03043
2

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS' 2 ’67

PROFESIONAL Y DE POSGRADO.

% COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES
VriveRaDAD Magoral,
Affnasn

DISENO Y ANALISIS DE EXPERIMENTOS
EN BIOEQUIVALENCIA

FALLA DE ORIGEN |

Tesina para obtener e! Diploma de la
Especializacién en Estadistica Aplicada,
que presenta:

Q.F.B. ALMA ROSA CORTES ARROYO

Asesorada por:
M. en C. RAFAEL MADRID RIOS

México D.F. ) 1991.



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

INTRODUCCION

" I. GENERALIDADES

1. Biodisponibilidad. ......,

2. Metodologia Experimental en Pruebas de Biodisponibilidad. .
2.1 Criterios para la Seleccion de SUje{os. ‘
2.2 Eleccién de la Modalidad de Administracion.
2.3 Eleccién de Respuesta a Analizar.

2.3.1 Concentracion Plasmatica. ..
2.3.2 Exerecién Urinaria. .......

(4]

. Disefio y Andlisis Estadistico de Experimentos en Estudios de Biodisponibilidad. ...:
3.1 Fusntes de Variacidn en Estudios Realizadcs con Disefios Cruz'adboé.
3.2 Disefio Aleatorizado en Bloques

3.3 Diseno en Cuadro Latino

3.4 Disefio en Bloques Incompletos

3.5 Disefios Extra-Periodo....

3.6 Cuadro Latino con Medidas Repetidas

4. Decisién de Bioequivalencia

4.1 Intervalos de Confianza de Westlake.................

il. SECCION EXPERIMENTAL

I1l. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

1. Resuftados......

2. Andlisis de resultados

CONCLUSIONES ..




APENDICES

Apéndice A
Apéndice B

Apéndice C
Apéndice D.........

REFERENCIAS




INTRODUCCION

En México existen aproximadamente 325 laboratorios farmacéuticos que producen miles
de medicamentos, dentro de los cuales existen varios que contienen el mismo principio
active en igual o diferente forma farmacéutica. Por ejemplo, la ampiciina {antibidtico de
amplio espectro) existe en mas de 65 productos comerciales en  diferentes
presentaciones, entre otras, 25 en capsulas, 14 en suspension y 14 en solucidn inyectable.
Y ya que cada uno de estos productos es producido con diferentes excipientes y
procesos de fabricacion, puede ocurrir que los resultados terapéuticos después de su
administracidn sean difererntes.

El objetivo principal de tas pruebas de bioequivalencia es verificar que los medicamentos
nuevos {genéricos) elaborados después del medicamento innovador (estandar o producto
de patente), sean equivalentes; de tal manera que no implique ningdn riesgo para el
paciente el ser tratado con cualquiera de ellos.

En México la Direccién General de Control de Insumos para fa Salud de ta Secretarfa de
Salud exige desde 1988, para el Registro Sanitario de Medicamentos, realizar el estudio de
bicequivalencia en vojuntarios, comparanda ¢on el medicamento de Nuevo Registro en
México. Si existe correlacion in vivo e in vitre publicada o debidamente documentada, el
efectuar la prueba de disolucidn in vitro oficial podré ser considerada por las Autoridades
Sanitarias como suficiente para efecto de la demostracion de bicequivalencia.{1)

En los estudios de bioequivatencia, 1a unidad experimental es el ser humana , por {o que
debe haber una planeacidn detaliada, ia cual incluye necesariamente un disefio estadistico
de experimantos que identifique 1a presencia de los factores que pueden influir en ia
respuesta y minimice la variabilidad en el estudio.

Por la anterior, en este trabajo se anafizan algunos aspectos en cuanto al disefio y analisis
estadistico de experimentos, prestando siempre atencidn a los efectos residuales o
acarreados que pueden tener algunos tratamientaos sobre los administrados
subsecuentemente en un mMismo sujeto, ya que si bien en algunas referencias del campo.
biofarmaceutico se mencionan, no indican como deben evaluarse.

