Mudanga no processamento das amostras;

— Mudanga relevante na faixa de concentracio;

— Mudangas nos instrumentos e/ou software;

— Volume de amostra limitado (ex. estudo pediatrico);

— Demonstracio seletiva de um analito na presenca de medicagdes concomitantes.
2.5.2. Método bioanalitico

A fase de desenvolvimento e estabelecimento do método define o ensaio bioanalitico. Os parametros
fundamentais para a validagio de um método sao: exatiddo, precisao (repetitividade e
reprodutividade), seletividade, sensibilidade e estabilidade. As medidas de cada analito na matriz
biolégica devem ser validadas. Além disso, deve-se determinar a estabilidade do analito nas matrizes
biolégicas nas quais ele foi acrescentado para construcao da curva de resposta. O desenvolvimento

e estabelecimento de um método bioanalitico tipico inclui a determinacao:

(1) Seletividade;

(2) Recuperagio;

(3) Estabilidade de curta duragao;

(4) Limite de quantificagao e detecgao;
(5) Linearidade;

(6) Exatidao, precisao;

(7) Estabilidade de longa duragao.
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2.5.3. Ferramentas para a validagao
1 - Equagies estatisticas

a) estimativa da variancia

b) estimativa do desvio padrao

B fZ(xi—x)2
T n—1

c) Coeficiente de Variacido

5.100

2 - Testes de rejeicao
Teste Q

Rejeita valores com base na amplitude das medidas. Para a aplicacao do Teste Q utiliza-se da amplitude

ou faixa:

1 - colocar os valores obtidos em ordem crescente.
2 - determinar a diferenca existente entre o maior e o menor valor da série ( faixa ).
3 - determinar a diferenca entre o menor valor da série e o resultado mais proximo (em médulo ).

4 - dividir esta diferenga (em moédulo ) pela faixa, obtendo um valor Q (comparar com tabela ).

| NUMERO DE RESULTADOS (n) | Q95% |

0,97
0,83
0,71
0,62
0,57
0,52
0,49
0,46

=[O N[O A [W]|N

(e}
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5- se Q> Q % o menor valor ¢ rejeitado e se Q < Q % o menor valor, por enquanto, é aprovado.

6 - se o menor valor for rejeitado, determinar a nova faixa e testar o maior valor da série (caso o
menor valor nao tenha sido rejeitado, utilizando-se da mesma faixa testar o maior valor da
série).

7 - repetir o processo até que o menor e o maior valores sejam aceitos, ou seja, se 0 menor valor é
aceito, entdo o maior valor ¢ testado e o processo ¢ repetido até que o maior e o menor valores

sejam aceitos.
Teste de Grubbs

Rejeita valores em relagdo a estimativa do desvio padriao. Este teste, como no teste QQ, observa

valores dispersos anomalos maiores ou menores que aparecem no grupo de medidas.
Para a aplicagao do Teste de Grubbs utiliza-se da amplitude em relagdo a média :

1 - colocar os valores obtidos em ordem crescente.
2 - determinar a média aritmética.
3 - determinar a amplitude do maior ( maior valor - média ).

4 - testar o maior valor do conjunto, segundo a equagao:

. — X
G — ( x maior ) § = estimativa do desvio padrio
S

5 - testar o menor valor do conjunto, segundo a equagao:

G:( x_Xmenor )
S

6 - Compare os valores de G ( teste de Grubbs) com os valores criticos a 95 % de confianca.

| NUMERO DE RESULTADOS (n) | G95% |

1,155
1,481
1,715
1,887
2,020
2,126
2,215
0 2,290

2 QOO |IN[D[O [N [W
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7 - se G > G % o maior valor ¢é rejeitado e se G < G % o maior valor, por enquanto, é aprovado.

8 - se o maior valor for rejeitado, determinar a nova amplitude e testar o menor valor da série ( caso
o maior valor ndo tenha sido rejeitado, utilizando-se da mesma faixa testar o menor valor da
série ).

9 - repetir o processo até que o menor e o maior valores sejam aceitos, ou seja, se 0 menor valor é
aceito, entao, o maior valor € testado e o processo ¢ repetido até que o maior e o menor valores

sejam aceitos.

3 - Determinagao do Limite de Quantificacio (1.0 )

Como sugestao, determinar o LQ por diluigao aceitando o valor mais confiavel dentro da melhor

condicao analitica. Normalmente atribui-se variacao maxima, em CV de 20% ao LQ.
4 - Estimativa de CV” em funcdo da concentragao a analisar, segundo Horwitz:
CV (%) =2 (1 - 0,510g0C)
onde: C1'= Coeficiente de Variacao ~ C= g de constituinte/ g de amostra

2.5.4. Glossario

AMOSTRA: é um termo genérico que engloba controles, brancos, amostras processadas e

desconhecidas, tal como descrito abaixo:

Branco: ¢ uma amostra de matriz biolégica na qual nenhum analito foi adicionado e ¢ utilizada para

nortear a seletividade e especificidade do método analitico.

Amostra de Controle de Qualidade: é uma amostra das matriz biol6égica ao qual o analito foi
adicionado, usada para monitorar o desempenho do método e nortear a integridade e validade dos

resultados, das amostras de concentracdes desconhecidas analisadas em uma batelada individual.
Desconhecido: ¢ uma amostra biolégica que ¢ objeto de analise.

AMOSTRA PROCESSADA: ¢é o extrato final (anterior a uma anélise instrumental ) de uma amostra

que foi submetida a varias manipulagdes ( ex.: diluigao, extracio, concentragao).

ANALITO: ¢ um composto quimico especifico que ¢ mensurado o qual pode ser um fairmaco

intacto, biomolécula ou seu derivado, metabdlito e ou produto de degradagao em uma matriz biologica.

COEFICIENTE DE CORRELACAO (1): expressa a relagio de x a y na curva, onde o valor ideal

esperado ¢ 1.

CORRIDA ANALITICA OU LOTE: é um conjunto completo de amostras analiticas em estudo
com numero apropriado de controles para sua monitoragao. Uma corrida analitica deve ser completa

na mesma condi¢ao analitica, respeitando-se a estabilidade do analito.
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CURVA DE CALIBRACAO: é utilizada com a finalidade de se obter ou verificar o ajuste ao projeto

do sistema. Neste caso ¢é definido pelo fabricante ou institui¢oes que zelem pela qualidade.

CURVA DE RESPOSTA, CURVA DE QUANTIFICACAO, CURVA DE CALIBRACAO
ANALITICA: ¢ utilizada com a finalidade de se obter comparagao analitica para a quantificagio.
Busca a linearidade dinamica. Aplica-se na curva de resposta a relagdo sinal/concentracio a fim de

verificar linearidade igual a relacdo direta ou regressao linear.

CURVA PADRAO: sucessio crescente ou decrescente de pontos obtidos da relagio entre a unidade

de grandeza da espécie padrao pela sua intensidade de sinal, proveniente do sistema de deteccao.

DETECTABILIDADE: ¢ a quantidade em unidade de grandeza ou concentragao, percebida em

confiabilidade, pelo sistema de detec¢ao do sinal analitico.

EFEITO MATRIZ: sio interferéncias que afetam a resposta do sinal analitico da substancia em

analise.

ESTABILIDADE: é a estabilidade quimica de um analito em uma dada matriz dentro de condigdes

especificas e em determinados intervalos de tempos.

FAIXA DE QUANTIFICACAO: ¢ o grau de concentracio incluindo : limite superior de
quantificagdo e limite inferior de quantificagio que pode ser confiavelmente reproduzido e

quantificado com exatiddo e precisio, por meio da relagio concentracio/resposta.

LIMITE DE DETECCAO: é a menor concentragio de um analito na qual o procedimento

bioanalitico pode seguramente diferenciar do ruido de fundo.

LIMITE DE QUANTIFICACAO: é a menor quantidade de um analito na amostra que pode ser
quantitativamente determinada com aceitavel precisao e exatidao. Também conhecido como Limite

Inferior de Quantificagao.

LIMITE SUPERIOR DE QUANTIFICACAO: ¢ a2 maior quantidade de um analito em uma amostra

que pode ser quantitativamente determinada, com precisao e exatidao.

MATRIZ BIOLOGICA: é um material individualizado de origem biolégica que pode ser amostrado
e processado de maneira reprodutiva. Exemplos: sangue, soro, plasma, urina, fezes, saliva e outros

tecidos.

METODO: ¢ uma descri¢ao compreensivel de todos os procedimentos usados em analises de

amostras.

PADRAO DE CALIBRACAO: é uma matriz biolégica de concentracio conhecida do analito que
foi adicionado. Padroes de calibragiao sao usados na construcao de curvas de resposta nas quais as
concentragoes dos padrdes de calibracao sao utilizados para a determinagao da concentraciao do

analito.
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PADRAO INTERNO: sio compostos testes (exemplo: anilogos com estruturas similares, composto
estavel marcado, etc.) adicionados aos padroes de calibragao e amostras em concentragoes conhecidas

e constantes para facilitar a determinac¢ao do analito.

PRECISAO: é a proximidade da concordancia ( grau de espalhamento) entre uma série de medidas
obtidas de multiplas amostragens de uma mesma amostra homogénea dentro de condi¢oes
determinadas.

RECUPERACAO: é a eficiéncia da extragio de um processo analitico reportado como porcentagem
da quantidade conhecida do analito conseguido por meio de passos de extragao e processamento do

método.

REPRODUTIVIDADE (REPRODUTIBILIDADE): é a precisao entre dois laboratérios ou ocasides
e fatos diferentes. Também representa a precisao do método dentro das mesmas condi¢bes de

operagao dentro de um periodo curto de tempo.

SELETIVIDADE: ¢ a habilidade do método analitico em mensurar e diferenciar os analitos na
presenca de outros componentes que possam estar presentes. Eles podem ser metabdlitos,

impurezas,produtos de degradacdo ou componentes da matriz.
SENSIBILIDADE: ¢ o grau de diferenciagio entre duas concentragoes proximas.

VALIDACAO:

Total: é o estabelecimento de todos os parametros de validagao determinados e aplicados a analise

do analito na amostra.

Parcial: 4 a modificagio de métodos validados que nao necessariamente precisam de revalidagao total.
CL: Cromatografia em fase Liquida.

CL/EM: Cromatografia em fase Liquida acoplada a Espectrometria de Massas.

CFG: Cromatografia em Fase Gasosa.

CG/EM Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.
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2.6. Fluxograma operacional da etapa analitica da bioequivaléncia

SEQUENCIA 01

GUIA PARA VALIBAGAO®

= l DISPONIVEL NAO DISPONIVEL l
{

SEQUENCIA 02

A 4

CONDIGAO ANALITICA
DEFINIDA

HA INTERFERENTE

NAO HA
INTERFERENTE

RECUPERAGAO
NAO CONFIAVEL

CONFIAVEL <60%
260%

LIMITE DE
QUANTIFICAGAO

LINEARIDADE

>20%

PRECISAO

REPE E
REPRO > 15%
REPE E

REPRO < 15%

EXATIDAO
NAO ACEITO ‘ ACEITO

PARAMETROS DE
ACEITABILIDADE

ESTABILIDADE
ACEITO

HA RESTRIGOES
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SEQUENCIA 03

COMPATIVEL
EM TEMPO

COMPATIVEL
EM TEMPO

SEQUENCIA 04

VOLUNTARIOS

ESTABILIDADE

LONGA DURACAO

NAO COMPATIVEL
EM TEMPO

REDEFINIR
TEMPO DE
ESTUDO/
ARMAZENAMENTO

NAO COMPATIVEL
EM TEMPO

COMPATIVEL
EM TEMPO

COMPATIVEL
EM TEMPO

NAO COMPATIVEL
EM TEMPO

ESTABILIDADE

RELATORIO
—

Completada a defini¢do das seqiiéncias que serao adotadas pelo centro e consultadas as respectivas

interpretagoes na Fundamentagao tedrica e operacional do Guia da Etapa Analitica, atente para o

item estabilidade, pois ele definira o inicio da internagao dos voluntarios.
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- 3. RECOMENDAGOES PARA A ETAPA ANALITICA

3.1. Materiais de referéncia

3.1.1. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes devem ser rotulados apropriadamente, indicando, no minimo, procedéncia,
identidade, lote, grau de pureza, prazo de validade (quando aplicavel) e instrug¢oes especificas de

armazenamento.

Para as solugbes deve haver POP abrangendo, no minimo, preparagao, rotulagem, prazo de validade,

situagoes de emergéncia, seguranga, manuseio e descarte.

As SQRs ( Substancias Quimicas de Referéncia) devem ser rastreaveis.

3.1.2. Balangas e pesos de calibragido
3.1.2.1. Livro de registros ou de uso

Deve conter as seguintes informagdes: data, registro de verifica¢ao diaria (caso a balanga nao realize

a auto-calibra¢io), nome do operador e dados sobre a pesagem.

3.1.2.2. POP ( Procedimento Operacional Padrao)
Deve conter informagdes basicas sobre a operagao do equipamento, limpeza e manutengio.
3.1.3. Termometros e outros dispositivos de verificagdo de temperatura

O laboratério deve possuir pelo menos um termémetro calibrado junto a RBC, anualmente, na
faixa de uso. Este servira para a calibra¢ao dos demais termémetros utilizados no laboratério, que

serao verificados trimestralmente. Deve haver um POP descrevendo este procedimento.
3.1.4. Peagometro (pHmetro)

O POP para utilizagao do aparelho deve conter informagoes bésicas sobre uso, cuidados de
manutengao rotineira e nao-rotineira, limpeza e armazenamento dos eletrodos. A eficiéncia dos
eletrodos deve ser verificada periodicamente, enquanto que a calibragao devera ser feita antes do
uso. Para a calibragao, deverio ser utilizadas pelo menos duas solu¢des tampao, com um pH acima
e outro abaixo do valor a ser medido. Todos estes registros deverdo ser devidamente registrados no

livro de uso do aparelho.

3.1.5. Centrifuga

Deve existir um POP descrevendo o uso correto (balanceamento, capacidade maxima), procedimentos
de limpeza e descontaminagao. As manutengoes, rotineiras ou nao, devem estar registradas no livro

de uso.
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3.1.6. Sistema de evaporagido de amostras

Deve existir um POP descrevendo o uso correto, limpeza e manutenc¢ao rotineira, que devem ser

registradas no livro de uso.
3.1.7. Vidraria

Toda a vidraria deve ser de boa qualidade, estar limpa e adequadamente armazenada, quando nao

estiver em uso.
A vidraria volumétrica deve ser “classe A” ou entao calibrada anualmente.
Deve existir POP para limpeza da vidraria.

Deve haver POP para calibragao da vidraria volumétrica, utilizando a massa da agua como referéncia.

Esta calibragao devera ser feita periodicamente e os resultados devidamente arquivados.
3.1.8. Pipetas

Para as pipetas automaticas deve haver um POP para a utiliza¢do, limpeza e conservagao. As

verificagoes de performance e calibrages externas devem estar no livro de registros.

Pipetas mecanicas de volume fixo

Exatiddo e precisao usando a massa da agua, a cada trés meses.

Pipetas de volume variavel

Exatiddo e precisao usando a massa da agua, 02 pontos, 05 vezes, antes do uso.

3.2. Recebimento de amostras

3.2.1. Dar encaminhamento imediato apds o recebimento das amostras.
3.2.2. Preencher lista de verificacao de recebimento, oriunda da etapa clinica em 03 vias — ANEX0 I;
3.2.3. Devolver uma via para o pesquisador responsavel e outra para o coordenador da etapa clinica,
arquivando a terceira nos registros do estudo;
3.2.4. Documentar histérico da temperatura durante o transporte, se for o caso;
3.2.5. Encaminhar comunica¢ao (documentada) a pessoa que enviou as amostras sobre possiveis
irregularidades.
3.2.6. Registro de entrada de amostra
3.2.6.1. Livro para registro de entrada de amostras, indexado e etiquetado, com
numeracao de paginas;
3.2.6.2. O registro de entrada das amostras deve possuir cabecalho com:
* Numero do Estudo;

* Principio ativo;
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* Origem;

e Patrocinador.
3.2.6.3. 'Todas as amostras agrupadas juntas em uma ou mais paginas do livro.
3.2.6.4. Para cada voluntario anotar:

¢ Codigo do voluntario;

¢ Periodo de estudo;

* Tempos nao recebidos;

* Data de recebimento;

¢ Anormalidades;

* Visto do responsavel.

3.2.7. Descarte de Amostras
3.2.7.1. Em caso de perdas por acidentes:
* Descontaminagao do local com solugao de hipoclorito;
* Descarte do material biolgico em lixeiras apropriadas, recebendo destinagao normal
de lixo hospitalar;
* Preencher notificagdo de ocorréncia e encaminhamento para o responsavel técnico;
* Informar a Comissao de Biosseguranca se necessatio.
3.2.7.2. O material biolégico pos- uso deve ser descartado segundo os procedimentos:
* descontaminagao por processos térmicos ou quimicos, seguida de descarte como
lixo doméstico;
* descarte como lixo biolégico através de sistema especializado no tratamento desses
residuos, segundo Consulta Pablica N° 48 de 04 de julho de 2000, DOU 05/07/
2000.

3.3. Estudo de estabilidade

A Resolugao — RDC N° 84 —de 19 de margo de 2002, estabeleceu quais os tipos de estabilidade em
fluidos biol6gicos que devem ser realizados na fase pré-estudo de bioequivaléncia visando a validagao
do método para fins do estudo propriamente dito. Neste sentido, os estudos de estabilidade foram

classificados em: curta duragio, longa duragao e de solug¢oes-padrio.

3.3.1. Estabilidade de curta duracio
Congelamento e descongelamento

A estabilidade do analito deve ser determinada apés 3 ciclos de congelamento e descongelamento.
No minimo 3 aliquotas a cada concentragao (alta e baixa) devendo ser estocado a cada temperatura
pretendida por 24 horas e descongelada sem auxilio a temperatura ambiente. Quando completamente
descongelada, as amostras devem ser re-congeladas por 12 a 24 horas sob as mesmas condigdes. Os
ciclos de congelamento e descongelamento devem ser repetidos por 3 vezes e analisados no terceiro
ciclo. Se um farmaco ¢ instavel a temperatura ambiente, por exemplo, as amostras de estabilidade

devem ser congeladas a — 20 ou — 70°C durante 3 ciclos de congelamento e descongelamento.
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Condigoes de analise

Trés (03) aliquotas de cada concentragdo (alta e baixa) devem ser descongeladas a temperatura

ambiente e deixadas nesta temperatura durante o tempo maximo da analise do lote.

A estabilidade das amostras processadas, incluindo o tempo de residéncia no auto-injetor, deve ser

determinada.

Deve ser demonstrado que os farmacos permanecem intactos se deixados por varias horas a
temperatura ambiente na matriz biolégica. Certos farmacos, por exemplo, captopril, AAS, etc.,
sofrem mudancas imediatas, degradacao em matrizes biolégicas. Em tais casos, aditivos apropriados

e/ou agentes derivatizantes podem ser adicionados.
Solugées-padrio

A estabilidade do farmaco e padrao interno devem ser assegurados no tempo necessario para analise

de todo o lote das amostras, incluindo possiveis interrupgdes acidentais.

Dados da literatura ou testes de laboratério devem ser conduzidos para determinar se o farmaco
puro ou em mistura com metabodlitos e padrio interno dissolvidos num sistema de solvente sao
estaveis sob as condi¢bes de ensaios, especificamente em relagdo aos fatores fisicos, tais como:

calor, umidade, luz e exposicio ao ar.

A estabilidade da solugdo estoque, contendo o farmaco e padrio interno, deve ser avaliada a
temperatura ambiente por no minimo 6 horas. Se a solugao estoque e padrao interno sao refrigeradas
ou congeladas por um periodo relevante, a estabilidade deve ser documentada. Apds completar o
tempo de estocagem desejado, a estabilidade deve ser testada por comparagao com a solugao preparada

recentemente.
3.3.2. Estabilidade de média duragao

A estabilidade de média duracdo deve ser determinada pelo armazenamento de no minimo cinco
aliquotas de cada concentragao ( alta, média e baixa) na temperatura de —20°C . As amostras para
este estudo devem ser analisadas nos tempo zero, um, dois quatro, oito e dezesseis dias de
armazenamento. Os dados devem ser tratados com a utilizacao da equagao de “Arrhenius” para
calculo da constante de velocidade de reacao e do tempo de armazenamento na temperatura estudada.
Com os dados de estabilidade obtida e viaveis com o tempo analitico, pode-se iniciar a internagao

ou o estudo sobre os individuos.
3.3.3. Estabilidade de longa duragio
O tempo de estocagem num estudo de estabilidade de longa duragao deve exceder o tempo entre a

data da primeira coleta das amostras e a data da analise da Gltima amostra. A estabilidade de longa

duracao deve ser determinada pela estocagem de no minimo 3 aliquotas de cada concentragao (alta,
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média e baixa) sob as mesmas condi¢des das amostras de estudo. Normalmente, ¢ realizada em 03
temperaturas de estocagem, 4, -20 e —=70°C. O volume das amostras deve ser suficiente para as
analises no minimo em 03 tempos diferentes (FDA, 1997). As concentragoes médias das
determinagoes de todas as concentragdes utilizadas devem ser comparadas com as médias obtidas
das analises das amostras recém-preparadas para os estudos de estabilidade de longa duracio, ou

seja, No tempo zero.