Es de suma importancia 3 evaluacion de los efectos residuales en este tipo de
experimentacion, ya que en ocasianes es dificil fograr un periodo reat ds lavado, sobre
todo cuando se trabaja con sujetos que padecen de cierta enfermedad, jos cuales na
pueden permanecer sin el tratamiento farmacéutico sugerido por el médico.

Aqui, se tratard un caso real, de un estudic de bioequivalencia para comparar cuatro
formulaciones de diazepam (con equivalencia quimica), en donde una de elias es la

innovadora fabricada por un labaratorio suizo y las otras tres son tormulaciones genéricas
de arigen Nacional,
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La parte experimental a la que se hace reterencia, fue realizada en el Instituto Nacional de

Neurologfa y Neurocirugla con pacientes psiquiatricos hospitalizados, bajo un disefio -

Guadro Latino balanceado para efectos residuates.

Nota: para cualquier duda con respecto a la terminologia biofarmacéutica, se presenta un
glosario en e! apéndice D (pag.46).
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1. GENERALIDADES

Los farmacos utilizados en clinica, estan disponibles para su administracion en varias
formas farmacéuticas. Por elemplo un farmaco puede ser formulado para la administracién
oral camo una tableta o capsula o bién como una solucidn o suspension. También puede
ser formulado como un inyectable (intrarmuscular o intravenoso), como una tableta
sublingual, o como un preparado para administracién topica como crema o unguento (2).

En la actualidad, existe en el mercado, un nimero elevado de formas farmacéuticas que
contisnen el mismo principio activo, 10 cuél lleva al médico a tener que elegir entre uno de
tantos para la prescripcion de sus pacientes. Es por esto que todos los medicamentos
que contengan el mismao principio activo deben ser bioequivalentes.

Bioequivalencia es un término utilizado para comparar, in vivo, dos o mas formulaciones
de medicamentos que contienen el mismo principio activo.

£l que dos formulaciones que contengan el mismo principio activo sean terapéuticamente
equivalentes implica que posean:

1. Equivalencia quimica.- Medicamentos de igual forma Farmacéutica que contengan la
misma cantidad de principio activo,

2. Equivalencia biologica.- Equivalentes quimicos que liberen la misma cantidad de
principio activo a la circulacion sanguinea. Lo cual se considerara en adelante como
bicequivalencia.

3. Equivalencia terapéutica.- Equivalentes quimicos que produzcan el mismo efecto
terapéutico sobre un sintoma o enfermedad.

Una demostracién directa de equivalencia terapéutica de dos diferentes formulaciones
requeriria de una prueba clinica en donde se comparen los efectos terapéuticos, 1o cual
resulta dificil porque un efecto terapéutico no siempre es facilmente medible, es por esto,
que se emplea la bioequivalencia como una medida indirecta para probar la equivalencia
terapéutica.

La bioequivalencia, es probada por medio de estudios de biodisponibilidad, entendiendo
por esto Gitimo la cuantificacién de la cantidad y velocidad a la cual el principio activo es
absorbido desde el producto farmacéutico en que fue administrado hasta la circulacion
sangufnea. Suponiendo, que la equivalencia bioldgica es también equivalencia terapéutica,
esto es: dos formulaciones que no difieren mucho en fa velocidad y cantidad con la cual
hacen disponible el principio activo en la circulacién, no diferirdn mucho en su eficacia
terapéutica, ya que una vez estando el farmaco en el sistema circulatorio, su distribucién,
metabolismo y excrecidn no seran influenciados por la formulacién (2).
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En Jos estudios de biodisponibilidad comparativa se busca la biceguivalencia entre la
misma o diversas formas farmacéuticas, de manera que fos procesos involucrados en &l
trénsito del farmaco en el organismo no difieran demasiado, y por tanto que fa respuesta
clinica sea la misma.

Un medicamento en el organismo sufre un proceso de varias stapas, por medio de las
cuales es aprovechado (figura 1}. Este aprovechamiento va a depender de varios factores
como pueden ser entre otros: la forma farmacéutica y su proceso de fabricacidn; la via de
administracién; y ya dentro del organismo, de diversos factores fisioldgicos. Todo esto
pueda ayudar o perturbar el objstive fundamental de Ia medicacién que es el ds eliminar o
mitigar una enfermedad.

ncio &ctivo | Disgra- e Acﬂvv Dlum— rll\(ima Achvo
o actdn P - " ™ pisuetts Wﬁdﬂ
-
/ g

Respoesia Eiecio P PP ‘
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Fig 1. Eventos que influyen en lo respuesia clinico de un medicementa,

Dada la gran complejidad de factores gue estdn involucrados en los procesos de la
farmacoterapia, es que existe toda una planeacion de estudios que puedan Hevar al uso
confiable de substancias medicamentosas para lograr la salud y bienestar del paciente, Y
gran parte de estos estudios se basan en fa biodisponibilidad de medicamentos.

1. BIODISPONIBILIDAD. '

Se ha definido 1a biodisponibilidad como Ia cuantificacién de la cantidad y velocidad a la
cual el principio activo flega a! torrente ctroulatorio. En el caso de los medicamentos que se
administran segn una pauta continua, es decir de manera cronica, la cantidad total det
principio activo absorbido es, por lo general, mas decisiva que su velocidad de absarcién.
Sin embargo, para fas substancias que puedan resultar efectivas después de una sola
dosis, puede ser la velocidad de absarcidn, mas que la magnitud de la misma, el
parémetro mas importante (3). Es por esto que dependiendo de que farmaco se trate serd
la eleccion del parémetro a estudiar.
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En un estudio de bigdisponibilidad comparativo, no se prejuzga la cantidad del farmaco
absorbido ni la cinética de disponibiidad del principio activo contenido en los
medicamentos. La comparacion solo sirve para determinar ia *biodisponibilidad relativa”
del medicamento en estudio respecto al de referencia; es simplemente la bisqueda de la
existencia de una identidad en los resultados, para ver, si existe bioequivalencia entre ellos
que justifiquen su posibilidad de intercambio en prescripciones sin riesgo para el paciente
3).

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL EN PRUEBAS DE
BIODISPONIBILIDAD.

La metodologfa experimental utilizada depender4 de los objetivos del estudio, pero existen
tres cuestiones fundamentales que son: eleccion de sujetos, eleccidn de la modalidad de
administracion y eleccion de la respuesta a analizar.

2.1 Criterios para la Seleccidn de Sujetos.

El elegir al hombre como sujeto de experimentacion en un estudio de biodisponibilidad, es
légico cuando se trata de medicamentos destinados a la administracion humana, y
depende del objetivo de estudio si los sujetos seleccionados deberdn ser voluntarios
sanos o enfermos. La eleccién de voluntarios sanos ocasiona algunas veces problemas
éticos, pero el utilizar voluntarios enfermos ocasiona problemas practicos importantes
debido al riesgo, a menudo inevitable, de asociaciones medicamentosas que pueden
alterar 1a farmacocinética del farmaco en estudio, asi como la alteracién de su transito in
vivo debido a la enfermedad. Resulta entonces que si una medicacién asociada no puede
ser interrumpida antes del inicio de un estudio, esta medicacién deberd permanecer
constante durante todo el periodo de estudio.

Los sujetos deberdn ser elegidos bajo criterios muy estrictos, eliminando de la muestra,
por ejemplo, aquelios que presenten una patologia asociada susceptible de alterar jos
criterios de biodisponibilidad (insuficiencia renal, dafio hepético, etc.).

Los criterios de admisién en la muestra deben ser definidos con precision, tratando de que
sea lo mas homogénea posible, ya que se sabe que la variabilidad en la respuesta a un
tarmaco difiere en un mismo sujeto y mas aun entre diferentes sujetos.

Por otra parte, los sujetos seleccionados deben ser objeto de un control clinico completo
de su estado general de salud, con especial hincapié en las funciones de eliminacién
(higado y rifién), el aparato digestivo y el sistema cardiovascular. Asi mismo deben
realizarse examenes quimicos (sangre y orina), hematologicos e incluso exploraciones
funcionales concretas en funcion del farmaco en estudio. Todo esto para asegurarse que
el sujeto no corra algun riesgo particular al someterio al estudio y que no presente una
variabilidad demasiado amplia a nivel de los resuftados experimentales (3).
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El factor econdmico siempre es importante, por lo que se tratara de que el nimero de
individuos sea el minimo dentro de lo requerido para un anélisis estadistico valido.