3.4. Validagio

3.4.1. Seletividade

Seletividade é a habilidade de um método analitico em diferenciar e quantificar o analito na presenca
de outros componentes na amostra. Para a seletividade, analises de amostras “branco” da matriz
biolégica apropriada (plasma, urina ou outra matriz) devem ser obtidas de, pelo menos, seis fontes.
Cada amostra branco deve ser testada para interferentes, e a seletividade deve ser assegurada no

limite de quantificagao.

Substancias potencialmente interferentes numa matriz biolégica incluem componentes endégenos
da matriz, metabolitos, produtos de decomposicao, e durante o estudo, medicagao tomada
concomitantemente e outros possiveis interferentes. Se o método for usado para quantificar mais
de um analito, cada analito deve ser testado para assegurar que nao ha interferéncia.

Para verificar este item, recomenda-se que, para a matriz plasma, sejam utilizadas as seguintes amostras:

04 plasmas normais
01 plasma lipémico

01 plasma hemolisado

Para verificar a interferéncia, trabalhar com adi¢ao de padrao sobre os plasmas em trés concentragoes

distintas (alta, média e baixa) em triplicata por concentragao.

Considerando  HPLC ou CFG, desde que interferentes nao coeluam com o analito e padrao
interno, considera-se seletivo para anilise. No caso do LC/MS no qual a distingio pode ser

confirmada, serd também considerada viavel para analise. Havendo coelui¢ao proceder:
— sendo 01 plasma : desprezar
— sendo mais de 01 plasma: refazer a amostragem ou rever a metodologia
analitica.
3.4.2. Recuperagiao
A Recuperagiao de um analito em um ensaio ¢ a resposta do detector de uma quantidade de analito
adicionada e ou separada de uma matriz biol6gica. A recuperagao esta ligada a eficiéncia do método

analitico de separacao, dentro dos limites de variabilidade. A recupera¢ao de um analito nao precisa
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ser 100%, mas a quantidade de analito recuperado e do padrio interno deve ser consistente, precisa
e reprodutivel. Experimentos para recuperacao devem ser feitos comparando resultados analiticos
de amostras a trés concentracoes (baixa, média e alta) com solugdes-padrao nas mesmas concentragoes

representando 100% de recuperagao.

Pode-se utilizar de processos analiticos para verificar a separacio. Um processo diz respeito a
monitorac¢ao da separagdo que neste caso trata-se da introdugao de uma massa ou volume constante
de uma substancia nao interferente, na qual pode-se acompanhar visualmente seu sinal analitico,
permitindo assim identificar qualquer anomalia durante o processo de separacao. Outro processo
trabalha, também, com a introdugao de uma substancia ndo interferente, porém, a relagao de sinal
analitico e concentragao devem ser conhecidos, o que permitira, independente de ter-se extraido o
tedrico ou menos, obter a concentragao do analito presente na amostra (metodologia por padronizacao
interna). A recuperagdo deve ser confiavel (deve repetir). O percentual recuperado deve ser tal que
nao interfira na quantifica¢ao da corrida analitica que se segue. O percentual de recuperagio desejado
¢, na realidade, funcdo da relagao da detectabilidade do método com o limite de quantificagao
necessario. Por exemplo, se em func¢do da faixa de concentragao pertinente ao ensaio em questao
for necessario obter um limite de quantifica¢ao na matriz biol6gica antes da separagao de 10 ng/mlL.
e em meio biolégico pos-separacio detectar-se com confiabilidade 6 ng/mlL., a recuperacio necessitia
sera de no minimo 60%. Como guia para estimar a % de recuperagdo minima, pode-se utilizar da

€quagao:

L.Q. Obtido no Fluido Biolégico x 100

% Recuperacao Minima =
L.Q. Estimado no Fluido Biolégico

Determinar em 03 niveis de concentragdo, concentragdes estas pertinentes ao estudo de
bioequivaléncia, sendo a menor concentragao no maximo trés vezes o Limite de Quantificagao
(LQ). Para a variabilidade das recupera¢oes considerar em C.V. maximo de 20%.

3.4.3. Limites

3.4.3.1. Limite de quantificagao

O padrao de concentragao mais baixo deve ser o limite de quantificagao se as seguintes condi¢des

forem obedecidas:

A resposta do analito no limite de quantificacio for pelo menos 5 vezes maior que a resposta

comparada com a do branco.

O sinal analitico for identificavel, discreto e reproduzivel com precisio de 20% e exatidao de 80-
120%.
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3.4.4. Linearidade

Uma curva de resposta (padrao) ¢ a relacao entre a resposta do instrumento e concentracdes
conhecidas do analito. Uma curva de resposta deve ser gerada para cada analito na amostra. Um
numero suficiente de padroes deve ser usado para definir adequadamente a relagao entre concentragao
e resposta. Uma curva de resposta deve ser preparada na mesma matriz bioldgica que as amostras
de um estudo, adicionando na matriz concentragdes conhecidas do analito. O numero de padroes
usados na constru¢ao de uma curva de resposta sera uma funcao dos valores analiticos esperados
no estudo e da relacio analito/resposta. Uma curva de calibragio deve consistir de uma amostra
“branco” (matriz processada sem o padrdo interno), uma amostra “zero”, se pertinente, (matriz
processada com o padrao interno) e seis ou mais amostras intermediarias cobrindo a faixa esperada,

incluindo o limite de quantifica¢io.
3.4.4.1. Curva de resposta

O modelo mais simples que descreve adequadamente a relacio concentracio/resposta deve ser

usado. O uso de ajustes e equagdes de regressao complexas deve ser justificado.

A curva de resposta deve conter no minimo 05 pontos incluindo-se o LQ e excluindo-se o branco.
Caso haja exclusao de pontos, os mesmos devem ser registrados para posterior avaliagao do 6rgao

regulador.
3.4.4.2. Critérios de exclusao

1 - Os pontos nao devem exceder em 15% do valor nominal e em 20% para o Limite de
Quantificacao.

2 - Os pontos excluidos nao devem ser consecutivos.

Obs.: Caso com a exclusao, ainda que os parametros fiquem fora do especificado, deve-se refazer a

curva.
3.4.5. Precisao

A Precisao de um método analitico descreve a proximidade de medidas individuais de um analito
quando o procedimento ¢ aplicado repetidamente a multiplas aliquotas de um tnico volume
homogéneo de uma matriz biologica. A precisao deve ser medida usando um minimo de cinco
determinagdes por concentragao. Um minimo de trés concentragdes pertinente a toda faixa de
estudo é recomendado. A precisao determinada a cada nivel de concentragao nao deve exceder 15%
em coeficiente de variacdo (CV) exceto no limite minimo de quantificacdo, o qual nao deve desviar
mais de 20% em CV. A precisao é posteriormente subdividida em precisao ou repetitividade “dentro da
corrida” ou “intra lote”, que fornece a precisao durante uma unica corrida analitica, e precisao ou
reprodutividade “entre corridas” ou “inter lote” que mede a precisao ao longo do tempo, podendo

envolver diferentes analistas, equipamentos, reagentes e laboratorios.
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3.4.5.1. Repetitividade de separagido

Preparar 03 concentragoes pertinentes e diferentes (Alta, Média e Baixa) de analito em plasma. Para
cada concentragao, obter 15 amostras, separando-os em 03 grupos. Cada grupo contendo 05 amostras
da concentracao Alta, 05 amostras da concentracio Média e 05 amostras da concentracio Baixa,

que deverio ser analisadas nesta seqiiéncia. Apo6s o término do primeiro grupo, inicia-se o segundo
e o terceiro

s s s
o d | o d
D Al A2 A3
- - -
CV = CV = CV-=
M 1 M 2 M 3
X - < - . -
CV= CV= CV =
— s e e
| | | |
H B1 B2 B 3
- - < -
CV= CV = CV =

3.4.5.2. Aceitagio da repetitividade

Aceita-se como Repetitivel para as séries A | Aje A, ,M M, eM, eB B eB, , valoresde CV

menor ou igual a 15%, caso a concentracao baixa seja o L.Q)., o C.V.ndo devera ser maior que 20%.

3.4.5.3. Reprodutividade de separagido

A Reprodutividade é aplicada sobre as medidas da Repetitividade.

3.4.5.4. Aceitagao da reprodutividade

Aceita-se como reprodutivel o CV das médias das series A, A e A,,M M, eM, eB B eB..OCV

resultante nao devera ser maior que 15%, caso a concentragao baixa seja o L.Q., o C.V. nao devera
ser maior que 20%.

Obs.: Para o procedimento de obtengao da Repetitividade, pode ser aplicado rejeicdo a 95% de
confianga excluindo-se apenas 1 ponto em 05. Como recomendagao sugere-se o testes: Q% ou de
Grubbs ou ainda equivalente. O Centro da Etapa Analitica deve definir, a priori, o critério de rejeicao

a ser adotado. Independente da rejeicao para fins de calculo do CV, o valor rejeitado deve ser
documentado.
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3.4.6. Exatidao

A Exatiddo de um método analitico descreve a proximidade da média dos resultados obtidos em um

teste com o valor real (concentra¢ao) do analito. A exatidao é determinada pela repeticao de analises

de amostras contendo concentracoes conhecidas do analito. A exatidiao deve ser medida usando um

minimo de cinco determinagdes por concentracio. Um minimo de trés concentragoes na faixa de

concentragoes esperada é recomendado. O valor médio deve estar igual ou maior que 85% do valor

real, exceto no limite de quantifica¢ao, no qual nao deve estar abaixo de 80%.

Como expressao para verificar a exatidao utilize:

Média dos valores obtidos x 100%

% Exatidao =

Valor esperado

3.4.7. Aceitagio da validagao

A aceitabilidade deve usar como base os parametros contidos das variabilidades aceitaveis da

metodologia.

3.5. Aplicagiao do método validado no estudo

A aplicagao do método validado do estudo analitico da bioequivaléncia deve ser conduzida

obedecendo os parametros analiticos que reproduzam a confiabilidade do método, conforme

procedimentos descritos na seqiéncia:

3.5.1.

As andlises devem respeitar os tempos disponiveis de estabilidades pré-determinadas.

3.5.2. Se o método tem variabilidade aceitavel, as amostras podem ser analisadas através de uma

3.5.3.

unica determinacao, sem duplicata ou triplicata. Isto ¢ valido para procedimentos nos quais a
variagao da precisio e exatidao, rotineiramente, caem dentro de limites de tolerancia aceitaveis.
Em um procedimento dificil, com um analito labil, no qual altas especificagdes de precisio e
exatidao sao dificeis de obter, devem ser executadas analises em duplicata, ou mesmo em

triplicata, para uma melhor estimativa do analito.

Deve ser preparada uma curva de resposta (segue o mesmo principio do método analitico)
para cada analito, e esta deve ser usada para calcular a concentragao do analito em amostras na
corrida. Amostras de controle de qualidade podem conter mais de um analito. A curva de
resposta deve cobrir os valores esperados de concentragao nas amostras, além de uma amostra
no limite de quantificagao. Nao se recomenda extrapolagées de valores. Nestes casos, a curva
de resposta deve ser redefinida, ou amostras com concentra¢ao mais alta devem ser diluidas e

reanalisadas. E preferivel analisar todas as amostras de um estudo em uma unica ocasiio.
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3.5.4.

Lote:

Uma corrida analitica consiste de amostras, amostras de controle e curva de resposta a serem

analisadas como um lote.

entende-se como a quantidade de amostras preparadas pelo mesmo profissional e para a

analise ininterrupta, podendo consistir de um ou mais voluntarios.

3.5.5.

3.5.6.

Uma vez que o método analitico foi validado para uso rotineiro, sua exatidao e precisao
devem ser monitoradas regularmente para assegurar que o método continua a ter um
desempenho satisfatorio. Para alcancar este objetivo, um numero de amostras de controle
preparadas separadamente deve ser analisado juntamente com amostras desconhecidas, em
intervalos de 10 em 10 amostras. Segue como seqiiéncia minima:

As amostras de controle devem ser incorporadas em cada corrida e em trés concentracoes,
sendo uma proxima (menor ou igual trés vezes o LQ) do limite de quantificagdo , uma no
meio da escala e uma proxima do maximo. Um minimo de seis amostras de controle deve
estar contido na corrida e pelo menos quatro dessas seis amostras de controle devem estar
dentro de 15% do seu respectivo valor nominal. As amostras de controle devem ser usadas

para aceitar ou rejeitar a corrida.

Reanalises devem ser feitas em triplicata, se o volume de amostra permitir. As razdes para

reanalise e seus resultados devem ser claramente documentados.

ANEXO I
LISTA DE VERIFICACAO DE RECEBIMENTO DAS AMOSTRAS
1. N do Estudo:
2. Principio Ativo:
3. Origem:
4. Coordenador Responsavel pelo envio:
RECEBIMENTO

5. Data: [6. Hora:
7. Responsavel:
8. Livro de registro ( n e pagina) :

CONDICOES DAS AMOSTRAS

9. Embalagem:

10. Rotulagem:

11.Quantidade recebida:

12. Temperatura no interior do recipiente de Transporte:
13.OBSERVACOES:

TRANSPORTE

14.Responsavel:
15.Data e horario do embarque::
16.Tipo de gelo utilizado:
17.0OBSERVACOES:
ASSINATURAS DOS RESPONSAVEIS

18. Recebimento:

19. Entrega:

20.Coordenador da etapa Clinica:
21.Coordenador da etapa Analitica:
22.Pesquisador Principal:
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- PREFACIO

Atualmente, estio sendo feitos no Brasil inimeros estudos com o objetivo de avaliar a
biodisponibilidade e a bioequivaléncia de produtos genéricos, como também de novas formula¢des

de medicamentos ja existentes no mercado.

No decorrer das atividades de inspecao dos Centros de Pesquisa que realizam esses estudos,
conduzidas pela Cootrdenagio de Inspecio em Centros de Bioequivaléncia/ GGIMP/ANVISA,
observou-se uma grande caréncia quanto ao esclarecimento dos métodos estatisticos associados a
esses ensaios. Essa caréncia tem como principal reflexo o comprometimento da qualidade dos
trabalhos realizados por esses Centros, que na maioria das vezes nao contam com a colaborag¢ao de
um profissional de Estatistica. Dessa forma, uma série de problemas ¢é detectada durante a inspe¢ao
dessa etapa, e muitos deles seriam facilmente contornados caso as técnicas necessarias a avaliagao

da bioequivaléncia estivessem disponibilizadas de forma clara aos pesquisadores e demais envolvidos.

A partir dessa necessidade, surgiu a iniciativa por parte desta Coordenacio da criacio do Nucleo de
Discussao da Etapa Estatistica, um grupo de estudo que tem por objetivo a determinac¢ao de todos
os aspectos relevantes a execugao da etapa estatistica nos ensaios de bioequivaléncia, e que conta

com a participagao de varios especialistas da area.

Na primeira reuniao de trabalho do grupo, levantou-se a possibilidade da elaboragao de um manual
que viesse atender as dificuldades dos Centros, e por conseguinte estabelecer as diretrizes reguladoras
relativas a etapa estatistica dos ensaios. O material desenvolvido para o médulo da etapa estatistica
¢ composto por topicos especificos bem definidos, apresentados de maneira altamente didatica,
buscando o completo aproveitamento do publico alvo, caracterizado em geral por profissionais da
area de satde sem especializacio em métodos estatisticos. F importante ressaltar que esse material
vem atender os requisitos minimos exigidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, além de
abordar outros pontos de igual relevancia. O presente manual proposto tem também por objetivo a
indicacao de diretrizes reguladoras de modo a respaldar as atividades de inspec¢ao, no sentido de

melhorar cada vez mais a qualidade dos ensaios de bioequivaléncia realizados no Brasil.

O modulo da etapa estatistica ¢ composto basicamente por métodos estatisticos associados a avaliagao
da bioequivaléncia, considerando o critério da bioequivaléncia média sob delineamento experimental
crossover 2X2. No capitulo de introducio, estao definidos os conceitos de biodisponibilidade e
bioequivaléncia, além das medidas farmacocinéticas que sio avaliadas nos ensaios, que estao
exemplificadas por conjunto de dados hipotéticos que sera trabalhado em todos os capitulos, de
acordo com cada novo conceito abordado. Os capitulos 2 e 3 tratam dos métodos para o planejamento
crossover ¢ dos métodos estatisticos para a bioequivaléncia média, respectivamente. No Capitulo 4 ¢
apresentado um roteiro para a realizacao da etapa estatistica exemplificado pela analise completa de
uma medida farmacocinética. Finalmente, no Capitulo 5 sao apresentadas algumas consideracoes
adicionais e essenciais na pratica de um estudo de bioequivaléncia. No apéndice sao apresentados

alguns conceitos basicos de estatistica uteis no entendimento dos métodos apresentados.
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B 1. INTRODUGAO

1.1. Consideragdes gerais sobre bioequivaléncia

A equivaléncia terapéutica de produtos farmacéuticos depende diretamente da biodisponibilidade,
que ¢ definida pela quantidade e velocidade pela qual o principio ativo é absorvido e se torna
disponivel em seu sitio de acao. Um estudo comparativo de biodisponibilidade refere-se a comparagao
das biodisponibilidades de diferentes formula¢oes do mesmo farmaco, ou de farmacos diferentes.
Dois produtos sao considerados bioequivalentes se as suas quantidades e velocidades de absor¢ao
nao apresentam diferencas significativas, quando administradas a mesma dose molar do principio

ativo, sob condi¢oes experimentais similares.

Os niveis de concentragao de um farmaco no organismo dependem em parte da via de administragao,
que pode ser classificada como intravascular ou extravascular. A administracao intravascular se da
diretamente na corrente sanglinea por via intravenosa ou intra-arterial. A extravascular inclui os
meios de administra¢ao oral, intramusculat, subcutaneo, transdérmico e outros. Quando um farmaco
¢ administrado no organismo, ele geralmente atravessa as fases de absorcao, distribuicao,
metabolizagao, e finalmente, elimina¢ao. Dessa forma, a biodisponibilidade é geralmente determinada
pelas medidas farmacocinéticas, ou seja, aquelas que se relacionam com a quantidade de farmaco
absorvido e com a velocidade do processo de absor¢ao. Essas medidas podem ser obtidas a partir
de resultados da quantificagdo do farmaco em liquidos biolégicos, como sangue ou urina, apos

administracao extravascular com dose unica.
Dois medicamentos sao considerados bioequivalentes se as suas quantidades e velocidades de
absor¢ao nao apresentam diferencas estatisticamente significativas, quando administrados a mesma
dose molar do principio ativo, sob as mesmas condi¢Oes experimentais.
Um estudo de bioequivaléncia refere-se basicamente a comparacio das principais medidas

farmacocinéticas observadas no experimento, relativas aos produtos a serem testados.

1.2. Principais medidas farmacocinéticas

As medidas farmacocinéticas avaliadas na bioequivaléncia derivam diretamente da curva de
concentracao do medicamento ao longo do tempo, que é caracterizada pela quantificagao de um

determinado numero de amostras bioldgicas, relativas a tempos de coleta previamente estabelecidos.

A primeira e mais importante medida avaliada ¢ a area sob a curva de concentragao plasmatica do
farmaco versus tempo, freqiientemente utilizada para medir a extensao da absor¢ao, ou o montante
total de droga absorvido pelo organismo, ap6s administracao de dose unica de um medicamento. A
determinac¢ao da bioequivaléncia entre dois medicamentos resulta da comparacao das 45Cs obtidas

no experimento. Através de sua representagdo matematica
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ASC = FD

= m (1.1)

observa-se que esta medida ¢ diretamente proporcional a quantidade de fairmaco efetivamente
absorvido e disponivel para ser distribuido no organismo (FD). O termo K.17d, dado em (1.6),
expressa o clearance total do farmaco (depuragao), ou seja, sua velocidade de eliminagao a partir do
volume de distribuigdo, sendo que K corresponde a constante de velocidade de eliminagio total do
farmaco no organismo. Os conceitos de depuragao e volume de distribuigao serdo abordados mais

adiante.