2.2. Eleccién de la Modalidad de Administracién.

En un estudio de biodisponibilidad, las formas de administracién pueden influir
considerablemente sobre los resultados y su interpretacion, por lo que ésta debe
planearse de acuerdo al farmaco en estudio.

Debido a que ciertos f&rmaco son de toma esporadica y poco repetitiva, mientras que
otros necesitan ser administrados cronicamente (dosificacién repetida o multiple), el
estudio de biodisponibilidad puede ser realizado en ambas formas. La eleccién de estos
dos métodos no solo depende del régimen normal de utilizacion terapéutica del
medicamento, sinc también de las posibilidades experimentales y de las ventajas o
inconvenientes respectivos de estas modalidades de administracion.

Es fundamental que la posologia sea com(in para los distintos medicamentos a comparar.
En el caso de administraciones crénicas, debe haber un intervalo de tiempao idéntico entre
las tomas, respetando una misma hora de la toma para todos los sujetos y para todos los
medicamentos a fin de tener en cuenta la intervencion eventual de los fenémenos
cronoldgicos (3).

Si los medicamentos se dan en forma sucesiva en un mismo sujeto, las tomas en dosis
Unicas deben programarse en funcion de la eliminacion total del principio activo (periodo
de lavado) antes de cada nueva administracion; se recomienda esperar un intervalo de 7
vidas medias (tiempo al cual la concentracién plasmética a disminuido el 50% de la
concentracién méaxima alcanzada) entre cada administracion de un nuevo medicamento.

En caso de dosis repetidas el periodo de lavado real no existe, pero el tiempo entre la
administracion de un medicamento y otro distinto, también depende de la vida media del
farmaco.

2.3. Eieccion de Respuesta a Analizar.

La eleccion de la respuesta a analizar es delicada, pues no solo depende de las
posibilidades experimentales, sino también de hipdtesis farmacocinéticas mas o menos
numerosas que influyen sobre la interpretacion.

La comparacién menos controversial de la biodisponibilidad de dos o més formulaciones,
resulta de la observacién continua de concentracion plasmatica vs. tiempo. Siempre que
sea posible, es preferible el ensayo de muestras plasmaéticas. Si no existiera un método
para la determinacion del farmaco en plasma o si los niveles en plasma para la dosis
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normal fueran demasiado bajos para poder ser determinados, deberan utilizarse muestras
de orina para el estudio, pues es esta otra manera de poder evaluar fa cantidad de
tarmaco absorbido. Se puede anafizar fa cantidad del farmaco, como tal, cuando este no
es metabolizado, o bien los metabaotitos formados en fa biotransformacion del farmaco (2).

2.3.1. Concentracidon Plasmaética.

Para determinar la blodisponibilidad y establecer fa bioequivalencia de productos
medicamentosos pueden wtilizarse diferentes parametros, los mas importantes y comunes
son:

a) Concantracion plasmética méaxima obtenida (Cpmax).

b) Tiempo af cual se alcanza la concentracion méaxima (TMax).

c) Area bajo la curva de concentraciones sanguineas o plasmética vs. tiempo (ABC).
dj El perfi completo de concentracion plasmatica vs. tiempo.

Estos pardmetros se encuentran representados en la grafica 1.
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Grdlico 1. por dmetros formacecindlicos para medir Yo blodisponiblided
de medicomentos.

Si se quiere hacer la ecomparacidn ¢on un solo parametro, ef anélisis se efectlia de la
manera tradicional para el disefio utitizado. ’

Es comun, considerar mas de un pardmetro, por ejemplo: Cpmax ¥ TMax, o bien, la
concentracion de! farmaco a dos o mas tiempos después de la dosificacién, en cuyo caso,
se pueden utilizar modelos de medidas repetidas, o andlisis multivariado (4,5, y 6).
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Es impontante considerar la respuesta a analizar, ya que puede suceder que se tenga el
mismo promedio de concentracion plasmética durante un intervalo dado de tiempo, pero
que el perfil sea completamente distinto, Gréfica 2.