Dentre diversos métodos para a determinagao da ASC do tempo zero até o tempo da tltima coleta
(t.), o mais utilizado ¢ o método dos trapezdides (Chow & Liu,1992). Esse método consiste na soma
das areas dos trapézios determinados pelos tempos de coleta e respectivas concentragdes (ver Figura
1.1). Sejam C, C,, C,,..., C,, as concentra¢des obtidas em um experimento para os tempos de coleta

0,t,t, ..t respectivamente. A ASC de zero a t,, denotada por ASC#, € obtida da seguinte forma:

ASCt, = i(%)(t ~t,,) (1.2)

i=1

A area sob a curva de concentra¢ao versus tempo (ASC) pode também ser extrapolada e calculada
do tempo zero até o tempo relativo a completa elimina¢ao do farmaco. Essa medida ¢ citada na
literatura como a area sob a curva do tempo zero a infinito. A porg¢ao adicional é expressa por uma
relagdo entre a tltima concentragio medida C,_e a constante de velocidade de eliminagio do firmaco
K. A constante de eliminagao ¢ calculada para cada voluntario como o coeficiente de inclinagao da
reta de regressdo ajustada nos 4 a 6 ultimos valores de concentragio transformados em /g, ,

multiplicada por —2,303. A area sob a curva de zero a infinito ¢ obtida da seguinte maneira:

C
ASC,, = ASCt, + %{ (1.3)
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Observa-se que a ocorréncia de alguns valores faltantes e/ou valores inesperados na curva de
concentrag¢ao, geralmente nao acarretara um grande impacto no calculo de ASC. Por outro lado, se
esses valores forem relativos aos dltimos pontos da curva, como por exemplo t, a estimativa de
ASC pode vir a ter um viés. De acordo com a legislagdao vigente no Brasil, a area sob a curva do

tempo zero ao tempo t,, deve ser igual ou superior a 80% da 4rea sob a curva de zero a infinito.

Cmax ¢ a medida que representa a maior concentragao do fairmaco observada e ¢ diretamente
proporcional a0 montante total de droga absorvido pelo organismo. Tmax é o tempo de coleta no
qual foi observada a ocorréncia de Cmax e relaciona-se com a velocidade de absor¢ao do farmaco.
A determinagao da bioequivaléncia entre dois medicamentos, inclui também a comparagao das
medidas de Cmax e Tmax obtidas no experimento para cada uma das formulages (medicamentos
teste e referéncia).

A RE n° 478 de 19 de marco de 2002 estabelece trés medidas fundamentais 2 determinacio da
bioequivaléncia entre medicamentos: a area sob a curva de concentragao versus tempo (ASC), a

concentra¢ao maxima observada (Cmax), e o tempo no qual essa concentragao foi alcangada

(Tmax).

A Figura 1.1 mostra uma curva de concentraciao plasmatica de um farmaco e ilustra as principais
medidas farmacocinéticas: ASCt , Cmax e Tmax.

Cmax (Pico de concentragdoc maxima)

250,0 -
= 2000 -
E
m rd
= 150.0 ASC (Area sob a curva de concentragao)
5
o
E 100,0 |
c
(]
]
S 500
[x]

0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n o123
tempo de coleta (h)

Tmax ( Tempo do pico de concentragao maxima)

Figura 1.1. Curva de concentragio plasmatica de um farmaco
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1.3. Outras medidas farmacocinéticas

Outras medidas farmacocinéticas que também devem ser apresentadas nos estudos de bioequivaléncia,
embora nao necessitem de tratamento estatistico comparativo, sio o volume aparente de distribui¢ao

(I7d), a meia vida de eliminagao do firmaco (7,,,) e a depuragio (D).

O volume aparente de distribui¢ao (I’4) é uma medida que correlaciona a quantidade de farmaco
no organismo com a sua concentra¢ao (C) no sangue ou no plasma, dependendo do fluido biolégico
que se esteja trabalhando. O volume nao se refere a um valor fisiolégico identificavel, mas
simplesmente ao volume de liquido que seria necessario para conter todo o farmaco no organismo

na mesma COI’lCCI’ltI'a(;.’:lO presente no sangue ou no plasma:

Quantidade de farmaco no organismo (1.4)
C

Vd =

Dessa forma, o volume de distribui¢ao de determinado farmaco pode variar em fungao da idade,
sexo, doenga e composi¢ao organica de cada pessoa. Nesse sentido, sao extremamente importantes
os critérios de inclusao do estudo para a sele¢ao dos voluntarios, na tentativa de se utilizar um grupo

com caracteristicas mais homogéneas possiveis.

A meia-vida (7,,,) de um farmaco € o tempo gasto para que a concentracao plasmatica ou para que

a quantidade do mesmo no organismo diminua em 50%, e é definida por:

log 2
fy == (1.5)

e

Embora a meia-vida seja considerada um parametro fraco para a determinagao da elimina¢ao de um
farmaco, ela proporciona uma boa indicacao sobre o tempo gasto para que um farmaco seja removido
do organismo, funcionando como um meio para se calcular os intervalos entre as doses de
administracao de um medicamento. No caso da bioequivaléncia, essa medida funciona como uma
ferramenta essencial para a determinacao do tempo de descanso (washonf) necessario para completa
eliminacao do medicamento ingerido no primeiro periodo do estudo. A legislacao brasileira preve
que o intervalo entre os periodos do estudo deve ser de no minimo sete vezes a meia-vida do

farmaco estudado.
A depuragao (D) ou clearance de um determinado individuo é a medida da capacidade do organismo

em eliminar um farmaco, e ¢ dada pelo produto do volume aparente de distribuicao e da constante

de eliminacao:

D=V,K, (1.6)
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Atualmente, existem varios programas para uso em computador, que realizam os calculos de todas
as medidas farmacocinéticas e que sao amplamente usados nos estudos de biodisponibilidade/

bioequivaléncia.

1.4. Métodos de analise de bioequivaléncia

A analise de bioequivaléncia entre duas formulagoes de referéncia (R) e teste (T) tem sido realizada
com base nas medidas farmacocinéticas apresentadas anteriormente, portanto, considerando medidas
resumo dos dados longitudinais. Os métodos de analise estatistica sao os chamados bioequivaléncia
média, individual e populacional. O primeiro considera a analise sob o enfoque das médias das
formula¢oes R e T, enquanto que os ultimos consideram a variabilidade existente nas medidas
farmacocinéticas. A bioequivaléncia média é o método mais comumente usado e sera abordado neste

manual.

Os métodos estatisticos de bioequivaléncia média surgiram no fim da década de 70 e inicio da
década de 80, como conseqiiéncia dos esfor¢os do FDA ( Food and Drug Administration) de
apontar as necessidades de métodos apropriados de avaliagdo estatistica dos estudos de
bioequivaléncia. Os principais desenvolvimentos foram a reformula¢io das hipdteses de
bioequivaléncia (Anderson e Hauck, 1983; Schuirmann, 1981), o método do intervalo de confianga
(Meltzer, 1974; Westlake, 1972, 1976 ¢ 1981) e a abordagem bayesiana (Rodda e Davis, 1980; Madallaz
e Mau, 1981). Diversos estudos tém sido realizados desde entio para analise de bioequivaléncia com
estudos comparativos dos métodos; podemos citar Hauck e Anderson (1992) entre eles. Chow e Liu
(1992) apresentaram a primeira edi¢ao do livro, Deszgn and Analysis of Bioavalaibility and Bioequivalence
Studies, incluindo ja seus estudos realizados nesta area. Em 2000, é publicada a segunda edigao do

livro, com exaustiva apresentacao dos métodos de analise de bioequivaléncia.

A apresentacao dos métodos de bioequivaléncia média deste manual ficara restrita somente a métodos

padrdes, tanto em testes de hipdteses como em intervalos de confianga.

1.5. Exemplo

Ailustra¢ao dos métodos para analise de bioequivaléncia média entre duas formulagdes R (referéncia)
e T (teste) sera realizada neste manual utilizando dados hipotéticos. As concentragoes de 24
voluntarios sio apresentadas nas tabelas 1.1 e 1.2, com coletas realizadas em 13 tempos diferentes

(dados longitudinais), respectivamente nas formulag¢oes R e T.

As tabelas 1.3 e 1.4 mostram as principais medidas farmacocinéticas calculadas para as concentra¢oes
das tabelas 1 e 2 e de acordo com o planejamento de estudo crossover (cap.2) , considerando a sequiéncia
de administra¢ao dos medicamentos (RT=1,TR=2) e também o periodo de administragao ( periodos

1 e 2) das formulagoes R e T, respectivamente.
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Tabela 1.1.  Concentragdes plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (horas) referentes ao

medicamento de referéncia (R)

Tempo (horas)

Voluntario 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 6 8 10 12
1 0,0 00 183 829 2054 623 539 336 198 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 192 23,4 104,7 2870 2759 2179 1332 775 360 179 145 0,0
3 0,0 0,0 9,4 0,0 235 1325 1983 1359 81,3 254 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 1152 193,7 2042 150,56 1422 584 362 17,6 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 258 569 270,3 1154 1123 386 13,0 0,0 0,0 0,0
6 0,0 0,0 703 1296 60,7 519 326 178 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
7 0,0 29,2 2569 929 552 320 282 229 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 0,0 19,1 233,3160,26 103,3 884 629 345 330 282 0,0 0,0 0,0

9 0,0 0,0 323 2159 3172 1539 995 923 36,9 12,6 0,0 0,0 0,0
10 00 132 12,0 985 2592 1136 51,9 450 309 218 7,2 0,0 0,0
11 0,0 0,0 00 81,1 1176 643 639 582 417 152 19,0 109 0,0
12 0,0 0,0 0,0 1142 1384 146,6 1562 1779 805 372 228 175 0,0
13 0,0 0,0 945 1258 1542 1379 958 39,8 287 0,0 0,0 0,0 0,0
14 00 325 1142 1716 1239 91,9 840 743 502 19,7 165 159 165
15 0,0 0,0 00 228 825 1783 582 443 248 119 8,4 0,0 0,0
16 00 195 542 972 1653 1579 1456 806 292 226 159 0,0 0,0
17 0,0 235 596 1452 1315 809 641 61,8 289 144 185 0,0 0,0
18 0,0 0,0 192 395 1152 2974 1642 1452 805 322 115 0,0 0,0
19 0,0 0,0 782 209,7 1726 159,1 66,9 372 294 9,4 0,0 0,0 0,0
20 00 115 63,9 2486 1866 742 295 234 150 0,0 0,0 0,0 0,0
21 0,0 00 792 2153 1682 519 378 339 157 0,0 0,0 0,0 0,0
22 0,0 0,0 3571 3723 1774 1223 649 556 14,9 0,0 0,0 0,0 0,0
23 0,0 0,0 209,6 5155 230,8 1020 1294 649 214 252 209 10,0 0,0
24 0,0 00 253 183,17 70,3 25,1 142 11,5 8,4 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 1.2.  Concentragdes plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (horas) referentes ao
medicamento teste (T)

Tempo (horas)

Voluntério 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 6 8 10 12
1 0,0 0,0 293 752 2159 482 269 195 143 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 673 3158 3355 209,8 2338 1169 58,7 284 22,1 15,2 0,0
3 0,0 0,0 895 1053 2855 1809 654 329 230 159 125 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 196,9 2914 297,7 3245 972 569 235 18,7 0,0 0,0
5 0,0 0,0 13,7 1888 2216 1472 584 443 299 119 0,0 0,0 0,0
6 0,0 0,0 758 1880 823 63,7 480 11,3 10,7 0,0 0,0 0,0 0,0
7 0,0 129,6 291,4 2092 859 547 325 309 284 124 9,0 0,0 0,0
8 0,0 395 2504 2269 804 753 592 49,1 425 0,0 0,0 0,0 0,0

9 0,0 0,0 1255 256,3 3048 219,7 1150 33,1 14,9 153 0,0 0,0 0,0
10 00 122 294 124 1278 658 81,7 493 396 331 15,2 0,0 0,0
11 0,0 495 1170 1035 783 743 632 551 487 392 230 122 0,0
12 0,0 0,0 0,0 1255 1750 2085 1613 959 650 18,0 13,7 0,0 0,0
13 0,0 0,0 752 1419 954 729 560 41,0 247 0,0 0,0 0,0 0,0
14 0,0 37,7 1075 2152 1003 965 646 565 51,7 319 232 17,1 0,0
15 0,0 0,0 434 933 1177 91,0 426 369 272 129 0,0 0,0 0,0
16 0,0 255 755 2039 1773 885 535 299 270 258 16,0 0,0 0,0
17 0,0 434 452 782 2053 958 457 325 193 178 165 122 0,0
18 0,0 0,0 234 724 2563 1669 1248 962 882 254 129 0,0 0,0
19 0,0 0,0 0,0 227,0 1952 825 452 229 180 112 0,0 0,0 0,0
20 0,0 93 325 1894 2775 839 774 536 331 12,4 8,9 0,0 0,0
21 0,0 0,0 453 1332 2674 1652 954 524 338 154 0,0 0,0 0,0
22 0,0 0,0 139,3 3259 2493 1272 1048 642 119 0,0 0,0 0,0 0,0
23 0,0 22,3 2458 5862 2412 1050 1002 425 204 158 9,6 0,0 0,0
24 0,0 448 2501 536 389 225 237 189 142 0,0 0,0 0,0 0,0
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Tabela 1.3. Medidas farmacocinéticas dos individuos no medicamento de referéncia (R)

Farmaco Individuo Periodo Seqléncia Tmax Cmax Ke tie ASC, ASC..
R 1 1 RT 2 205,4 1,00 0,69 252,95 252,92
R 2 2 TR 2 287,0 0,41 1,69 764,33 785,23
R 3 1 RT 3 198,3 0,68 1,03 402,23 414,41
R 4 2 TR 2,5 204,2 0,30 2,31 583,50 624,60
R 5 1 RT 25 270,3 0,84 0,83 364,60 367,10
R 6 2 TR 1,5 129,6 1,07 0,65 181,45 193,63
R 7 2 TR 1 256,9 0,33 2,07 258,65 321,37
R 8 1 RT 1 233,3 0,08 8,66 448,55 772,56
R 9 2 TR 2 317,2 0,78 0,88 526,88 530,35
R 10 1 RT 2 259,2 0,37 1,86 393,33 405,44
R 11 2 TR 2 117,6 0,27 2,53 334,88 363,72
R 12 1 RT 3,5 177,9 0,19 3,68 622,28 697,60
R 13 1 RT 2 154,2 1,12 0,62 359,88 356,86
R 14 2 TR 1,5 171,6 0,24 2,95 529,65 599,80
R 15 1 RT 2,5 178,3 0,27 2,56 264,65 287,29
R 16 1 RT 2 165,3 0,15 4,56 473,65 562,38
R 17 2 TR 1,5 145,2 0,36 1,92 385,23 417,87
R 18 2 TR 2,5 297,4 0,49 1,42 578,38 590,51
R 19 2 TR 1,5 209,7 0,56 1,25 417,40 424,91
R 20 1 RT 1,5 248,6 1,21 0,57 337,60 334,99
R 21 2 TR 1,5 215,3 1,04 0,67 312,78 312,16
R 22 2 TR 1,5 372,3 1,15 0,60 593,43 591,43
R 23 1 RT 1,5 515,5 0,23 3,00 765,05 798,33
R 24 1 RT 1,5 183,1 0,53 1,32 175,25 182,85

Tabela 1.4. Medidas farmacocinéticas dos individuos no medicamento teste (T)

Farmaco Individuos Periodo Seqiiéncia Tmax Cmax Ke to ASC, ASC..
T 1 2 RT 2 215,9 0,63 1,10 225,38 233,71
T 2 1 TR 2 335,5 0,16 4,44 844,33 926,39
T 3 2 RT 2 285,5 0,15 4,55 465,30 534,8
T 4 1 TR 3 324,5 0,35 1,96 759,38 793,66
T 5 2 RT 2 221,6 0,53 1,32 398,18 408,92
T 6 1 TR 1,5 188,0 1,18 0,59 247,93 246,33
T 7 1 TR 1 291,4 0,28 2,46 495,40 518,33
T 8 2 RT 1 250,4 0,33 2,09 443,53 529,26
T 9 1 TR 2 304,8 0,82 0,85 519,93 523,34
T 10 2 RT 2 127,8 0,27 2,57 335,40 376,48
T 11 1 TR 1 117,0 0,29 2,38 480,13 509,73
T 12 2 RT 2,5 208,5 0,52 1,33 527,75 540,35
T 13 2 RT 1,5 141,9 0,66 1,05 272,08 284,84
T 14 1 TR 1,5 215,2 0,16 4,45 548,18 640,77
T 15 2 RT 2 117,7 0,40 1,72 272,25 291,31
T 16 2 RT 1,5 203,9 0,13 5,52 444,40 555,81
T 17 1 TR 2 205,3 0,07 9,55 390,18 546,04
T 18 1 TR 2 256,3 0,48 1,46 556,85 571,03
T 19 1 TR 1,5 227,0 0,27 2,55 331,30 361,26
T 20 2 RT 2 277,5 0,44 1,57 445,78 457,09
T 21 1 TR 2 267,4 0,46 1,50 452,50 470,42
T 22 1 TR 1,5 325,9 1,19 0,58 520,23 518,33
T 23 2 RT 1,5 586,2 0,19 3,68 747,90 789,24
T 24 2 RT 1 250,1 0,51 1,35 244,00 257,52
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B 2. DELINEAMENTO DO ESTUDO

2.1. Planejamento crossover

A escolha dos delineamentos e os métodos estatisticos para analise de dados sao dois aspectos
importantes num estudo de bioequivaléncia. Esses dois aspectos sao muito relacionados, uma vez
que o método de anilise depende do delineamento utilizado. Consideragdes gerais de um estudo

devem levar em conta:

*  Qual ¢ o objetivo do estudo?
*  Qual é o delineamento utilizado?

*  Qual é o método estatistico utilizado?

Neste manual, restringimos a comparag¢ao de diferentes formulacdes da mesma droga. Um critério
para escolher um delineamento apropriado é verificar se o delineamento selecionado pode identificar
e isolar a variabilidade inter-individual em analise de dados. Qualquer delineamento que venha remover

essa variagao da comparagao entre formulagoes pode ser apropriado.

O planejamento experimental mais utilizado nos ensaios de biodisponibilidade/ bioequivaléncia é o

crosssover, cujos detalhes serdo discutidos a seguir.
2.1.1. Periodo de eliminag¢ao (washout) e efeitos residuais (carry-over effects)

E importante introduzir os conceitos de periodo de eliminagao (washout) e efeitos residuais (carry-
over ¢ffects) num planejamento crossover, pois a presenca de efeitos residuais tem um grande impacto

na inferéncia estatistica de biodisponibilidade entre formulagdes.

O periodo de eliminagao (washout) ¢ definido como um intervalo de tempo suficientemente
grande entre dois periodos de tratamentos para que o efeito residual de uma formulagao
administrada num periodo de tratamento seja eliminado das unidades experimentais para o

préximo perfodo.

O experimento crossover deve ser usado quando nio existe efeito residual nos tratamentos. Se uma
droga tem uma meia-vida longa ou se o intervalo entre os periodos de tratamentos ¢ muito curto, o
efeito da droga pode persistir depois do fim de periodo da dosagem. Neste caso, é necessario

distinguir a diferenca entre o efeito de droga e os efeitos residuais.

O efeito da droga ¢ aquele observado durante o periodo no qual ela é administrada, enquanto

que o efeito residual ¢ o efeito da droga que persiste depois do fim do periodo da dosagem.
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Os efeitos residuais de primeira ordem sao aqueles relativos a um unico periodo de tratamento,
enquanto que efeitos residuais de ordem C sdo aqueles que persistem nos ultimos C periodos de
tratamento. No estudo de bioequivaléncia, como o periodo de eliminacao ¢ normalmente considerado,
¢ raro aparecer um efeito de droga relativo a mais de um periodo de tratamento. Neste manual,

consideramos apenas os efeitos residuais de primeira ordem, caso eles existam.

2.1.2. Descrigdao do planejamento

O crossover é um planejamento de blocos aleatorizados modificados nos quais cada bloco recebe
mais de uma formulagdo de uma mesma droga em periodos diferentes. Um bloco pode ser um
individuo ou um grupo de individuos. Os individuos em cada bloco recebem uma seqtiéncia diferente

de formulagGes. As vantagens em se utilizar esse planejamento para estudos de bioequivaléncia sio:

* cada individuo serve como seu proprio controle, o que permite uma comparacao do individuo
com ele mesmo, para as diferentes formulagoes;

e a variabilidade inter-individual é removida da comparacao entre formulagoes, o que torna o
teste de diferenca de tratamentos em geral mais poderoso;

* com uma aleatorizagdo apropriada de individuos para a seqiéncia de administra¢io de
formulagdes, o planejamento produz as melhores estimativas nao viciadas para diferenga (ou

razao) entre formulagdes.

2.1.3. Consideragoes de um delineamento basico

A legislagao brasileira indica que um delineamento bésico para um estudo de biodisponibilidade 7%

vivo deve considerar:

* questoes cientificas a serem respondidas;
* natureza do material de referéncia e a forma de dosagem a ser testada;
¢ disponibilidade de métodos analiticos;

* consideracoes de beneficio em teste humano.