Concenirecién Posmdtica

Tiempo
Gedlico 3. Diterentes perfiles de niveles plasmdlicos con el mismo promedio
de concenirocidn en et liempo,

Finalmente, un tipo de caracteristica que es frecuentemente analizada es algtin parametro
farmacocinético estimado por funciones mateméticas tal como la constante de absorcion
o eliminacién, o sus correspondientes vidas medias (7). Un serio problema asociado con
andlisis de este tipo es gue estos pardmetros son estimados y no observados, y dicha
estimacién puede ser con mayor o menor precisidn, dependiendo del ajuste al modelo
farmacocinético supuesto y de la calidad de los datos. Por esto se sugiere que cualquier
andlisis de pardmetros farmacocinéticos estimados sea tomado solo como gufa
aproximada y que se ponga particular atencion a cualquier heterogeneidad de la varianza
del error de los valores de los pardmetros estimados (8).

Por ofra parte, en estudios de administracion cronica, debe determinarse la concentracién
de! farmaco en su estado estacionario, esto es, en el tiempo previamente establecido
donde la concentracion plasmética se mantiene constante después de varias
administraciones, ver Gréfica 3.

2.3.2. Excrecién Urinaria.

En los casos de que el fdrmaco sea eliminado preferente por la orina en forma no
metabolizada, la determinacidn de la cantidad excretada por via renal es (itil para evaluar la
biodisponibifidad.

Los métodos de excrecién urinaria estdn sujetos a mayores variaciones y efrores que
aquelios en que se emplean técnicas de andlisis en plasma. E! principal problema es la
incompleta recoleccién de orina por perdida de alguna fraccién, por no haber sido el
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Concentrocién Pasmdtico

N N

Tiempo
Grético 3. Eslodo estacionorio dcanzadoe con o odminisiracién () de dosis
repelidos.

periodo de recoleccion suficientemente largo (cuando menos 7 vidas medias biolbgicas
del formaco) (3), o no haber controlado adecuadamente el pH urinario.

Ocasionalmente se puede emplear la determinacion de los metabolitos en la orina cuando
el farmaco se excreta principalmente en ésta forma.

El pardmetro mas comin para el analisis estadistico, es la excrecion acumulada de
farmaco y/o metabolitos.

3. DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO DE EXPERIMENTOS EN
ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD.

El disefio y andlisis deben ser determinados por los pardmetros evaluados y las
caracteristicas del farmaco. El propésito de un diserio estadistico es identificar y aislar las
fuentes de variacién de los datos, de manera que las comparaciones de interés sean lo
mas precisas posibles.

Se ha obsservado que cuando un grupo de sujetos es escogido de tal manera que resulten
lo méas homogéneo posible, las concentraciones plasméticas obtenidas después de una
misma dosis son igualmente variables para la mayorfa de los farmacos. Ahora, si el grupo
de sujetos es menos homogéneo, la variabilidad en concentraciones puede ser todavia
mayor, esta variacion puede deberse principalmente al volumen de distribucion y
metabolismo de cada sujeto (9). Asi pues, una de las mas grandes fuentes de variacion en
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un estudio de niveles plasmaticos surge de las diferencias entre suletos, y cualquier
disefio que haga posible remover esta variacion de la comparacién de formulaciones, sera
un disefio mas eficiente que e! que no permita identificar y remover esta fuente de
variacion.

Es por esto que ios disefios donde un sujsto recibe de manera alternada varias o todas
las formulaciones a comparar, son particularmente (tiles, estos diserios son los liamados
Diserios de intercambio (Changeover). Si los sujetos reciben algunas, pero no todas las
formulaciones se conoce como un disefio cruzado (Crossover). Y cuando los sujetos
reciben todas las formulaciones es lamado disefio cruzado completo (8).