Além disso, algumas consideracoes especificas para um estudo de bioequivaléncia sao dadas a seguir.
Delineamento experimental

Alegislacio brasileira recomenda que para um estudo de biodisponibilidade (dose simples ou maltipla)
deve ser adotado um delineamento do tipo crossover, a nao ser que um delineamento paralelo ou
algum outro seja mais apropriado por razoes cientificas validas. Para um delineamento paralelo,
cada individuo recebe ao acaso somente uma das formulagoes, enquanto que em um delineamento

crossover, cada individuo recebe mais de uma formula¢ao em periodos diferentes.

O planejamento adequado do experimento deve ter como objetivo minimizar a variabilidade que

pode advir de varias fontes:
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* variabilidade inter-individual;

*  variabilidade intra-individual;

* efeito dos periodos, que pode ser causado por agao residual de tratamentos precedentes;

* erro experimental;

¢ variabilidade associada a tratamentos diferentes, como administragao de produtos ou dosagens

diferentes.
Aleatorizagao
Inferéncias estatisticas validas sio normalmente baseadas nas suposi¢oes de que os erros do modelo
empregado sao variaveis aleatorias independentemente distribuidas, o que pode ser assegurado através
da aleatorizacio. A forma de aleatorizacao é feita de acordo com o delineamento a ser utilizado no
estudo.
Cronograma de coleta
A legislagao brasileira recomenda que o cronograma de coleta das amostras deve contemplar um
tempo igual ou superior a 3-5 vezes a meia-vida de elimina¢ao do farmaco ou do metabdlito, quando
o0 mesmo for ativo.

Periodo de eliminagao

A legislagao brasileira recomenda que o intervalo entre os periodos deve ser de no minimo sete

meias-vidas de elimina¢ao do farmaco, ou do metabdlito, quando o mesmo for ativo.
Numero de voluntarios

O namero de voluntarios sadios devera sempre assegurar poder estatistico suficiente para garantir a

confiabilidade dos resultados do estudo de bioequivaléncia.

2.1.4. Tipos de delineamento

Esta se¢ao descreve os delineamentos comumente utilizados nos estudos de bioequivaléncia.
Delineamento crossover para dois medicamentos (T = teste; R = referéncia)

a) Delineamento crossover 2x2

E um delineamento convencional nao replicado com duas formulagoes, dois periodos, duas

seqiiéncias, que pode ser representado como segue:

Periodo
Seqliéncia 1 2
1 R T
2 T R




Volume I / Médulo 3 - Etapa Estatistica

Cada individuo ¢é aleatoriamente alocado para a seqiiéncia RT ou TR em dois periodos de dosagem.
Isto ¢é, individuos alocados na sequéncia RT (TR) recebem formulagao R (T) no primeiro periodo
de dosagem e formulacao T (R) no segundo periodo de dosagem. Os periodos de dosagem sao
separados por um tempo suficiente para que a droga recebida no primeiro periodo seja completamente

metabolizada e/ou eliminada do corpo quando inicializar o segundo petiodo de dosagem.

Aleatorizagao para um estudo crossover 2x2 pode ser feita através de tabelas de nimeros aleatérios ou

procedimentos de aleatorizagiao implementados em soffwares estatisticos.
b) Delineamento crossover replicado

Este delineamento ¢ recomendado para estudos de bioequivaléncia de formulagdes com dosagem
de libera¢ao modificada ou produtos de alta variabilidade (coeficiente de variag¢ao intra-individual
= 30%), incluindo aqueles que sao de liberag¢ao imediata, liberagao modificada e outros produtos

de administracao oral.
Para este delineamento os mesmos lotes das formulagoes teste e referéncia devem ser usados para a
administracao replicada. Os periodos devem ser suficientemente espagados (washout) para garantir a

inexisténcia do efeito residual.

Os delineamentos crossover replicados mais comumente usados para comparar duas formulagdes

S20:

i) Delineamento com quatro seqiiéncias e dois periodos (delineamento de Balaam):

Periodo

Seqliéncia 1 2
1 T T

2 R R

3 R T

4 T R

ii) Delineamento com duas seqiiéncias e quatro periodos:

Periodo
Seqliéncia 1 2 3 4
1 T R R T
2 R T T R
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iii) Delineamento com quatro seqii€éncias e quatro periodos:

Periodo
Seqliéncia 1 2 3 4
1 T T R R
2 R R T T
3 T R R T
4 R T T R

iv) Delineamento com duas seqiiéncias e trés periodos:

Periodo
Seqliéncia 1 2 3
1 T R T
2 R T R
ou
Periodo
Sequéncia 1 2 3
1 T R R
2 R T T

Um nimero maior de voluntarios é recomendado para o delineamento de trés periodos, comparado
com o delineamento de quatro periodos, para poder alcancar o mesmo poder estatistico para a
bioequivaléncia.

Delineamento crossover para trés medicamentos (delineamento de Williams com T1 = teste
1, T2 = teste 2, R = referéncia)

Para comparar trés formulagoes de uma droga, existe um total de trés possiveis pares de comparagoes
entre formulagdes: formulagao 1 versus formulacio 2, formulacao 1 versus formulacgao 3 e formulagao
2 versus formula¢ao 3. Como o nimero de formulagGes a serem comparadas é grande, mais seqiiéncias
e conseqientemente mais individuos serao necessarios, o que pode ser inviavel. Um delineamento
de uso pratico proposto por Williams (1949) possui propriedades de balanceamento e requer poucas

sequencias e perfodos. Um delineamento é dito balanceado se satisfaz as seguintes condigées:
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e cada medicamento ¢ aplicado somente uma vez em cada voluntario;
em cada perfodo, o numero de voluntarios que recebem cada medicamento tem que ser igual;
o numero de voluntarios que recebem o medicamento 7 em algum periodo seguido pelo

medicamento / no periodo seguinte é o mesmo para todo i#.

Um delineamento de Williams ¢ ilustrado como segue:

Periodo
Seqliéncia 1 2 3
1 R T2 T1
2 T1 R T2
3 T2 T1 R
4 T1 T2 R
5 T2 R T1
6 R T1 T2

Delineamento crossover para quatro medicamentos (delineamento de Williams):

Periodo
Sequéncia 1 2 3 4
1 R T3 T1 T2

T1 R T2 T3
T2 T1 T3 R
T3 T2 R T1

A wpN

2.1.5. Selegao do delineamento experimental

Selecionar um delineamento apropriado ao planejar um estudo de bioequivaléncia ¢ uma questao

importante. A resposta dessa questao depende de varios fatores, tais como:

* numero de formulagdes a serem comparadas;

* caracteristicas da droga e sua disponibilidade;

* objetivo do estudo;

e variabilidade inter e intra individuais;

* duragao do estudo e nimero de periodos empregados;

¢ custo de adigdao de um voluntario relativo a adi¢ao de um periodo;
* taxa de desisténcia (dropou?).
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A analise dos dados, a interpretagao dos resultados e a determinacdo de bioequivaléncia entre
formulagoes dependem diretamente do delineamento selecionado. Portanto, todos os fatores citados

acima devem ser cuidadosamente avaliados para que um delineamento apropriado seja escolhido.
2.1.6. Modelo estatistico

Num planejamento crossover, é importante remover os efeitos residuais da comparagio ja que o
efeito de droga pode ser confundido com qualquer efeito residual. Entretanto, em algumas situagoes

isso ndo ¢é possivel.

Levando em consideragdao os efeitos residuais, o seguinte modelo estatistico ¢ normalmente
considerado. Seja Y, a resposta (por exemplo, ASCt,, C_ ) do i-ésimo individuo na k-ésima seqiiéncia

no j-ésimo periodo:

Y, =u+S +P+F +R e @.1)

(G-1,k) ijk

onde:

e :média geral;

* S, efeito aleatério do i-ésimo individuo na k-ésima seqii¢ncia, onde i (individuo) =1, 2, ..., n, e
k (seqiiéncia) =1, 2, ..., g;

. Pi: efeito fixo do j-ésimo periodo, j =1, ..., p tal que Zi Pi:O;

* F_ :efeito fixo da formulagao administrada na k-ésima sequéncia e j-ésimo periodo tal que,

(19"
F. =0
2F0 - - | .
. R(ﬂ b efeito residual fixo de primeira ordem da formulagao administrada na k-ésima seqiiéncia

¢ (j-1)-¢simo periodo, tal que R | /= 0¢ 2R, . =0

* gy ierro aleatorio (intra-individuo).

(-1,k)

Assume-se que {S_ } ¢ {Siik} sao independentes, identicamente distribuidos (i.i.d) com média zero e
variancias 6 *e G * respectivamente, onde t=1,2, ..., L. (nimero de formulagdes a serem comparadas).
Assume-se também que {S,} e {¢,} sio mutuamente independentes. As estimativas de 62 sao
geralmente usadas para explicar a variabilidade inter-individual, enquanto que as estimativas de G >

sao usadas para descrever a variabilidade intra-individual, para a t-ésima formulagao.

2.2. Inferéncia estatistica sobre efeitos de um delineamento crossover 2x2

O modelo para o delineamento crossover 2x2, corresponde a um caso particular de (2.1), com 1
(individuo) =1,2, .., n, j (petiodo)=1, 2 e k(seqiiencia) = 1, 2. Nesse caso, a notagao anterior pode

ser simplificada de modo que I i = FrouF eR. =R, ouR,. como segue:
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Como a formulagdo administrada no primeiro periodo na primeira seqiéncia é de referéncia, entio:

F(j,k) = FRSG k=j;
F(j, k) = Ft se kij.

Para esse delineamento, os efeitos residuais podem ocorrer somente no segundo periodo. Denota-
se o efeito residual da formulagao, referéncia do primeiro para o segundo periodo na seqiiéncia 1
por R,. Portanto,

R(j_1,k)=RRsek= 1,j=2;
R(,-_1,k)=RTsek=2,j=2.

Para cada individuo, os efeitos fixos em cada periodo e sequiéncia sao dados por:

Seqiiéncia Periodo 1 Periodo 2

1(RT) M11=H+P1 +FR u21=M+P2+ FT+RR

2(TR) Wi2= W +P1+F7 Uoo= W+ Po+ Fg+ Ry

onde p, = E(Y,), P+ P,=0,F, +F = 0eR +R, =0,

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

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

* nao existe efeito de periodo;

* njo existem efeitos residuais.
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Isso se deve aos fatos de que:

* um estudo bem conduzido pode eliminar o possivel efeito de periodo;
e o periodo de eliminagao suficientemente espagado pode ser escolhido para assegurar a auséncia

dos efeitos residuais.

Entretanto, em varios casos, o efeito de periodo e/ou os efeitos residuais ainda podem permanecet.
A presenca de efeitos residuais pode certamente aumentar a complexidade da analise estatistica para
a verificacao da bioequivaléncia entre formulacoes. Portanto, ¢ de interesse estabelecer alguns testes
preliminates para a presenca do efeito de periodo e/ou dos efeitos residuais antes que a compatracio

de biodisponibilidades entre formulag¢ées seja feita.
2.2.1. Os efeitos residuais (Carryover)

n, k (seqiéncia) =1, 2, a soma da medida

Considere U, =Y, +Y_, i (individuo) = 1, 2, ..., n,
farmacocinética em estudo nos periodos 1 e 2 na k-ésima seqiiéncia e a média da soma na k-ésima

sequeéncia:

— 1
Ux=— 2 Ui k=1,2, (2.2)
n;

onde U 1€ U 2 sio variaveis aleatorias independentes provenientes de populagdes normais com

variancias iguais.

A existéncia de efeito residual significa que existem efeitos residuais diferentes nas seqiiéncias
de tratamentos;
A inexisténcia do efeito residual nao implica necessariamente que tais efeitos sejam nulos, mas

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

Seja R = R.— R,. Sob a restrigio de que R .+ R, =0, os efeitos residuais sio iguais para duas
formulagdes, isto €, R = 0 se e somente se R = R, = 0. Portanto, um teste para auséncia de efeitos
residuais ¢ equivalente a um teste de igualdade de efeitos residuais. Quando ha inexisténcia de
efeitos residuais, os efeitos de droga (isto ¢, F = F —F,) podem ser estimados baseado nos dados de
ambos periodos. Mas ndo ha estimadores nao-viciados para os efeitos de droga caso os efeitos

residuais estejam presentes. Portanto, ¢ de interesse examinar a existéncia desses efeitos.

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

Ho: R=0 (ou Rr=RR)
Ha:R#0 (ouRt#RR)
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A rejeicao da hipétese nula nos leva a conclusao da presenca de efeitos residuais entre formulagoes.

Definindo

R=U,- U (2.3)
pode-se mostrar que R & normalmente distribuido com média R e variancia
L, 1
VarR=o,(— * — ) estimada por:
n n»
A D\ _ ~2 1 1
Véar (R)= o, (—+—) 2.4)
m n»
onde
2 1 i & 7 )2
S, = ——— ( Uk-U «) 2.5
! l’l1+l’l2_2 k=1 i=l (-5)
Sob H, a estatistica
R
e 11
A2
\/(G G (2.6)
nm np

tem uma distribui¢ao t de student com n +n -2 g. L.

Rejeitamos H_ao nivel de o se
| T | >Ho/2, n+n,s2),
onde 7@/ 2, n,+n,-2) ¢é o valor critico da distribui¢o t de student,

ao nfvel de significincia o, com n +n,-2 graus de liberdade.

Como a estatistica T envolve a estimativa de 6 *=2(26 > + 6 %) que inclui as variabilidades inter e
intra individuais, ela pode ter pouco poder quando a variabilidade inter-individual ¢ relativamente
maior que a intra-individual. Para aumentar o poder do teste, Grizzle (1965) sugeriu testar H usando
o = 0,10.
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2.2.2. O efeito da droga

Consideremos a diferenca das medidas em estudo entre os periodos 1 e 2 na k-ésima seqiiéncia:

di = E (Yiok - Yi), 1=1, ..., n; k=1,2 2.7

e amédia destas diferencas na seqiiéncia k:

di=— Ydy k=1.2 2.9)

Ny =l

Denota-se o efeito da droga por F = F —F,. Se R .# R, , entdo ndo existem estimadores ndo-

viciados para F baseado nos dados de ambos os periodos. Por outro lado, se R .= R , entdo

F=di-ds=7Y -Yg 2.9)
onde:

— 1 — —

YR—E(Y11+Y22)

_ 1 - _ 2.10)

YT—E(Y21+Y12)

Yre Yt siaochamados médias dos minimos quadrados (least squares means) para as formulacGes
R e T, respectivamente, e diferem das médias diretas das formulagoes R e T'a menos que n=n, .
Todos os métodos estatisticos para verificagao da bioequivaléncia média devem utilizar as médias

apresentadas em (2.10). Pode-se demonstrar que, sob as suposi¢oes da Se¢ao 2.1.5, F é normalmente

distribuido com média F e variancia Var ]3’ = Gdz ( 1,1 ), onde a estimativade © dz ¢ dada por:
n ny
A2 1 2, = \2
Gl=— ' S (d-d) 1)
m 7’12_2 k=1 i=l
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A presencga do efeito da droga pode ser examinada testando-se as hipoteses:

HOZ FR = FT
HaZ FR * FT

Através da estatistica

~ 1 (2.12)
Cu . T~
n n»

Rejeitamos H_ ao nivel de significancia o se
|'T,| > t(a/2,n +n,-2),
onde 7@/ 2, n,+n,-2) é o valor critico da distribuigao t de Student,

ao nivel de significancia o, com n,+n -2 graus de liberdade.

Na presenca de efeitos residuais, um estimador nao-viciado para F pode ser obtido usando-se

somente os dados do primeiro periodo. Neste caso, um intervalo de (1 - 2)100% de confianca
(IC) para F é dado por

R R 1 1
F* tt(a/2,n1+n-2)6, | —+— (2.13)

n n

1 2

onde ﬁ*=?.12-)_7.11 e

Q,

5 1 2 Ny _ 5
J o 22 (Yue Y 2.14)

7’21+I’l2_2 k=1 i=1
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A hipétese nula de inexisténcia de efeito da droga ¢ rejeitada se

| Tar| > t(o/2, Nn4+ny-2),

onde

. 1 1
+
n np

et(o/2, n+n-2) é o valor critico da distribuicao t de Student,

ao nivel de significancia c.

(2.15)

Na pratica, na presenca de efeitos residuais, os dados do primeiro periodo podem ser analisados

para avaliar a bioequivaléncia entre formula¢des no estudo de biodisponibilidade. Entretanto, tem-

se as seguintes consequéncias:

em variabilidade;

crossover, que remove a variabilidade inter-individual da comparagao entre formulagdes.

2.2.3. O efeito de periodo

Um estimador nao-viciado para o efeito de periodo P pode ser obtido como

13: [(1_7.21')_’.11)'(?.12-1_/.22)]

As hipéteses a serem testadas sao

Ho: P1 = P2
Ha: P1 * P2

Rejeitamos H_ ao nivel a se
|’I;| > fo/2, ntn,2),
onde

eto/2, n T 2—2) ¢ o valor critico da distribuicao t de Student,

ao nivel de significancia o, com n +n -2 graus de liberdade
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2.3. Analise de varidncia

O objetivo da analise de variancia ¢ estudar a variabilidade nos dados observados particionando a
soma de quadrados total (SQ_ ) das observacdes em componentes dos efeitos fixos e dos erros
aleatorios. Por exemplo, para o delineamento ¢rossover padrao 2x2, devemos particionar a soma de
quadrados total das 2(n, +n,) observagdes em componentes dos efeitos residuais, do efeito de petiodo,

do efeito de droga e do erro. Seja Y... 2 média geral das observagdes. Entio,

2 2 Ny _ 2 2 Ny —. — 2
=X (Y- Y i +2)> (Yik-Y . )=
k=1 j=1 i=l k=1 i=l
=SQqentro + SQentre (2.18)
_ 1 &
onde Yig= 5 ZYW eSQ_ ¢ asoma dos quadrados referente aos individuos (inter-

individual) € SQ, € a soma dos quadrados dentro de cada individuo (intra-individual). Além
disso, SQ__pode ser particionada em duas componentes: uma para os efeitos residuais e outra para
entre

os erros entre os individuos, ou seja,

SQentre = SQresidua] + SQintcr (2.19)
onde
_ 2 nn, .1 = = = ol 2 22
SQresigual = ————{= [(Y 12+ Y 22)-(Y 11 + Y 21)]} (2.20)
ntns 2
e

k 2 2
SQinier = Zz“n Yo i Y (2.21)

Onde Y, Y sdoas somas de Y, nos indices correspondentes .

Para testar a existéncia de efeitos residuais, deve-se usar a estatistica

F,.= QMresidual (2.22)
QMinter
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com os quadrados médios definidos por QM =8Q, ... QM. =8Q, /(n +n,-2),distribuida

residual

segundo uma F com (1, n +n -2) graus de liberdade.

Rejeitamos a hipétese nula (inexisténcia de efeitos residuais) ao nivel a se
F >F(a, 1,n+n,-2),
onde F(a, 1, n,+n-2) € o valor critico da distribuicao F de Snedecor com
(1, n,+n-2) graus de liberdade.

Nota-se que uma distribui¢ao F com (1, v) graus de liberdade é igual a0 quadrado de uma distribuicao

t com v graus de liberdade. Portanto, a estatistica ¢ equivalente ao teste T ja que F =T %

Analogamente, a soma dos quadrados dentro de cada individuo pode ser decomposta em trés

componentes:
SQdcntro - Seroga + SQpcrl’odo + SQintra (223)
onde
_2mny 1= = - v 2 224
SQqroga = ———— {=[(Y 21-Y 141) - (Y 22- Y 12)I} (2.24)
mtn; 2
_ 2mny 1 < = = = 2
SQperiodo = ———— {= [(Y 21-Y 41) = (Y 12- Y 22)]} (2.25)
mtn, 2
e

2 2 2
Yili2- Y Yaline+ YL Y20 (220

k=1 j=1 i=l k=1 i=l k=1 j=1 k=1

Quando R, = R, a hipdtese nula de inexisténcia de efeito de droga pode ser testada usando a

estatistica

Fy= OM 2.27)

com QM, =8Q, ¢ QM = SQ,../(n,+n,-2), que é distribuida segundo uma F com (1,
n,+n-2) graus de liberdade.
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Rejeitamos a hipotese nula (inexisténcia de efeito da droga) ao nivel a se
F >F(a,1,n +n-2),
onde F(a, 1, n,+n_-2) € o valor critico da distribui¢ao F de Snedecor com
(1, n,+n-2) graus de liberdade.

Note que a estatistica I 4 ¢ equivalente ao teste estatistico T B ja que F W T dZ.

Para testar a hipétese nula de inexisténcia de efeito do periodo, podemos considerar a seguinte

estatistica:
Fp _ QM periodo (2.28)
OM.
intra
com QM. =SQ . €, distribuida segundo uma F com (1, n,+n -2) graus de liberdade.

Rejeitamos a hipotese nula (inexisténcia de efeito do periodo) ao nivel o se
Fp > F(a, 1, n,+n,-2),
onde F(a, 1, n,+n_-2) € o valor critico da distribui¢ao F de Snedecor com
(1, n,+n,-2) graus de liberdade.

Pode-se verificar que FPZTPZ, portanto, o teste estatistico Fp ¢ equivalente ao teste estatistico Tp.

Para um delineamento geral de ¢rossover, o método de analise de variancia é util na inferéncia estatistica
para os efeitos fixos do modelo especificado anteriormente (2.1), sob algumas suposi¢oes de
normalidade. Pode-se notar que para um delineamento crossover padriao 2x2, a estatistica t de duas
amostras ¢ equivalente ao caso especial do método de ANOVA. A tabela ANOVA ¢ apresentada a
seguir.

Tabela 2.1. Analise de varidncia para um delineamento crossover 2x2

Fonte g.l. SQ QM=SQ/g.1. Estatistica F
Inter-individual
Residual 1 SQresidual SQresidual Fr
(Seqtiéncia)
Residuos (inter) N{+No-2 SQinter  SQinter N1+N2-2)

Intra-individual

Droga 1 SQudroga SQuroga Fa
Periodo 1 SQperiodo SQperiodo Fo
Residuos (intra) N1+Nz-2 SQintra  SQintral( N1+N2-2)
Total 2(n1+n2)-1  SQyota
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Essa Anova pode ser modificada desde que o efeito dos residuos seja nao significante, considerando
o= 0,10. Neste caso, o modelo (2.1) pode ser reduzido para:

Yijk = M + Sik + Pj + F(j,k) + gijk

(2.29)

onde Yijk > K Sik > Pj > F(j,k)

particionamento da SQ_ como em (2.19), e ,portanto, QM

¢ g, estdo definidos em (2.1). A Tabela 2.1 serd modificada com o nio
=8Q_ ./ n+n-1 para o efeito

entre

inter-individual e o teste estatistico é obtido através de F= QM /QM

entre intra *

2.4. Exemplo

Utilizamos a medida A4S Clk do exemplo do Capitulo 1 para ilustrar as inferéncias estatisticas para os

efeitos fixos do modelo (2.1). Para uma analise preliminar dos dados, obtemos:

Seqiiéncia| Periodol Periodo I Média
1(RT) | Yy 1,=404,96 | Y ,=401,80 | Y ;=403,38
2(TR) |y ,=512,17 | Y »»=455,52 | Y ,=483,85
Média Y 1. =458,57 | Y ,=428,66 | Y =44361

Esses resultados indicam que as médias amostrais de ASC?, para as formulagdes de teste e referencia
na sequéncia 2 sao maiores que aquelas na seqiiéncia 1. Para um delineamento crossover 2x2, a interagao
entre seqiiéncia e perfodo representa o efeito de droga se nao existem efeitos residuais. Portanto,
um teste preliminar para a presenca de efeitos residuais deve ser necessariamente realizado antes

que a avaliagao da bioequivaléncia entre formagoes seja feita.

Os efeitos residuais

Como Ul = 806,77, Uz = 967,69 ¢ 62 =96.080,86, os resultados do teste sio T = 1,27 (valor-
p = 0,11), ou seja, para qualquer o = 0,11 rejeitamos a hipotese da existéncia de efeitos residuais. O
resultado do teste indica a utilizacao dos dados dos dois periodos para a analise do efeito de droga.

O efeito da droga

Como d_l =-1,58, a’_2 =-28,32 ¢ 67 = 1.783,76, os resultados do teste sdo T, =1,55 (valor-p = 0,07),

ou seja, para qualquer o = 0,07 rejeitamos a hipotese da existéncia de efeito de droga.

Deve-se notar que a hipétese nula da igualdade entre formulagdes nao implica na bioequivaléncia

entre formula¢des.
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O efeito de periodo

ComoP = -29,90, os resultados do teste sio Tp: -1,73 (valor-p = 0,05), ou seja, para qualquer o >

0,05 rejeitamos a hipétese da existéncia do efeito de periodo.
Anailise de variancia
Os resultados da ANOVA sio apresentados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Analise de varidncia para ASCtk

Fonte g.l. sSQ QM=SQ/g.l. Estatistica F  Valor-p
Inter-individual
Residual 1 77697,00 77697,00 1,62 0,22
(Sequéncia)

Residuos (inter) 22 1056882,06  48040,09

Intra-individual

Droga 1 8581,40 8581,40 2,41 0,14
Periodo 1 10729,32 10729,32 3,01 0,10
Residuos (intra) 22  78485,54 3567,53
Total 47 1232375,32

Note que esses resultados sao equivalentes aos obtidos através da estatistica t de duas amostras.

Os resultados indicam que o efeito dos residuos nao ¢ significante (valor-p = 0,22) e o modelo
crossover pode ser reduzido para o modelo (2.29), cuja Anova correspondente é apresentada na Tabela
2.3.

Tabela 2.3. Analise de varidncia para ASC,

Fonte g.l. sQ QM=SQ/g.l. Estatistica F Valor- p
Inter-individual 23 1143627,50 49722,93 14,96 0,0001
Intra-individual

Droga 1 8581,40 8581,40 2,41 0,14

Periodo 1 10729,32 10729,32 3,01 0,10
Residuos (intra) 22 78485,54 3567,53
Total 47  1232375,32

Nota-se que o efeito inter-individual ¢ significante, o que indica a presenca de variabilidade inter-

individual. Os efeitos de periodo e de droga nao sdo significantes.

O ajuste do modelo através da analise dos residuos inter e intra-individuais deve ser baseado no

modelo reduzido.
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3. METODOS ESTATISTICOS PARA BIOEQUIVALENCIA MEDIA

3.1. Introdugio

No capitulo anterior foi discutido o modelo de analise estatistica para experimentos cruzados, em
particular o experimento 2 x 2, isto ¢, com duas amostras de tamanhos n, e n, alocadas aleatoriamente
para as formulagoes de referéncia (R) e teste (T) e cruzados em dois perfodos. A analise do experimento
cruzado permite verificar os efeitos do periodo, seqiiéncia e droga utilizando hipéteses formuladas
como: H: u,=p, contra H : p, #p,, onde p, (1= 1,2) éamédia do i-ésimo nivel do fator (perfodo,
sequéncia ou droga, cada um com dois niveis). Estas hipoteses sao avaliadas através do teste E
Entretanto, para verificar a bioequivaléncia entre as formulag¢oes, a hipotese formulada acima nao
¢ adequada, ja que a ndo rejeigio da hipétese H conclui pela igualdade das duas formulagdes, mas

isto nao implica em bioequivaléncia.

Igualdade de médias e bioequivaléncia média entre

duas formulacées R e T sdo conceitos diferentes

O objetivo dos estudos de biodisponibilidade ¢ verificar se a taxa e a extensio da absor¢ao do
farmaco no sistema circulatério referentes as duas formulacées (R e T) sdo equivalentes. Sabe-se
que os perfis de biodisponibilidade de duas formula¢gdes podem variar para um mesmo individuo e
por isto trabalha-se com uma avaliagio em termos médios. Se consideramos [ e W .. as médias
populacionais de alguma das medidas farmacocinéticas da biodisponibildade, as duas formulagdes
sao consideradas bioequivalentes se a diferencga (U , - 1) ouarazio (U , /p ) entre as duas médias
diferem por menos que os limites especificados (a regra de = 20% ¢ a mais utilizada). Este método
de verificar a bioequivaléncia é denominada bioequivaléncia média. Existem outros métodos de
verificar a bioequivaléncia (individual e populacional), brevemente citadas no Capitulo 5, mas neste

capitulo tratamos apenas do método de bioequivaléncia média.

O objetivo deste capitulo ¢ apresentar os métodos utilizados para verificar a bioquivaléncia média.
Estes métodos sao baseados em intervalos de confianga e testes de hipoteses para a diferenca ou

razao das médias.
Em algumas situagoes, hd necessidade de se trabalhar com uma transforma¢io da medida

farmacocinética (a logaritmica é a mais usual) e por isto neste capitulo consideramos as analises com

e sem transformacio.
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Tlustramos todos os métodos apresentados com os dados do exemplo do Capitulo 1 para a medida

farmacocinética AS' Cz‘/@.

3.2. Intervalo de bioequivaléncia

Nesta se¢do apresentamos os limites de bioequivaléncia baseados na diferenca ou na razdo das

médias para os casos de medidas farmacocinéticas originais ou transformadas.
3.2.1. Medidas farmacocinéticas sem transformagao

Nesta situagdo utilizam-se as médias aritméticas das medidas farmacocinéticas (U .. e B ) para

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

O intervalo de bioequivaléncia é expresso por 0, < HT— LR<0 ,, . Utilizando a regra de
+20%, os limites de bioequivaléncia sao:

einf=—0,20uR € esupz 0,2 ur (3.1)

e entao o intervalo de bioequivaléncia é:

020 g < f1— Hr<02 Ug (3.2)

Na pratica estes limites devem ser estimados, pois dependem do parametro populacional e a escolha
natural ¢ Q,, =~ 020y, ¢Q w=020y, onde Y é a média amostral da formulacio de

referéncia (R). Assim, o intervalo de bioequivaléncia é:

020y, < Hr- Hr<020y, (3.3)
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Razao das médias

O intervalo de bioequivaléncia ¢ definido por &, < K1/ Hr<3 g, Como visto acima, o intervalo

sup
de bioequivaléncia para a diferenca entre as médias aritméticas das duas formulagoes ¢ —0,20 p |, <
My —H <020 p . Dividindo-se por pt  obtém-se -0,20 <(u —p )/ 1, <0,200u-0,20 <p
/'uy -1 <0,20, ou ainda 0,80 < ./, <1,20. Assim, pela regra de = 20%, os limites sao

e o intervalo de bioequivaléncia é: O jr =080 ¢ § ,, =1,20

0,80 < Hr 1,20 3.4
[

3.2.2. Medidas farmacocinéticas com transformagio logaritmica

Denotando por (I a média geométrica da medida farmacocinética na escala original X e p a média
aritmética da medida transformada de X na escala logaritmica (Y = In X), pode-se facilmente
mostrar (ver Apéndice) que L = In [I. Portanto, na escala original a média geométrica é (I = exp(l).

Resumindo, a notac¢io utilizada é:

Escala Média Relacao entre (i e U
Original: X geométrica : [I [ =exp(l)
Logaritmica: Y = In (X) aritmética : u WU =In(f)

Razao das médias

O intervalo de bioequivaléncia definido ¢ ;0 < M1/ Hr <9, sendo que os limites sao

=0,80¢ § p™ 1,25, ou seja, o intervalo de bioequivaléncia é dado por

6 inf

Br
Hg

0,80 < <125 (3.5)

O uso dos limites 0,80 e 1,25 para o intervalo de bioequivaléncia da razao das médias na escala
original ¢é justificado pelo fato de haver uma correspondéncia a um intervalo de bioequivaléncia

simétrico para as diferencas na escala transformada, como mostrado a seguir.

33de71



Volume I / Médulo 3 - Etapa Estatistica

Diferenca das médias

O intervalo de bioequivaléncia é expresso por 0 < T~ LR<0,, . Como visto acima, o
intervalo de bioequivaléncia para a razao das médias geométricas na escala original ¢é
0,80 < [/ [ <1,25. Utilizando a transformagao logaritmica, tem-se que log 0,80 <log (i ./ [ )
<log (1,25) ou ainda —0,2231 < log i .. — log u x < 0,2231. Finalmente, — 0,22331 < 1. . — i , <

0,2231, isto ¢, o intervalo de bioequivaléncia das diferencas das médias aritméticas

na escala transformada. Assim, os limites sao dados por einf =—0,223leesup

0,2231 e o intervalo de bioequivaléncia é:

—-0,2231 <p .. —p, < 02231 (3.0)
A Tabela 3.1 apresenta um resumo dos limites de bioequivaléncia para as quatro situacdes
consideradas.

Tabela 3.1. Intervalos de bioequivaléncia baseados na média aritmética ou média geométrica

para a medida farmacocinética original ou na escala logaritmica

Diferenca Razao
Focala Oup <MT— HUR<Oy, Ouw <HTlUrR< ],
Original -02y,<UT- HUR<02Yy, 0,80 <t/ tr<1,20
Logaritmica -0,2231 <ut- URr<0,2231 0,80 < it/ fir<1,25

Note que o caso da diferenca na escala original é o unico em que os limites de bioequivaléncia

dependem dos dados.

3.3. Avaliagdo da bioequivaléncia média

A comparag¢ao de médias (diferenca ou razao) pode ser realizada através de métodos paramétricos
ou nao-paramétricos. Para a utilizacao de métodos paramétricos, supde-se que a variavel de interesse
tenha um determinado tipo de distribui¢ao. Em estudos de bioequivaléncia, geralmente a medida
farmacocinética com ou sem transformac¢ao pode ser descrita pela distribuicio normal. Para a
utilizacdo de métodos nao-paramétricos, nao ha exigéncias sobre a distribuicao da variavel estudada
e por esta razao, sao também chamados de métodos de distribuicao livre. Portanto, sio boas opgdes
para situagoes em que nao se conhece a distribui¢ao ou quando a variavel niao segue a distribuicao

normal.
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A avaliagdo da bioequivaléncia pode ser feita através de intervalos de confianga (IC) ou de teste de
hipéteses. Existem varios métodos paramétricos e nao-paramétricos para a construcao de intervalos
de confianga e de teste de hipoteses. A seguir, apresentamos somente os métodos paramétrico e

nao-paramétrico padroes para cada tipo de inferéncia estatistica.
3.3.1. Intervalo de confianga

Para a decisdo de bioequivaléncia através do intervalo de confianga, a seguinte acao sera tomada:

Se um intervalo de 100(1-2« )% de confianca para a diferenca (‘uT—‘uRj ou para

a razao (‘uT/ ‘uR] esta dentro dos limites aceitaveis recomendados pela agéncia
reguladora, isto €, nos intervalos [gmf;gsup] ou [5mf;5sup], respectivamente, entéo

a conclusdo é que ha bioequivaléncia; caso contrario, conclui-se pela nao

existéncia de bioequivaléncia

Se a regra de = 20% ¢é adotada para medidas farmacocinéticas sem transformacao, o nivel de
significancia ¢ usualmente escolhido como 5% (0=0,05) e o coeficiente de 90% de confianca ¢
utilizado para .~ oupara i/ W . Para medida farmacocinética com transformagio logaritmica,
usando a regra 80/125, o nivel de significancia a ser escolhido também ¢é usualmente de 5%,

resultando um intervalo de 90% de confian¢a para ..~ ouparafi.. /[ .

O intervalo de confianga 100(1-20)%, (L, , U, ) para p,—p significa que se o estudo for repetido
por exemplo, B vezes, entio 100(1-201)% vezes, B intervalos aleatérios irdo cobrir pL—p. ., isto €, ird
conter B .—H. . Ou em termos de probabilidades, Pr (u—p, €L, U )) = 1-20..

Para decisio de bioequivaléncia média, a regra usualmente adotada é que o intervalo de confianga
esteja contido no intervalo de bioequivaléncia. A chance que intervalo com confianga de 100(1-
20)% esteja dentro do limites de equivaléncia nao é necessariamente maior ou igual a 1-2a. Se o
coeficiente de variagao (CV) for grande, o método de intervalo de confianga para decisao de

bioequivaléncia média pode nao ter o nivel desejado requerido pela agéncia reguladora.
Apresentamos a seguir, o método paramétrico seguido do nao-paramétrico padrdes, para a construgao

do intervalo de confianga para a diferenga e a razao de médias. Consideramos o método do intervalo

com menor amplitude.
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(A) Método paramétrico de intervalo com menor amplitude (shortest)
Al: Medida farmacocinética sem transformagao
Diferenga de médias:

Supondo normalidade da distribui¢io da medida farmacocinética a ser analisada, o intervalo de
confianga para a diferenga das médias pu . — p , com nivel de confianca de 100(1-201)% € [LD iy,
LD sy ] sendo os limites calculados como:

|:()7T_J7R}t(a’n1 +I’l2 _2)6(1‘ ni+ni; (l_/r_)_/R)‘ft(oc,nl +n2 '2)6“ ni+nL:| (3.7)

onde
¥,: média dos minimos quadrados da formulagao teste, definida por ( 2.10);
Vy: média dos minimos quadrados da formulacao de referéncia, definida por (2.10);
t(a, n,+n -2): percentil de ordem (1-at) da distribuicdo t de Student com n +n -2 graus de
liberdade ;
6= (QM,__/2)"?: ¢ o desvio-padrio ponderado da diferenca de periodo de ambas as
sequiéncias definida por (2.14), e QM, ¢ o desvio-padrio intra-individual (QM, =SQ, /
(n,+n,-2), onde SQ._ ¢ dado pela expressao (2.20);
n,: tamanho de amostra da primeira seqiiéncia do experimento cruzado 2x2 e n_: tamanho

de amostra da segunda sequiéncia do experimento cruzado 2x2.
Razio entre as médias:

O intervalo de confianga para razao das médias (i / p,) com nivel de confianga de 100(1-2a1)% ¢é
calculado a partir dos limites do intervalo de confianga para a diferen¢a das médias /LD, ;- LDsup ]
pelo fato de que (u,/p,)/ p, = (U, / p)+1. Assumindo que m, possa ser substituido por y,, o

intervalo de confianga expresso em percentuais /LR, /- LRsup / ¢ dado por:

D' LDQu
"+ 1 100%; =2 +1{100% (3.8)

Vs Vs
A2: Medidas farmacocinéticas com transformagao logaritmica
Diferenga de médias:
Supondo que na escala logaritmica a medida farmacocinética siga a distribui¢ao normal, o intervalo
de 100(1-20)% de confianca para a diferenca das médias aritméticas dos log das medidas

farmacocinéticas de T e R, i . — p , € obtido da mesma forma que o caso sem transformagao. Basta
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substituir em (3.7) os valores das estatisticas calculadas na escala logaritmica. O intervalo serd denotado
por:

inf 2

{LE : Lﬁsup} (3.9)

Razio entre as médias:

O intervalo de 100(1-20)% de confianga para razao das médias (u. / W) é calculado a partir dos

limites do intervalo de confianca para a diferenca das médias [Ldif, L, ] dado por (3.8) e seus

~ ~ sup
limites /LRW ;Lpr / sdo expressos por:

[exp {LD_}; exp {LDSUP 4 (3.10)

Regra de decisao sobre bioequivaléncia com Intervalos de Confianca
paramétricos

Conclui-se por bioequivaléncia se:

(LD :LD_ )ou (LD, 'Lﬁsup) esta contido no intervalo (9,,.:0,,)

inf 7 sup inf ?
ou

(LR._.;LR )ou (LR.

inf sup inf

LR,,,) estacontidoem (§,,:5,,,)

onde (0,,/:0,,) € (8,70 ., ) Sa0 fornecidos na Tabela 3.1

A decisao de bioequivaléncia ¢ verificada nas condi¢oes apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Condigdes de bioequivaléncia para a diferenga e razio das médias com medida

farmacocinética com e sem transformacao

Transformacado Diferenca Razao
Sem (LR,.;LR )= (-02y,;02Yy,) (LR, ;LR ) < (80%; 120%)
Com (LD,,;LD,,)< (-0,2231; 0,2231) (LR ,;LR.) < (80%; 125%)

A chance que intervalo com confianca de 100 (1-2a)% esteja dentro do limite de equivaléncia nao
¢ necessariamente maior ou igual a 1-2a. Se o coeficiente de variag¢ao (CV) for grande, o método de
intervalo de confianga de bioequivaléncia media pode nao ter o nivel desejado requerido pela agéncia

reguladora.
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(B) Método nao paramétrico baseado no estimador de Hodges-Lehmann

O método ndo-paramétrico para construgao do intervalo de 100(1-2a)% de confianca para a diferenca

0 = p,. — p, baseado no estimador de Hodges-I.ehmann, segue os seguintes passos:

1. Calcular todos os possiveis pares de diferencas das diferengas de periodos entre as seqiiéncias 1
e 2,isto €, paraos indices i=1,2,..,n ej=1,2,..,n, calcular Dii = dn'djz’ que sdo estimativas
de O = p.— p, para todos os pares das diferengas;

2. Otdenar as n n, diferengas: D(1)< D(2)<... < D(nn,);

3. Calcular a mediana de {D(i),i=1, 2,...,nn, } que ¢ o estimador pontual de 0 = —
W, conhecido como estimador de Hodges-I.ehmann.

4. Identificar os valores de {D(i),i= 1, 2,...,nn, } correspondentes aos percentis de ordem a e 1-a,
denotadas por D(w(a)) e D(w(1- o)), que serdo os limites inferior e superior do intervalo de confianca

deste método.

O intervalo de confianga para este método é definido pelo seguinte intervalo:

[LD,; =D(w(a )); LDy,= D(w(1-0t )+1) ] (3.11)

Regra de decisao sobre bioequivaléncia

A decisdo de bioequivaléncia é verificada se D(w(¢ ))>0 ,,, e D(w(1-o )+1)< 0,

3.3.2. Teste de hipoteses

Para a verificacao da bioequivaléncia, quando comparamos duas formulagdes R e T, necessitamos
formular as hipoteses nula H e alternativa H , com o intuito de rejeitar a hipotese H e
consequentemente estabelecer H . Ainda, € necessério fixar o erro do Tipo 1, isto ¢, o erro de
concluir bioequivaléncia entre R e T quando de fato a formulacao T nio ¢é bioequivalente a formulagao

R. As hipoteses nula H e alternativa H_sdo, portanto:
H, : ndo bioequivaléncia versus H_ : bioequivaléncia.

Estas hipoteses que estabelecem a bioequivaléncia média entre duas formulagoes R e T sao formuladas

em termos de intervalos.

Schuirmann (1981) introduziu o uso de hipéteses de intervalo para avaliagio de bioequivaléncia

média, que pode ser formulado como dois conjuntos de hipoteses unilaterais:
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Hot: ur—pm <6,,  versus  Haiipr—pr >0,

o (3.12)

Hoo : Wt — UR ZQSUP Versus HagiuT—uR <95up

Quando a medida farmacocinética ¢ analisada sem transformacao, 0. e esup das hipéteses de (3.12)
sdo escolhidos como 20% de . Quando a medida farmacocinética ¢ analisada com transformacao

logaritmica, 0, e esup assumem valores —0,2231 e 0,2231, respectivamente (ver Se¢do 3.2).

As hipéteses de intervalo em estudos de bioequivaléncia também podem ser expressas em termos

de razoes:

Hoi: ur/pr <98, versus Hat:ur/ug >0, ;

e (3.13)

H02 L UT /MR > SSUP versus Haz: ur /].LR < Ssup

Os valores de 6 ¢ Ssup quando a medida farmacocinética ¢ analisada sem transformacao sao
respectivamente 80% e 120 %, segundo a regra de = 20% , e podem ser 80% e 125% quando se

utiliza transformacao logaritmica para a medida farmacocinética (ver Se¢ao 3.2).

Se concluirmos que 0, < pr—px , rejeita-se H  ;se Wr—Hr <esup , rejeita-se H .

ambas, podemos concluir que § . < -y <O ¢ portanto, que [ e [, sdo bioequivalentes
in sup

Rejeitando-se

em média; raciocinio analogo ¢ feito para as hipéteses de intervalo para raziao das médias.

A rejeicdo de H e H , implica na conclusio de bioequivaléncia média

Os métodos de testes de hipoteses de intervalo podem ser paramétricos, quando se supde
normalidade da medida farmacocinética em estudo, ou nao-paramétricos, quando a suposi¢ao de
normalidade é violada. Embora existam varios testes para bioequivaléncia, neste manual serd abordado
apenas o método paramétrico padrao (teste de hipdteses de intervalo de Schuirmann) e nio-

paramétrico padrao (teste de hipdteses de intervalo de Wilcoxon-Mann-Whitney).
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(A) Dois testes unilaterais t (teste t Schuirmann) - método paramétrico

Sob suposicdes de normalidade, os dois conjuntos de hipoteses unilaterais (3.12) podem ser testados

através de testes 7 unilaterais. Concluimos que T e R sao bioequivalentes se:

onde t(a, ny.n2 —2) é o valor da distribuicdo t de student com nq.n, —2 graus

r = 0r5.)-6
O, 1, 1
Ie 2
(5, - 3. )+6,,
Tsup= : . -

> t(oe,n, +n, —2)

<—t(o,n, +n, —2)

de liberdade e nivel de significancia o.

(3.14)

O procedimento dos dois testes #unilaterais ¢ operacionalmente equivalente ao intervalo de confianga

classico, isto ¢, se o intervalo de confianga classico de 100(1-20)% para p. — p, esta dentro (0, ,

Bwp), entdo, ambas as hipoteses H, e H ,sdo também rejeitadas ao nivel de significancia o pelo

procedimento dos dois testes 7 unilaterais.

(B) Dois testes unilaterais de Wilcoxon (teste Wilcoxon-Mann-Whitney (W-M-W)) —método

nao paramétrico

As hipéteses formuladas em (3.12) para a diferenca de médias de T e R sdo utilizadas no teste nao-

paramétrico de W-M-W cujos calculos seguem os seguintes passos:

1 - Calcular as diferengas de perfodos d, 1= 1,2, ..

, 0, k= seqtiencia= 1, 2;

2 - Obter os estimadores de e; =(u, —pg)—6, como funcdes linearesded ,i=1,2,...,n,

k=1,2:b_ =d — 0, para individuos da seqiiéncia 1 (RT) ou b = d, para individuos da

seqtiéncia 2 (TR). O quadro abaixo mostra os valores de b, , para h=inf, sup para o individuo

1, na seqiéncia k:

RT di1 Din,i, 1= di1 - Oint | Dsup,i, 1= di1 - Osup
TR di Bint,i2 = di Psup,i2 = diz
3 - Ordenarb . ,i=1,2,...,neb . i=1,2,.., n numaamostra combinada e assinalar
postos R(b, .. ) aos valores ordenados.
4 - Otrdenar de bSupi Hi=1,2,...,n¢€ bSupi »1=1,2,..,n numa amostra combinada e assinalar

postos R(b, ., ) aos valores ordenados. Somar os postos R(b, ., ) dos sujeitos da seqiiencia 1,

obtendo R e somar os postos R(b

sup,ik
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O teste de W-M-W para as hipéteses de intervalo dado em (3.12) acima € baseado em R e R

sup

Conclui-se pela bioequivaléncia média quando:

Wint = Rint — nq (ny +1)/2 > w(1-0))
e (3.15)
Waup = Rsup — N1 (N1 +1)/2 < w(o),

onde w(l-a) = nn, —w(a) e w(a) sao os percentis das distribui¢des da estatistica de Wilcoxon-
Mann-Whitney .

Quando n,+n, ¢ grande e a razao de n /n,= 0,5, a aproximag¢ao normal pode ser utilizada. Neste

caso, a bioequivaléncia média ¢é verificada quando:

Zini = [Rint = 0,5 X Ny (N1 + N2+1)] /[0,0833 X ny X Na(ny + N2 +1)]"2 > z4
e (3.16)

Zsup = [Rsup — 0,5 x Ny (Ny + N +1)]/[0,0833 x ny X nNp(ny + np+1)]"2 > -z,

onde z, ¢ o valor da normal padronizada, ao nivel de significancia a.

3.4. Poder dos dois testes unilaterais

O poder de um teste estatistico para verificar a bioequivaléncia entre duas formulagées R e T é
definido como a probabilidade de rejeitar a nao bioequivaléncia entre R e T quando a formulagao

R e T sao bioequivalentes.

O poder de um teste esta ligado a duas importantes consideragdes: a primeira, para a fase de

planejamento do estudo de bioequivaléncia, que é calculo do tamanho de amostra, e a segunda, para

comparagao entre dois testes de hipoteses, por exemplo, entre teste paramétrico e nao-paramétrico.

Para o cilculo do poder, em estudos de bioequivaléncia, necessitam-se dos valores de 0 = . — 1,
— — 2 . .~

A =-0, =0, e c* ou coeficiente de variagao (CV).
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* O poder empirico dos dois testes unilaterais t pode ser obtido através do seguinte procedi-
mento:
Etapa 1:  Gerar amostras de tamanho n, + n, de acordo com o modelo  ¢rossover reduzido
: . 2 2
(2.29) com valores pré-estabelecidos de W, , 1., 0% e o7 .
Etapa 2:  Para um dado A , calcular T, e T, de (3.14).
Etapa 3:  Repetir etapas 1 e 2 B vezes.
Etapa 4. O poder empirico ¢ a proporcao entre as b amostras, tais que T, > teT =~ <-t,
onde t € t de student com n, + n, -2 graus de liberdade.
* O poder empirico dos dois testes unilaterais de Wilcoxon pode ser obtido através do seguinte
procedimento:
Etapa 1:  Gerar amostras de tamanho n, + n, de acordo com o modelo ¢rossover reduzido de
(2.29) com valores pré-estabelecidos de u, , W, 6%, e ©° .
Etapa 2:  Para um dado A, calcular R__e R, ¢ W,eW,  de(3.15) oude (3.16).
Etapa 3:  Repetir etapas 1 e 2 B vezes.
Etapa4: O poder empirico € a proporcao entre as b amostras, tais que W, >z, e Wep <

-z, ,onde z ¢é valor normal do padrao com nivel de significancia o.

Iremos considerar sucintamente o poder dos testes considerados da Se¢ao 3.3.2, A e B. Schuirmann
(1987) apresentou a fung¢ao poder dos testes unilaterais t (Chow e Liu, pag.134, 2*.edi¢ao). O calculo
da fungao poder pode ser realizado por integracao numérica ou através de simulagao (poder empirico).
Os autores também realizam um pequeno estudo de simulagdo para comparar os testes unilaterais t
e de W-M-W utilizando os podetes empiricos dos dois testes para varios valores de 0 = A= 20% e
do coeficiente de variagao (CV) . O poder do teste paramétrico é maior que o poder do teste nao-
paramétrico, embora as diferengas sejam inferiores a 20% em todos os casos considerados. O

procedimento para o calculo do poder empirico dos dois testes é apresentado a seguir.

3.5.Exemplo

Nesta sec¢ao ilustramos os conceitos e inferéncia estatistica para avaliagao da bioequivaléncia através
dos dados de AS5C7, do exemplo do Capitulo 1. Consideramos para ilustracio dos métodos
apresentados acima a andlise de ASC#, com e sem transformacao, isto €, na escala original e na
escala logaritmica. Na pratica é necessario apresentar a analise de bioequivaléncia em apenas uma

das escalas, de acordo com o resultado das analises descritiva e de adequabilidade do modelo crossover.
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Intervalos de bioequivaléncia:

Como 'y, = 430,27, os limites do intervalo de bioequivaléncia séo 0=~ 02X

yR =-0,2x430,27 =-86,05 e 0= 0,2x yR = 0,2 x 430,27 = 86,05. Assim, os

intervalos de bioequivaléncia sao:

Escala Diferenca Razao
Original -86,05<T— LRr<86,05 (1)| 0,80<ut/Ur<120 (2)
Logaritmica -0,2231<uut— Upr<0,2231 (3)| 0,80< fit/fir<1,25 (4)

(1) e (2) ute ursao as médias aritméticas na escala original
(8) ute Ursaoas médias aritméticas na escala logaritmica

(4) [Ite [igsaoas médias geométricas na escala original

Intervalo de bioequivaléncia: método paramétrico

Os calculos necessarios para se aplicar os métodos paramétricos baseados nointervalo de confianca
para as médias e razdes das formulagdes T e R de ASC#, sao:

Transformacdo| Y. Y to 64 ny=nz
Sem 457,01 430,27 1,55 42,23 12
Com 5,99 6,06 -1,61 0,12 12

Os intervalos de confianga e os intervalos de bioequivaléncia sio sumarizados abaixo:

Transformacao Diferenca Razao
Sem (-2,87; 56,35) c (-86,05;86,05) (99,33;113,10) < (80%;120%)
Com (-0,0046;0,15) c (-0,2231;0,2231) | (99,5%;116,15%)c (80%;125%)

Portanto, segundo os critérios utilizados para definir os intervalos de bioequivaléncia, pode-se concluir

pela bioequivaléncia média das formulagdes T e R, sob a anilise da medida farmacocinética ASCz,.
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Intervalo de bioequivaléncia: método nao-paramétrico

O intervalo de 90% de confian¢a nao-paramétrico baseado no estimador de Hodges-Lehmann ¢
construido utilizando as 12x12=144 diferencas das diferengas de periodos entre as seqiiéncias 1 e 2
ordenadas. Os limites inferior e superior do intervalo de confianga de 90% sio as diferencas
correspondentes aos percentis de ordem 5% e 95% da estatistica de Wilcoxon-Mann-Whitney para

os tamanhos das seqtiéncias n, e n, (ver Anexo 2).

Os limites do intervalo de 90% de confianga para 6 = p . — u, foram encontrados por
LD, .= D(43)=-8,675¢ por LDsup: Dw(95%)+1) = D(102) = 58,84. Portanto, como temos que
(-8,675;58,84) < (=86,05;86,05), a bioequivaléncia entre R e T, considerando anilise de ASCz, ¢

verificada.
Dois testes unilaterais de Schuirmann:

Para testar as hipoteses de diferenca e razao (3.12) e (3.13), sdo necessarios os seguintes calculos

sumarizados a seguir.

Hipoteses de intervalo

Transformacao . o
das diferencas das médias de Te R t Valor-p
Hot: ur—up <-86,05 e Hpe: ur—ur 286,05
6,54 <0,0001
Ha1: —86,05 < pur—ur < 86,05
Sem ou
Hoi: ur/ug <80 % € Hpo: ur— g > 120%

or- HT/HR °© Moz - Hr—Hn ° | 344  0,0012

Ha1: 80% < ur/ug < 120%
Ho1: ur—pup £-0,2231 e Hop: ur—ur 20,2231
Ha1: —0,2231 < ur—pur < 0,2231
Com ou
Hoi: ur/ugp <80% € Hpa: ur—ugr > 125%
Ha1: 80% < ur/ug < 125%

28,28 <0,0001

-25,05  <0,0001

Portanto, através dos resultados dos testes de Schuirmann, conclui-se pela bioequivaléncia média de
TeR

O poder empirico dos testes unilaterais t, obtido através de simulag¢ao de 1000 amostras, resultou
em 0,9520.
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Dois testes unilaterais de Wilcoxon-Mann-Whitney (W-M-W)

Hipoteses de intervalo

3 Wint  w0,95) Wsup w(0,05)
das diferencas das médias de Te R

Ho1: ur—ug <-86,05 e Hoo: utr—ugr = 86,05
Ha1: —86,05 < ur—ur < 86,05

142 101 25 43

Como Wsup _w (0,05) e W._. > w(0,95), concluimos pela bioequivaléncia média entre R e T.
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4. ROTEIRO DA ETAPA ESTATISTICA
EM ENSAIOS DE BIOEQUIVALENCIA

4.1. Roteiro da etapa estatistica

Sugerimos a apresentacao de um relatério de estudo de bioequivaléncia média contendo as seguintes
etapas:

Sugestio do roteiro da etapa estatistica

(A) Apresentacao dos dados de concentracao plasmatica e das medidas farmacocinéticas para
as formulacdes;

(B) Analise descritiva dos dados acima;

(C) Avaliagao preliminar dos efeitos residuais e dos efeitos fixos;

(D) Constru¢ao de ANOVA de acordo com o resultado obtido no item c);

(E) Avaliagao da bioequivaléncia através dos intervalos de confianga e testes de hipdteses
apropriados;

(F) Conclusées do estudo;

(G) Apresentacao das referéncias bibliograficas e computacionais e anexos quando pertinente.

4.2. TIlustragao das etapas de analise estatistica

A. Apresentagdo dos dados

As concentragoes plasmaticas apresentadas na Introdugao nas Tabelas 1.1 e 1.2 serao utilizadas para
ilustrar o roteiro de analise estatistica. A medida farmacocinética Cmax das Tabelas 1.3 e 1.4 sera

utilizada para andlise de bioequivaléncia média entre R e T.
B. Analise descritiva

A avaliagao estatistica da bioequivaléncia deve ser iniciada por uma analise descritiva de dados,
tanto para as observacoes originais (medidas de concentracdo tomadas ao longo do tempo)
como para as medidas farmacocinéticas. Além da familiarizacdo com os dados, esta analise
preliminar auxilia na verificagao de suposi¢des necessarias para a aplicagao dos testes estatisticos
apresentados neste manual. Portanto, tal analise ¢ importante pela possibilidade de melhor tomada

de decisao nas analises subseqiientes para determinar se ha bioequivaléncia entre as formulagdes

comparadas (R e T).
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A analise preliminar consiste na avaliacido quantitativa e grafica. Na primeira sio utilizadas
estatisticas sumarias (média aritmética, denominada simplesmente por média, desvio-padrao,
erro-padrao, coeficiente de variacao (CV), mediana, valores maximo e maximo, etc.) enquanto
que os graficos mais usuais sdo: grafico de linhas ou de perfil, histograma, diagrama de caixas
(boxplod), grafico de probabilidade normal, entre outros. No Anexo 1 sdo apresentados os
conceitos basicos de algumas estatisticas descritivas.

B1. Analise descritiva das concentragdes plasmaticas

A analise descritiva das concentragdes permite visualizar as diferengas entre as formulagoes R e
T utilizando os dados originais obtidos através do ensaio ¢rossover 2x2, isto é, as concentracoes

dos voluntarios em intervalos de tempo previamente fixados no planejamento.

Para a visualizacao do comportamento das concentragdes ao longo do tempo, que refletem a
absorcao, distribui¢do e elimina¢ao dos medicamentos R e T, recomenda-se utilizar o grafico das
médias das concentra¢oes em fun¢ao do tempo. Uma forma interessante consiste em adicionar
a este grafico a variagao de T 2 erros-padrao, o que reflete a variabilidade das médias.

Os dados hipotéticos das tabelas 1.1 e 1.2 serdo utilizados para ilustrar as estatisticas sumarias e os
graficos citados acima (ver tabelas 4.1 e 4.2 e figuras 4.1 ¢ 4.2).

Tabela 4.1. Estatisticas das concentrag¢des plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (horas)
do medicamento de referéncia (R) em 24 voluntarios

Tempo Meédia Mediana Desvio- Erro- CV(%) Minimo Maximo
Padrao Padrao
0 0,00 0,00 0,00 0,00 - 0,00 0,00
0,5 6,99 0,00 10,85 2,22 155,33 0,00 32,50
1,0 75,45 43,25 95,16 19,42 126,12 0,00 357,10
1,5 148,15 115,20 116,04 24,20 78,32 0,00 515,50
2 149,86 146,30 75,61 15,43 50,45 23,50 317,20
2,5 128,12 117,95 75,42 15,39 58,86 25,10 297,40

3 91,08 65,90 56,46 11,52 61,99 14,20 217,90
3,5 69,93 56,90 47,28 9,65 67,60 11,50 177,90
4 35,24 29,30 24,62 5,03 69,88 0,00 81,30
6 15,04 13,70 13,26 2,71 88,14 0,00 37,20
8 7,34 0,00 8,79 1,79 119,70 0,00 22,80
10 2,87 0,00 5,86 1,20 204,56 0,00 17,50
12 0,69 0,00 3,37 0,69 489,90 0,00 16,50
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Tabela 4.2. Estatisticas das concentragdes plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (horas)
do medicamento teste (T) em 24 voluntarios

Tempo Meédia Mediana Desvio- Erro- CV(%) Minimo Maximo
Padrao Padrao
0 0,00 0,00 0,00 0,00 - 0,00 0,00
0,5 17,24 0,00 29,76 6,07 172,59 0,00 129,70
1,0 85,81 56,30 87,92 17,95 102,46 0,00 291,40
1,5 180,17 188,40 118,08 24,10 65,54 12,40 586,20
2 187,76 200,25 87,47 17,85 46,59 38,90 335,50
2,5 118,49 93,40 67,03 13,68 56,57 22,50 297,70

3 87,66 63,90 68,87 14,06 78,57 23,70 324,50
3,5 49,29 43,40 27,46 5,61 55,71 11,30 116,90
4 33,42 27,80 19,61 4,00 58,67 10,70 88,20
6 15,26 15,35 11,58 2,36 75,87 0,00 39,20
8 8,39 8,95 8,70 1,77 103,67 0,00 23,20
10 2,36 0,00 5,47 1,12 231,37 0,00 17,10
12 0,00 0,00 0,00 0,00 - 0,00 0,00

Concentragio média (ng/mg)
200 ;
180 4
160 3
140 ]
120 |
100 |

80 1

60 3

40 ]
0]
04

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempos de coleta (h)

Figura 4.1. Curva de concentragio plasmatica média de dois medicamentos (R=Referéncia
e T=Teste) baseada em 24 voluntarios
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Figura 4.2. Curvas de concentragido plasmatica (média * 2 erros-padrdo) de dois

medicamentos (R=Referéncia e T=Teste) baseada em 24 voluntarios

Pode-se observar que as médias, medianas e desvios-padrao crescem e depois decrescem ao longo
do tempo, refletindo o comportamento natural do farmaco no organismo referentes as fases de

absorcio até eliminacao.

Nota-se grande variabilidade das medidas de concentragao, especialmente na vizinhanga de Cmax,
ou seja, nos tempos correspondentes as maiores concentracoes. Também pode-se petceber valores
altos para os coeficientes de variagao (CV), o que significa uma grande heterogeneidade dos individuos

quanto as concentragoes plasmaticas.

B2. Analise descritiva das medidas farmacocinéticas
A analise descritiva prossegue para as medidas farmacocinéticas correspondentes as concentragoes
plasmaticas individuais e as concentragdes médias dos voluntarios. Essas medidas resumem os
dados multivariados (concentragdes plasmaticas repetidas ao longo do tempo) em observagoes

univariadas, as quais refletem o comportamento de absor¢io e eliminacdo dos farmacos R e T.

As estatisticas para as concentragoes individuais estdo apresentadas nas tabelas 4.3 ¢ 4.4 e para as

médias das concentracdes na Tabela 4.5.
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Tabela 4.3. Estatisticas das medidas farmacocinéticas do medicamento referéncia (R)

Medida Média Mediana Erro- CV(%) Minimo Maximo
Farmacocinética Padrao

Tmax 1,92 2,00 0,12 31,41 1,00 3,50

Cmax 229,73 207,55 17,78 37,91 117,60 515,50
Ke 0,57 0,45 0,07 63,90 0,08 1,21
ti2 2,01 1,56 0,36 88,24 0,57 8,66

ASCty 430,27 397,78 33,36 37,98 175,25 765,05

ASCe 466,18 416,14 37,68 39,59 182,85 798,33

Tabela 4.4. Estatisticas das medidas farmacocinéticas do medicamento teste (T)

Medida Média Mediana Erro- CV(%) Minimo Maximo
Farmacocinética Padrao
Tmax 1,75 2,00 0,10 27,94 1,00 3,00
Cmax 247,72 23855 19,68 38,92 117,00 586,20
Ke 0,44 0,38 0,06 68,00 0,07 1,19
ti2 2,53 1,84 0,41 80,13 0,58 9,55
ASCty 457,01 449,14 33,23 35,62 225,38 844,33
ASCeo 49521 518,33 36,01 35,62 233,71 926,39

Tabela 4. Medidas farmacocinéticas das médias das concentragdes plasmaticas dos
medicamentos de referéncia (R) e teste (T)

Medicamento Tmax Cmax Ke T2 ASCt, ASCo
R 2,0 149,85 0,4766 1,4545 430,02 431,46
T 2,0 187,76 0,4274 1,6220 457,00 457,01

Observa-se um mesmo padrao das medidas farmacocinéticas para os dois medicamentos (R e T)
que também ¢é parecido com o da média. Os valores dos coeficientes de variagio diminuiram

sensivelmente comparados com os CVs das concentragoes plasmaticas.
As estatisticas sumarias foram calculadas para todas as medidas farmacocinéticas, embora a

analise deva prosseguir somente utilizando as medidas farmacocinéticas Cmax, ASCt, e Tmax.

Este ultimo pode ser dispensado, caso nao apresente relevancia clinica para o farmaco em estudo.

B3: Analise descritiva de Cmax

A analise descritiva de Cmax foi apresentada nas tabelas 4.3 e 4.4. A Figura 4.3 mostra a tendéncia

das médias de Cmax dos 24 voluntarios do exemplo hipotético das tabelas 1.1 e 1.2.
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Figura 4.3. Cmax por voluntarios nas formulagdes Re T

Para a verificagdo do pressuposto de normalidade de Cmax, necessario para o uso de modelos
estatisticos do ¢rossover e do teste de bioequivaléncia média (capitulos 2 e 3), ou para a indicac¢do da
necessidade de transformacao (usualmente a logaritmica), os graficos usuais sao: histograma (Figuras
4.4), boxplot (Figura 4.5) e grafico de probabilidade normal (Figura 4.6) e ainda, os resultados do
teste de Shapiro-Wilks para avaliar a suposi¢ao de normalidade. Nesta avaliacio serdo considerados

os dados tanto na escala original quanto para a escala logaritmica (base natural).
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Figura 4.4. Histogramas de Cmax para os dois medicamentos nas escalas original, (a) e (b)
e logaritimica, (c) e (d)
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Os histogramas nao discriminam diferencas entre a distribuicao das observagées com ou sem

transformacao, com relagao a simetria, devido ao tamanho da amostra ser muito pequeno.
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Figura 4.5. Boxplots para Cmax e log(Cmax)

Os diagramas de caixas dos farmacos R e T nao revelam diferencgas em relagao as medidas centrais
como a média e a mediana, e nem com relagao a variabilidade, parecendo haver simetria, tanto em

R como em T. Observa-se ainda, a auséncia de valores discrepantes nas observagoes de Cmax.
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Figura 4.6. Grafico de probabilidade normal para Cmax (a-b) e log( Cmax) (c-d)
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Pode-se verificar melhor ajuste de normalidade na medida Cmax com transformacao logaritmica.
Testes de Shapiro-Wilks resultaram nao-significantes ao nivel de o = 0,05, para Cmax com
transformacao (valor-p > 0,10), isto é, nao rejeita-se as hipoteses de normalidade de log(Cmax) nos

farmacos R e T.
C. Analise preliminar dos efeitos

Para a analise preliminar da medida farmacocinética Cmax obtemos as médias para as formulagdes

ReT nas sequéncias 1 e 2, seguindo o quadro do exemplo 2.3, no Capitulo 2.

Tabela 4.6. Médias das formulagGes R e T nas seqiiéncias 1 e 2 ( desvios-padroes)

Sequéncia Periodo 1 Periodo 2 Média
1 (RT) 232,45 240,58 236,52 (107,89)
2 (TR) 254,86 227,00 240,93 (73,48)
Média 243,65 (82,11) | 233,79 (101,27) 238,72

Estas médias podem ser visualizadas na Figura 4.7 abaixo:

260 T
255 1 254,8
250 A
245 1
240 240,58

235 1 232,45
230 | \.
207

225 w T \

Médias de Cmax

Periodos

® Sequéncia 1:RT M Sequéncia 2:TR

Figura 4.7. Médias de Cmax por periodos e seqii€ncias

Observe que as diferencas entre as média de R e T dentro de cada periodo nao sdo iguais, ¢ as
médias de T' sdo superiores as médias de R nos dois periodos. As retas que unem as médias de T'e

R nao sendo paralelas podem indicar interagao entre periodo e droga ou existéncia de efeitos residuais.

A interagdo representa o efeito da droga, em ensaios crossover 2 x 2, na auséncia de efeitos residuais.
Portanto, ¢ necessario um teste preliminar para verificar a presenca ou nao dos efeitos residuais;
para este teste ¢ aconselhavel considerar a0 =0,10. O teste preliminar dos efeitos residuais é um teste
t para duas amostras independentes (secgdo 2.2.1) e resultou t = 0,12 (valor-p=0,9050), indicando a
nao existéncia de efeitos residuais (o0 = 0,10). Em conseqiiéncia, as medidas Cmax dos dois periodos

podem ser consideradas para analise de bioequivaléncia.
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Os testes preliminares dos efeitos fixos (teste t para dados pareados), conforme Segdo 2.2, indicaram
que os efeitos de periodo e de formulagiao foram nao-significantes ao nivel de significancia de o
=0,05, como mostra a Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Resultados preliminares dos efeitos fixos

Efeito Teste estatistico Valor-p
Periodo 0,87 0,3944
Formulacao 1,59 0,1272

A tabela 4.8 apresenta a média de Cmax das formulagdes R e T e os desvios-padroes de Cmax.

Tabela 4.8. Médias de Cmax das formulacdes Re T

Formulacao Média Desvio-padrao
R 229,73 87,09
T 247,72 96,42

Como os efeitos residuais nao sao significantes ao nivel de significancia 10%, podemos prosseguir a
analise utilizando dados dos dois periodos, com o modelo de analise de variancia para ensaios
crossover 2x2, utilizando Cmax com transformacao logaritmica, como foi sugerido pela analise

descritiva.
D. ANOVA para log(Cmax)
O modelo multiplicativo (2.1) foi ajustado para Cmax, produzindo os resultados da Tabela 4.9.

Tabela 4.9. ANOVA para log(Cmax)

Fonte g.l. sSQ Qv F Valor-p
Inter-individual
Residual
(Sequéneia) 1 0,02 0,02 0,09 0,76
Residuos (inter) 22 4,94 0,22 6,66 <0,0001
Intra-individual
Droga 1 0,06 0,06 1,70 0,21
Periodo 1 0,06 0,06 1,70 0,21
Residuos (intra) 22 0,74 0,03
Total 47 5,82

Conclui-se que o efeito da sequiéncia nao ¢é significante (valor-p = 0,76), ao nivel de significancia de
a=0,10. Note-se também, que o teste de variabilidade inter-individuos resultou significante (valor-
p < 0,0001), indicando presenga de variabilidade entre individuos.
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O modelo do qual resultou a Tabela 4.9 pode ser reescrito, eliminando o efeito de sequiéncia, contendo
somente os efeitos fixos. O modelo reduzido produz a ANOVA da Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Modelo multiplicativo reduzido- log(Cmax)

Fonte g.l SS Qv F Valor-p
Inter-individual 23 4,96 0,22 6,39 <0,0001
Intra-individual

Droga 1 0,06 0,06 1,70 0,21

Periodo 1 0,06 0,06 1,70 0,21
Residuos (intra) 22 0,74 0,03
Total 47 5,82

Nota-se que o efeito de periodo é nao-significante (valor-p = 0,21); embora o quadro de ANOVA
acima mostre efeito nao-significante da droga (valor-p = 0,21), indicando igualdade nas médias de
biodisponibilidade entre as duas formulagdes, este resultado nao implica na bioequivaléncia média

entre as duas formulagoes.

O ajuste e a verificagdao das pressuposi¢oes do modelo crossover sao realizados através da analise
de residuos. Os residuos intra e extra-individuos sao obtidos do modelo crossover reduzido,
(2.29), bem com os valores preditos do modelo. Os graficos probabilisticos normais sao utilizados
para verificar a normalidade dos residuos enquanto que o grafico dos residuos intra-individuos
versus valores preditos ¢ utilizado para verificar a adequabilidade do modelo. Os testes de
normalidade de Shapiro-Wilks (S-W) ou Anderson-Darling (A-D) podem complementar a
verificacdo da normalidade, e o coeficiente de correlagio de Pearson, a verificacio da

pressuposicao de independéncia entre os residuos intra e inter individuos.

Residuos Intra-individuos
(@]
*

_2- T T

4.8 4.9 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 6.0 6.1 6.2 6.3 6.4

Valores preditos de log( Cmax)

Figura 4.8. Residuos intra-individuos versus valores preditos para log(Cmax)
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Figura 4.9. Graficos das probabilidades normais dos residuos versus escores normais

Os residuos intra-individuos versus valores preditos de log(Cmax) da Figura 4.8 revelam constancia
das variancias dos residuos, observada pela dispersao constante dos pontos em torno do eixo

horizontal em zero, indicando adequabilidade do modelo.

Os graficos de probabilidade normais dos residuos da Figura 4.9 revelam tendéncias lineares, que
podem indicar normalidades dos residuos; os testes de normalidade dos residuos resultaram nao-
significantes (K-S: valor-p = 0,15 e A-D: valor-p = 0,25).

Os residuos intra e inter-individuos nao apresentam evidéncias de que nao sejam independentes,
desde que o teste de coeficiente de correlagao de Pearson nulo resultou nao-significante (valor-p =

0,106). O coeficiente de correlagao foi estimado em — 0,35.

Portanto, as pressuposi¢oes do modelo multiplicativo para Cmax foram integralmente atendidas;
investigado o modelo aditivo para Cmax, os residuos inter-individuos indicaram nao-normalidade,

nao atendendo por conseqiiéncia todas as pressuposicdes do modelo.
E. Intervalos de confianga e testes de hipdteses utilizando log (Cmax)

A avaliagao da bioequivaléncia entre as duas formulagées, pode ser realizada utilizando métodos
paramétricos de intervalos de confianga para as diferencas ou razao das médias dos farmacos R
e T (método shortest, (3.7)), e de testes de hipoteses por intervalos (método proposto por
Shuirmann, (3.14)). A analise paramétrica pode ser complementada pela analise ndo-paramétrica
(para IC, método de Estimador de H-L, (3.11), e para Testes de hip6teses, método de Wilcoxon-
Mann-Whitney, (3.15)), embora nio seja necessaria se houver indicagdes claras de ajuste do

modelo crossover.
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Os resultados dos intervalos de confianga sio apresentados na Tabela 4.11 e testes de hipoteses sao
apresentados na Tabela 4.12.

Tabela 4.11. Intervalos de confianga paramétricos para a diferenga e razdo das médias e

nao-paramétrico das formulagdes R e T utilizando log( Cmax).

Limites de

. , IC 90% . Conclusao
Parametro Metodo Estimativa Equivaléncia
(Inf; Sup) ***)
(Ginty; Osup)

Paramétrico (-

ur—ur (%) L 0,069 (-0,022;0,16) BE
(multiplicativo) 0,2231;0,2231)

ur —ur (%) Nao-paramétrico 23,06 (-1,1;38,27) (-45,95;45,95) BE
Paramétrico

ur /ug (%) 101,29 (97,83;117,37) (80%;125%) BE

(multiplicativo)

(*) médias na escala logatitmica
(**) médias geométricas na escala original

(***) BE= Bioequivaléncia

Os intervalos de confianca paramétricos estao dentro dos limites de equivaléncia para a diferenca e

para a razao. Portanto, podemos concluir que existe bioequivaléncia média entre as formulagoes R
e T, quando Cmax ¢ analisada.

Os testes estatisticos realizados para verificar a bioequivaléncia média foram os testes estatistico de

intervalos, paramétrico para a razao e nado-paramétrico para a diferenga. As hipoteses para o teste da
razao sao as seguintes:

Hoi: w1/ ur £80 e Hoaip 1/ug = 125
versus

HOaZ w T/MR >80e Hoa: 58 T/HF{ < 125.

As médias de log(Cmax) para as formulagdes R e T sio dadas por y, = 5,38 ¢ y = 545 ¢ o
estimador do desvio-padrio das diferencas dos periodos &, = 0,13. Os resultados do teste por

intervalo, apresentado no Capitulo 3, sio mostrados na Tabela 4.12. As hipoteses para a diferenca
das médias sao:

H01Z W T—HUR < 45,95 e Hogi}l T—UR > 45,95

Vversus

Hoa: LT —UR > 45,95 € Hoa: U 1 —URr < 45,95.
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As médias de Cmax para as formulagdes R e T sao dadas na Tabela 4.8 (v, = 229,73 e y,. = 247,72);
ainda, as estatfsticas de Wilcoxon para as duas fungoes lineares da diferenca de Cmax entre perfodos
sao R, =213 e¢R = 108. Os valores do teste de W-M-W produzem resultados mostrados na
Tabela 4.12; a decisdo também pode ser realizada porque W, > 101 e W <43, sendo 43 ¢ 101 os
valores do quinto e nonagésimo quinto percentis da tabela de W-M-W (Apéndice A-5 de Chow e
Liu, 2001), quando n1= n2=12. Portanto, conclui-se que ambas as hiéteses H, H , sdo rejeitadas
ao nivel significante de 5%.

Tabela 4.12. Testes de hipoteses paramétrico para a razdo das médias e ndo-paramétrico

para a diferenga das médias

Medida L Teste (Valor-p) Conclusao
L. Hipoteses _ _ _
Farmacocinética Paramétrico Nao Paramétrico ()
Hol:u 1/ug <0,80 2,59 (<0,001) BE
log(Cmax)

Ho2: :u 1/ug 21,25 -18,99 (<0,001) --- BE

Ho1:u 1-ig <-0,784 135(<0,0001) BE

Cmax
Ho2: :p +-ug 0,784 30 (< 0,0001) BE

(1) Testes unilaterais de Schuirmann
(2) (2) Testes unilaterais de Wilcoxon-Mann-Whitney.
(*) BE=Bioequivaléncia

F. CONCLUSOES

A analise paramétrica de Cmax foi realizada utilizando modelo multiplicativo (com transformagao)
para o delineamento ¢rossover, desde que a analise descritiva sugeriu o uso da transformacio logatitmica
para Cmax. A verificacdo das pressuposi¢oes do modelo (normalidade dos residuos intra e inter-
individuos e independéncia entre eles) foram satisfeitas para o modelo multiplicativo. Verificou-se
efeitos de formulagao (R e T) e de periodo nao significantes, e ainda a nao existéncia de efeito

carryover.

Os intervalos de confianca de 90% para a diferenga e razao das médias do modelos paramétricos
satisfazem a condi¢ao de bioequivaléncia para Cmax. O intervalo de confianga de 90% para diferenca
das médias pelo método nao-paramétrico também da suporte a conclusio da bioequivaléncia média
entre Re T.

Testes de hipoteses de intervalos para a razao das médias utilizando log( Cmax) e para a diferenca
das médias utilizando Cmax resultam significantes ao nivel de significancia de 5%, indicando a

bioequivaléncia entre R e T.

A bioequivaléncia média entre as formulag¢Ges R e T pode ser concluida quando Cmax é analisado,
segundo os critérios definidos pela RDC N° 84 de 19/03/2002, com regra de 80/125 %

utilizando o modelo paramétrico e o nao-paramétrico, utilizando a regra de £ 20%.
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I 5. OUTRAS CONSIDERAGOES SOBRE BIOEQUIVALENCIA

Resumimos neste capitulo algumas considera¢Oes essenciais e praticas para um estudo de
Bioequivaléncia. Destacamos o problema de dimensionamento de amostra, detec¢do e tratamento

de outliers, além de comentarios sobre observacdes faltantes.

5.1. Dimensionamento da amostra

5.1.1. Introdugao
Em estudos de bioequivaléncia, as seguintes questoes sao de importancia fundamental:

1. Quantos individuos sao necessarios a fim de se obter um poder desejado (digamos 80% ou
90%) estabelecendo bioequivaléncia entre as duas formulagoes dentro de limites considerados

aceitaveis (por exemplo, 20% da média da formula¢ao de referéncia)?

2. O que se deve fazer se somente um pequeno numero de individuos estiverem disponiveis para

o estudo devido a limita¢gdes do orcamento e/ou de algumas considera¢des médicas?

Para responder a estas perguntas, devemos utilizar uma avaliacio da determinacdo do tamanho da
amostra, sendo que o procedimento mais comum consiste em se realizar um pré-estudo do poder
baseado na estimativa da variabilidade intra-individuos a partir de estudos anteriores. O tamanho de
amostra apropriado ¢ escolhido de forma a se garantir um poder desejado para a avaliagao da

bioequivaléncia dentro de limites considerados clinicamente importantes.

Teoricamente o tamanho de amostra necessario para realizar um estudo de bioequivaléncia necessita
de algumas informagdes relativas ao farmaco em estudo, tais como a variabilidade do farmaco nos
individuos, medida pelo coeficiente de variacio CV (%) e o tamanho minimo do efeito que se quer
detectar (por exemplo, magnitude da diferenca entre as médias das duas formulagoes). Estas
informagdes definiriam o desenho a ser utilizado, e em consequéncia, o calculo do tamanho de
amostra requerido. Entretanto, a obtencdo destas informagdes a priori teoricamente é bastante

dificil; na pratica, a obten¢ao pode ser realizada através de um estudo piloto.

A Resolucio RE n° 478 de 19 de marco de 2002 sugere n=24 como o tamanho minimo da
amostra para estudos crossover 2 x 2 de bioequivaléncia média; utilizando a férmula aproximada
de célculo de tamanho de amostra de Chow e Liu (1992), nota-se (Tabela 5.4.1, de Chow e Liu,
2000), que o tamanho de amostra 24 estaria dentro de uma faixa de percentual de CV de 14%
a 22% para A= 0% ou 5% e poder=80% ou 90%.
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A representatividade da populagao na amostra, ou validade, ¢ assegurada pelo planejamento cientifico
da pesquisa. O processo de amostragem comega com a determina¢iao do tamanho e com a coleta

adequada.
5.1.2. Conceitos basicos

Os elementos essenciais para o dimensionamento de amostras sao: fixar um nivel de confianga o, o
tamanho minimo do efeito que se quer detectar A e dentro do contexto de testes de hipoteses,
acrescenta-se o poder estatistico do teste 3. As fontes desses dados sao estudos anteriores trealizados

em populagoes e em condigdes semelhantes.

Em procedimentos mais simples, determina-se o tamanho de amostra adequado baseando-se apenas
uma variavel de destaque no estudo, o que nao garante que seja suficiente para as outras variaveis
também de interesse. Como estudos de bioequivaléncia sao baseados em varias medidas

farmacocinéticas idealmente, os calculos devem ser feitos para cada uma delas.
5.1.3. Tamanho de amostra através de hipéteses de intervalo (modificado)

Liu & Chow fornecem uma férmula aproximada para calcular o tamanho da amostra baseado na
funcao de poder do teste por hipdtese de intervalo de Schuirmann. Como o poder para o método
de Schuirmann ¢ simétrico em relacio a zero, vamos considerar apenas o caso em que 0 > 0. Para
um nivel de confianga de 1-2a., um poder de 1-B, estimativa g e limite de bioequivaléncia pré-

fixado A quando 0 <0 = 0_< A, o tamanho da amostra ¢ dado por:

1n:(00)2 Z[ta,Zn—2+tﬂ,2n—2] o (3.1)
A-0Q,
onde :
n: tamanho de amostra;
A=-0_= Bsup : limites de bioequivaléncia;
a e f: probabilidades do erro do tipo I e tipo 11, respectivamente;
t, /2. €t Percentis da distribuicao t de Student com v graus de liberdade correspondente

ao nivel de confianga 1-a., respectivamente para hipoteses bilateral e unilateral;
tpet designa o percentil da distribui¢ao t de Student com v graus de liberdade correspondente

a um poder 1-B;

G =QM / 2 : estimativa do desvio-padrao ponderado da diferenca de periodo de ambas

as sequéncias.
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Se a regra de £20% for usada com A =0,2 UR, (5.1) torna-se:

cv

> —
nI(OO) [ta,2n72+tﬁ,2n72]2 20 -9, (52)

onde 60 =100x6,/ U, -

5.2. Observagdes atipicas em estudos de bioequivaléncia (outliers)

Um dos problemas geralmente encontrados nos estudos de biodisponibillidade e bioequivaléncia, é
o fato do conjunto de dados poder conter valores extremamente altos ou extremamente baixos.
Essas observagoes atipicas (ouliers) podem representar um grande impacto na avaliagio da

bioequivaléncia. Existem basicamente trés possiveis tipos de out/zers nos estudos de bioequivaléncia:

1. Valores inesperados na curva de concentragao plasmatica versus tempo, para determinados
tempos de coleta;

2. Valores extremamente altos ou baixos para determinada formulacio (teste ou referéncia);

3. Individuos incomuns que exibem biodisponibilidade muito inferior ou muito superior com
relagio ao medicamento referéncia, ou seja, uma diferenca muito grande para o
comportamento da curva entre as duas formula¢oes, implicando em valores diferenciados

para todas as medidas farmacocinéticas avaliadas.

Para o primeiro tipo de outlier, Rodda (1986) indicou que as observacoes inesperadas da curva de
concentragao plasmatica versus tempo, normalmente tém um efeito pequeno sobre o calculo de

ASC, e consequientemente tem um pequeno efeito na comparagao da biodisponibilidade.

O segundo tipo de outlier caracteriza-se pela presenga de valores muito altos ou muito baixos para a
medida avaliada em determinada formula¢ao, em outras palavras, significa que a distancia entre os
valores da medida farmacocinética para o medicamento teste ¢ o medicamento referéncia de um
determinado individuo é muito grande. Esse tipo de out/ier tem certamente um grande impacto na
avaliagdo comparativa, considerando o critério da bioequivaléncia média, pelo fato da média ser um

estimador muito sensivel a presenca de valores extremos.

Para o terceiro tipo de outlzer, similarmente ao segundo caso, como indicado por Chow e Tse (1990),
a presenca de um individuo atipico pode vir a anular a conclusio de bioequivaléncia do estudo. A
constata¢ao de biodisponibilidades extremamente baixas, ou extremamente altas entre os voluntarios,

pode vir a indicar que a variabilidade da resposta a alguma das formula¢oes nao é homogénea.
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Portanto, uma analise comparativa de biodisponibilidade, sob a presenca de individuos potencialmente
atipicos, possivelmente pode ter que lidar com a rejeigao da bioequivaléncia entre as formulagdes
testadas, quando na realidade, elas sio bioequivalentes. Nesse sentido, a selecao e os critérios para
inclusao de voluntarios nos estudos podem atuar como fatores determinantes no intuito de evitar a

presenca de voluntarios atfpicos nos ensaios de bioequivaléncia.

Para um determinado conjunto de dados, um individuo out/ier potencial pode ser detectado através
da plotagem dos valores da medida farmacocinética avaliada para os diversos voluntarios, da
formulagdo teste versus referéncia (Ex: Cmax, =Cmax). O individuo é detectado em fun¢ao do
seu respectivo ponto apresentar um grande desvio em relagdo a reta y = x. Dessa forma, a construgao
dos graficos apresentados nas figuras 5.1 e 5.2 servem como uma analise preliminar para a detecgao

de potenciais outliers.

600 -

500 /"\
400

£ 300 -
(@)
200 -+
100 hd
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 = R
1 2 3 45 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Voluntarios — T

Figura 5.1. Concentragiao maxima dos 24 voluntarios para cada uma das formulagdes
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Figura 5.2. Cmax referéncia versus teste para 24 voluntarios

No exemplo ilustrado pela Figura 5.1, observa-se que o voluntario nimero 23 exibe
biodisponibilidades distintas para os medicamentos teste e referéncia. A Figura 5.2, ilustra o mesmo
caso, evidenciando de uma maneira diferente a presenca de um possivel out/zer. Esse ponto representa

um desvio bastante grande em relagio a reta y=x.

Uma outra ferramenta visual bastante util para a identificagao de possiveis outliers ¢ o diagrama de
caixas ou grafico do tipo box-plot (ver Apéndice), pois o mesmo ¢ construido de forma a fornecer

informacgoes sobre a simetria e variabilidade dos dados.

Os estudos para detecgao de valores potencialmente atipicos tém recebido bastante atengao nas
ultimas décadas, em particular, o desenvolvimento de métodos para o tratamento de outliers em
modelos de regressao linear. Como normalmente os estudos de biodisponibilidade nao se aplicam a
utilizagao de modelos de regressao linear, torna-se necessario o desenvolvimento de novos métodos
que venham a proporcionar maneiras de identificar observagdes atipicas nesse caso. Uma vez detectada
uma observagao atipica, a questao de interesse, portanto, ¢ saber qual o peso daquele valor em
relagdo a avaliacio da bioequivaléncia. Com base nas indicagdes dos 6rgaos reguladores e nas
legislagoes vigentes, a retirada de voluntarios de um estudo em funcdo de seus dados nao se
apresentarem de maneira similar aos dos outros voluntarios sem justificativa convincente pode
afetar a validagao do estudo. Em muitos casos, nao ha como precisar se essa aparente nao similaridade,
¢ um resultado de erros laboratoriais, erros de transcricao, ou outras causas nio relacionadas a
bioequivaléncia. Portanto, a retirada de voluntarios do estudo nao ¢ recomendada, especialmente
para experimentos nao replicados. A legislagao brasileira preconiza que no caso de retirada de
voluntarios que apresentarem comportamento discrepante nas medidas de absor¢ao, em relagao
aos demais voluntarios, sua exclusao do estudo devera ser justificada. Nesse caso, deverao ser
apresentados os resultados do estudo com e sem a inclusdao de seus dados, no sentido de avaliar o
impacto da retirada dessa observacao.
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5.3. Ocorréncia de observagdes faltantes

Como ja foi citado anteriormente, as medidas farmacocinéticas avaliadas na bioequivaléncia derivam
diretamente da curva de concentragio do medicamento ao longo do tempo, que é caracterizada
pela quantificagdo de um determinado nimero de amostras bioldgicas, relativas a tempos de coleta
previamente estabelecidos. Em algumas situagdes, pode ocorrer a perda de amostras, impossibilitando
a quantifica¢ao de farmaco em determinado horario de coleta. Essa perda pode ocorrer por motivos

diversos, exemplificados a seguir:

* Perda da veia do voluntario durante a coleta;
* Atraso excessivo na coleta para determinado tempo;
* Quebra de tubos durante a centrifugacao;

* Quebra de tubos nas fases seguintes.

Nesses casos, recomenda-se que a curva de concentrac¢ao sangiinea seja obtida sem a interpolagao
do ponto faltante, o que ndo compromete a obten¢ao das medidas farmacocinéticas como area sob
a curva de zero ao dltimo tempo de coleta, e a area sob a curva de zero a infinito. Por outro lado, a
presenca de uma amostra faltante proxima ao valor de concentragao maxima pode vir a comprometer
a realidade desse parametro. De qualquer forma, devem sempre ser considerados os valores que
foram quantificados de fato, nio devendo existir nenhum tipo de procedimento para a estimagao
dos valores faltantes. F importante ressaltar que o excesso de valores faltantes pode vir a comprometer
a validade do estudo.

5.4. Bioequivaléncia individual e populacional

O manual abordou toda a analise estatistica baseada no critério da bioequivaléncia média, mas ¢
importante ressaltar a existéncia dos conceitos relativos a bioequivaléncias individual e populacional.

Esses novos critérios para a avaliagao da bioequivaléncia podem ser bastante uteis em alguns casos.

De acordo com a definigdao apresentada nos capitulos anteriores, a bioequivaléncia média focaliza
somente a comparag¢ao das médias populacionais referentes as medidas farmacocinéticas de interesse.
Em contrapartida, os critérios da bioequivaléncias individual e populacional englobam além das

médias, as respectivas variancias associadas as medidas farmacocinéticas avaliadas.

O critério da bioequivaléncia populacional leva em consideragao a variabilidade total associada a
medida de interesse. Ja o critério da bioequivaléncia individual agrega a variabilidade intra-individual
nas formulagoes teste e referéncia, além do componente de variagdo associado a interagdo entre
individuos e formula¢ao, que equivale a variacdo entre as médias das formula¢oes T e R devido as

diferencas existentes entre os individuos.
Hauck & Anderson (1992) apresentam consideragdes e comparacoes dos trés tipos de bioequivaléncia,
bem como as indica¢bes para a construcao dos intervalos de confianga. O Volume 19, do periédico

Statistics in Medicine de 2000, é dedicado a artigos relacionados a bioequivaléncia individual.
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I APENDICE - CONCEITOS ESTATISTICOS BASICOS

Apresentamos neste apéndice um resumo de conceitos estatisticos basicos envolvidos neste manual.
Destacamos estatisticas descritivas, representagao grafica, no¢oes de inferéncia estatistica e de duas
técnicas estatisticas: regressao linear simples e analise de variancia.
Notagao
X: variavel de interesse, por exemplo: Cmax, ASC, Tmax
7 : tamanho da amostra
X, X.,....,x valores observados
1 2 n
I — Estatisticas descritivas

e Média aritmética

A média aritmética X ¢ dada por:

* Média geométrica

A média geométrica x ¢ dada por:

Quando se toma a variavel X na escala logaritmica, isto ¢, Y=In X, tem-se que:

i)’i ilnxi N 4

;:i=l _ =l :ln(Hxi) =lnX
n n i=1
ou ainda
X =exp{y}
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Em palavras, a média aritmética na escala logaritmica é igual ao log da média geométrica na escala

original, ou ainda, a média geométrica na escala original é igual ao exponencial da média aritmética

na escala logaritmica.

* Mediana

Por defini¢ao, a mediana é o valor que divide a distribui¢io a0 meio. Em outras palavras, 50% das
observacdes ficam acima da mediana e 50% abaixo.
* Variancia

A variancia s? é uma medida da variabilidade dos dados em torno da média e é definida como:

Y -’

2
§° =

n—1

* Desvio-padrao

Como a unidade da variancia ¢ a unidade de medida de X ao quadrado, ¢ usual trabalhar a raiz

quadrada da variancia, estatistica conhecida como desvio-padrao (s), definida como:

* Erro-padriao da média

O erro-padrio da média s(Xx ) é dado por

s(X)= —

Jn

e representa o desvio-padrao da distribui¢ao das médias.

* Coeficiente de variagio

O coeficiente de variagao (C17), uma medida de variabilidade padronizada pela média, é definido como

a razao entre o desvio padrao e a média, isto é:

CV =

=| | @
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e Percentil

Indica o valor acima ou abaixo do qual se encontra uma determinada porcentagem dos dados. De
forma geral, o percentil de ordem x, representado por P, € o valor que ¢ precedido (maior ou igual)
por (xn)/100 dos valores e seguido (menor ou igual) por (100-x)n/100. Por exemplo, a mediana é o

percentil de ordem 50; o percentil de ordem 90 é precedido por 90% dos valores da distribuigao.

Os percentis de ordem 25, 50 e 75 sio chamados, respectivamente primeiro, segundo e terceiro
quartis porque dividem a distribui¢do em 1/4,2/4 = 1/2 e 3/4. Sao representados por Q, Q, e Q,
¢, evidentemente, Q, € outra notagio para a mediana.

IT — Representagio grafica

Apesar de existirem inumeras formas graficas interessantes, limitaremos aos tipos de graficos mais
simples, mas bastante tteis para a identificagao da forma de um conjunto de dados e de sua descricao:
histograma, grafico de linhas (ou perfis), grafico de probabilidade, também conhecido como Q-0

plot e boxplot.
* Histograma

Histograma é um grafico de barras justapostas em que no eixo horizontal esta a variavel de interesse,
dividida em classes geralmente de mesmo tamanho. No eixo vertical, constréi-se uma barra para
cada classe com altura igual a freqiiéncia absoluta ou relativa correspondente. A barra é centrada no

ponto médio da classe.
* Grafico de linhas ou de pertfis

O grafico de linhas ¢ uma representagdao apropriada para dados coletados ao longo do tempo.
Consiste em colocar no eixo horizontal do grafico a escala temporal (hora por exemplo) e no eixo
vertical a varidvel a ser estudada (freqiiéncia, taxa ou medida tomada). F usual unir os pontos através
de segmentos de reta, dai o nome recebido.

Através desses graficos é possivel constatar algum tipo de tendéncia e identificar alguns dados

atipicos (picos por exemplo).
* Grafico de probabilidade (Q-Q plot)

O grafico de probabilidade, também denominado Q-Q plot, disponivel em muitos programas de
computador é construido de tal forma que se ha uma boa aderéncia dos dados a uma determinada
distribui¢ao, por exemplo a normal, as observagdes estardo alinhadas em torno de uma reta destacada
no grafico. A avaliagao pode ser visual ou mais formalmente através de um teste de significancia.

Neste caso, uma boa aderéncia fornece um valor-p grande.
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* Boxplot

Um tipo de grafico muito util para a descri¢ao de dados, visualizagao de sua variabilidade, comparagao
entre diferentes grupos é o grafico em caixas, boxplot, em inglés. Foi introduzido pelo estatistico

americano John Tukey em 1977.

Para a construcio do boxplot obtém-se primeiro as seguintes estatisticas: primeiro quartil (Q,), mediana
(Q,), terceiro quartil (Q,) e a distancia interquartilica (DQ), definida como DQ=Q), - Q,. O boxplot

¢ obtido seguindo os seguintes passos:

1. Numa reta sio marcados o primeiro quartil (Q,), a mediana (Q,) e o terceiro quartil (Q,).
2. Acima dessa reta constréi-se um retangulo com limites iguais as posi¢oes do primeiro e terceiro
quartis, cortado por um segmento de reta na posi¢ao relativa a mediana.
3. A partir dos limites do retangulo, tracam-se linhas até:
(a) encontrar um extremo (valor maximo ou minimo) ou
(b) um valor correspondente a 1,5 DQ), se o extremo correspondente estiver a
mais de 1,5 DQ do quartil respectivo.
Os pontos que estao a mais de 1,5 DQ do quartil correspondente até 3,0 DQ sio chamados

pontos externos e os que estao a mais de 3,0 DQ, pontos soltos.

O boxplot também fornece informagdes importantes sobre o comportamento do conjunto de dados,
como simetria e variabilidade. Se a amplitude for muito maior que a distancia interquartilica e a
mediana estiver mais préxima do primeiro quartil do que do terceiro quartil, ha fortes indicacoes de

assimetria positiva e de grande dispersao das observagdes, além da presenga de outliers.
ITI — Inferéncia estatistica

A inferéncia estatistica pode ser avaliada através de estimagao (pontual ou por intervalo) e testes de

hipéteses, conceitos apresentados a seguit.
* Estimacgdo pontual

O primeiro passo para se ter uma idéia de um parametro de uma distribuicao (por exemplo, média,
desvio-padrio) ¢ obter a estimativa baseada nas observa¢des da amostra. Por exemplo, se X segue
uma distribuicio N(u,6%), a média amostral X estima a média populacional L, e o desvio padrio

amostral s estima G.
* Intervalo de confianga

Com a construcido de intervalos de confianga agregamos ao estimador pontual informagao sobre
sua variabilidade. Isto ¢ feito escolhendo-se um limite inferior e outro superior para a estimativa. De
uma maneira bem geral, a forma do intervalo de confianca para um parametro ¢: estimativa pontual

* fator x erro-padrao do estimador. Esse fator ¢ um percentil de uma distribuicao de probabilidade.
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* Teste de hipoteses

Geralmente podemos formular os problemas através de duas hipéteses: H (hipotese nula) e H
(hipotese alternativa). Na comparaciao de dois tratamentos ¢ usual fixar como hipotese nula a
inexisténcia de diferenga entre os dois tratamentos comparados. A hipétese nula deve ser comparada
com uma hipétese alternativa. Para cada situacao existem muitas hipoteses alternativas adequadas,
mas a mais usual é a inexisténcia de igualdade entre os tratamentos. As formulagdes das hipoteses

nula e alternativa para estudos de bioequivaléncia estao apresentadas no Capitulo 3.

O critério de decisao é baseado na estatistica de teste. De uma forma bem genérica e intuitiva
podemos dizer que a estatistica do teste mede a discrepancia entre o que foi observado na amostra
e o que seria esperado se a hipdtese nula fosse verdadeira. Uma grande distancia medida pela

distribui¢ao de probabilidade é indicagao de que H,, nio ¢ verdadeira, devendo, portanto, ser rejeitada.
* Erros do tipo I e II, nivel de significincia e poder do teste

Em termos técnicos, a decisio de rejeitar H quando de fato H € verdadeira é chamada de erro do
tipo I. Para evita-lo, escolhemos um critério de decisao (que corresponde a um percentil de uma
distribuicao de probabilidade) que torna este erro pouco provavel. Na literatura, a probabilidade de
cometer este erro recebe o nome de nivel de significancia do teste, sendo usualmente representado

pela letra grega o (1é-se alfa).

Ha, no entanto, um segundo tipo de erro: nao rejeitar a hipotese nula quando ela é falsa. A

probabilidade do erro do tipo II é usualmente representado pela letra grega B (1é-se beta).

A capacidade de um teste identificar diferengas que realmente existem, ou seja, de rejeitar Hj quando

¢ realmente falsa, ¢ denominada poder do teste ¢ é definida como 1-f.
* Probabilidade de significiancia (valor-p)

Existem duas opgdes para expressar a conclusao final de um teste de hipdteses. A primeira consiste
em comparar o valor da estatistica de teste com o valor obtido a partir da distribui¢do tedrica,

especifica para o teste, para um valor pré-fixado do nivel de significancia (por exemplo 5% ou 1%).

Na segunda abordagem, o interesse é quantificar a chance do que foi observado ou resultados mais
extremos, sob a hipétese de igualdade dos grupos. Assim, essa opgao baseia-se na probabilidade de
ocorréncia de valores iguais ou superiores ao assumido pela estatistica de teste, sob a hipotese de
que H, seja verdadeira. Este nimero é chamado de probabilidade de significancia ou valor-p e

freqiientemente ¢ indicado apenas por p.
Portanto, quanto menor o valor-p maior a evidéncia para se rejeitar H. De um modo geral, considera-

se que valor-p menor ou igual a 0,05 indica que ha diferencas significativas entre os grupos. Também

pode ser pensado como o menor nivel de significancia para o qual se rejeita H,.
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A decisao final sobre a hipétese nula é tomada comparando-se o valor-p com um valor pré-fixado,
usualmente 0,05. Quando o valor-p é menor que este ponto de corte, o resultado é chamado
estatisticamente significante e, altamente significante, quando ele ¢ menor que um ponto de corte
ainda menor (digamos 0,01). Nas outras situagdes o teste é dito nao significante. Por esta razao, os

testes sao denominados testes de significancia.

* Regressao linear simples

Em um estudo sobre a relagdao entre duas variaveis (Y e X), seja Y a variavel resposta (também
conhecida como dependente) e X a variavel explicativa (também conhecida como variavel
independente ou regressor). O modelo de regressio linear simples ¢ dado por y = B + Bx + &,
onde B, é a constante ou intercepto, 3, ¢ o coeficiente da regressio ou inclinagao da reta e € € o erro
aleatério, supGe-se que segue uma distribui¢do normal com média zero e variancia desconhecida,

mas que pode ser estimada a partir dos dados.

Pelo método de minimos quadrados, as estimativas de f3, e B, sao:

Y@ 00, - ) )
ﬁ1:l:1 . — € ﬂo:y_ﬁl)_c
Z(xi - x)’

Uma aplicagao de regressao linear simples em estudo de bioequivaléncia foi citada no Capitulo 1.
* ANOVA

A ANOVA ¢é a abreviacao de Analysis Of Variance e consiste na decomposi¢ao da soma de quadrados
total em parcelas de somas de quadrados devido a varias fontes de variaciao. Através das somas de
quadrados e os graus de liberdade associados a cada fonte de variagao, obtém-se os quadrados
médios, definidos como a razao entre a soma de quadrado e o grau de liberdade. Comparando-se os
valores de quadrados médios de forma apropriada, ¢ possivel testar hipoteses sobre efeitos envolvidos

no contexto do problema.

Virios exemplos de ANOVA foram apresentados no Capitulo 2, sobre o planejamento crossover.
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