Los disefios changeover o cruzados se definen como aqueilos donde 2 o més
tratamientos se aplican secuenciaimente a cada unidad experimental. Su importancia en
estudios de bioequivalencia radica en que se minimizan el nimero de sujetos y el gasto en
el experimento, manteniendo una sensibilidad razonable. A la vez, estos disefios son
particularmente efectivos porque reducen el error experimental, eliminando de éste la
variacién entre sujetos, y de esta manera aumentan la precisidn en la estimacion de
efectos y el poder de la prueba de hipotesis (8).

Es Importante considerar, que como varias formulaciones son aplicadas
subsecuentemente a cada sujeto, puede haber presencia de efectos residuales o
acarreados de un periodo a otro. Esto es, suponiendo que a un sujeto se le adminsta fa
forraulacién A en un ter. periodo y la formulacion B en un 20. periodo, el efecto de B
puede estar influenciado por restos de la formulacidn A que no ha sido eliminada
completamente, o bien, que un metabalito de A pueda estar presente en el 20. perfodo
afectando el metabolismo de B (1). Cuando el efecto ocurre después de un periodo de
experimentacién es llamado *ier efecto residual®, después de dos periodos "2o. efecto
residual® y asf suscesivamente.

Usualmente, en la mayoria de los campos de experimentacidn, el 1er efecto residual
puede ser mayor, y el segundo y subsequentes suscesivamente menores, por lo que
pueden no ser considerados. Algunas veces, sin embargo, el segundo efecto y
subsecuentes deben ser estimados y mas aun, en ocaciones puede ser que cualquier
efecto residual que exista en un periodo sea permanente en los periodos subsecuentes
(10).

Por lo anterior seria adecuado planear el diserio de tal forma que exista un balance para
efectos residuales.

3.1 Fuentes de Variacién en Estudios Realizados con Disefos Cruzados.

Las fuentes de variacion que pueden existir en los estudios realizados con disefios
cruzados se enlistan en la Tabla 1, esta lista ha sido dividida arbitrariamente en dos
categorias de aquelios factores que pueden ser aceptados debido a las circunstancias

GENERALIDADES Pag.&



naturales del estudio (variacion ineludible) y aquelios sobre los cuales el investigador tiene
un grado de control considerable (variacién controlable) (11).

Tabla 1. Fuentes de variacion en estudios de Biodisponibilidad.

1. Variacién Incontrolabie
A. Variacién de Sujetos
1. Entre
2. Dentro
B. Diferencias de Formulaciones
C. Interaccién Sujeto-Formulacién
D. Fluctuacién Aleatoria

Il Variacion Controlable

A. Efectos Residuales
1. Residuos de farmaco/metabolitos
2. Induccién metabdlica
3. Inhibicién metabdlica
4. Irritacién del tejido

B. Factor Tiempo
1. Tiempos de muestreo
2, Factores de almacenamiento

C. Factores Fisiologicos
1. Vaciamiento gastrico
2. Alimentacién, fluidos, otros farmacos
3. Variacion diurna

Variacién incontrolable:

Hay dos tipos de diferencias para los sujetos, una radica en que cada sujeto responde de
diferente manera a un mismo estimuio (variacién entre sujetos), y la otra por que un
mismo sujeto responde de modo diferente ante el mismo estimulo, cuando este es
aplicado en diferentes ocaciones (variacion intrasujeto).

Las diferencias de las respuestas a las diversas formulaciones son inherentes al estudio,
ya que estas formulaciones difieren en cuanto a las substancias utilizadas (excipientes)
para la produccién de los medicamentos, asi como en el proceso de fabricacion industrial
de cada una de silas, esta variacion es la que interesa estudiar en los estudios de
bioequivalencia. Para completar la lista se tiene también la variacion debida a la interaccién
de formulacion y sujetos, asf como la fluctuacion aleatoria.
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Variactén controlable:

La variacién controlable se refiere a aquella donde el investigador tisne un mayor grado de
control o influencia. Generalmente el efecto de estos factores varia directamente con los
cuidados tormados en la ejecucidn del estudio. Los efectos residuales enlistados pueden
ser controlados por un estudio previo determinando su presencia y subsecuente
incorporacién en Ia respuesta para minimizar su influencia. El factor tiempo, es impontante
y en ocasiones su eliminacién es casi imposible. Para ejemplificar esto, considerese la
préctica normal de analizar todas las muestras de un sujeto al mismo tiempo para reducir
la variacién en e} proceso analltico, esta practica requiere que Jas muestras del primer
periodo sean almacenadas hasta completar el estudio. Si el farmaco o metabolito a ser
analizado es inestable bajo las condiciones de almacenamiento, puede ser imposible
efiminar el error inherente en ensayos separados, sin (a introduccién de un error mayor
debido a la inestabilidad def farmaco. Los factores fisioldgicos enlistados son controlables,
pero son frecuentemente dificites de duplicar en cada perlodo del estudio (11).

Algunos de los disefios mas comunmente empleados en este tipo de estudios son
descritos brevemente en los siguientes apantados.

3.2 Disefio Aleatorizado en Blogues

El tipo mas simple de disefio cruzado completo es el disefio aleatorizado en bloques (O
disefio en bloques al azar}, en donde cada bloque representa un sujeto. En este disefio
cada sujeto recibiré cada una de las formulaciones a comparar, asignandole a cada uno,
de manera aleatoria el orden de administracion. La tabla 2 da un ejemplo para 8 sujetos,
donde cada uno recibe cuatro formulaciones A, B, Cy D.

Tabla 2. ensayo de niveles sanguineos en un diserio aleatorizado en bloques

Sujeto Periodo 1_| Periodo 2 | Perlodo3 | Periodo 4
1 A

[ RO NE SRV
gio»|n|olo
[eXi=Ried (oRivh o]
w{> [T >
»0|O|>|m|T

£l propdsito de la aleatorizacidn es asegurarse de que si hay un efecto del factor Periodo
(por ejemplo, si la absorcién del farmaco tiende a aumentar de perfodo a periodo), fa
comparacién de las formulaciones no este influenciada por éste. Sin embargo, como el
nimero de sujetos disponibles para estas pruebas generalmente no es muy grande, el
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contar con un nimero pequefio de sujetos y aleatorizar e! orden de la administracion de
las formulaciones, llevara a obtener un disefio desbalanceado en cuanto a los periodos
(semanas o columnas), por lo que seria mas satisfactorio planear deliberadamente el
ensayo de manera que las formulaciones estuvieran balanceadas en los periodos, con
otro tipo de disefio.

Otro aspecto es que este diserio solo es satisfactoric cuando se considera que no existen
efectos residuales, o sea que el espaciamiento de periodo a periodo es suficientemnente
grande para lograr un lavado efectivo (8).

El modelo para este disefio es el siguiente:
ik =g +vi+ Bj + ok +eik

donde 4 = constante, 11 = efecto de la formulacién, B) = efecto de sujeto, ok = efecto
de periodo y ejx= error aleatorio.

Wellestein maneja un ejemplo de un disefo cruzado con dos formulaciones y medidas
repetidas, dando una alternativa de andlisis para que pueda ser manejado como un disefio
completamente al azar (12)

3.3 Disefio en Cuadro Latino

El disefic mas frecuentemente utilizado en pruebas de biodisponibilidad es el cuadro
latino. Con e! mismo ejemplo de cuatro formulaciones denotadas por A, B, Cy D, y con un
periodo de favado entre administraciones, el programa para cuatro sujetos donde la
distribucién de las formulaciones se hace aleatoriamente se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Ensayo de niveles sanguineos en un disefio en cuadro latino.

Sujeto Periodo 1 | Periodo 2 | Periodo 3 | Periodo 4
1 A B o] D
2 8 Cc D A
3 o] D A 8
4 D A 8 [o]

En este disefio se puede observar que hay un balance exacto de formulaciones tanto por
sujeto coma por periodo. El efecto de este doble agrupamiento es el de eliminar de Ios
erores, todas las diferencias debidas a los sujetos y a los periodos, dando més
oportunidad para reducir los errores que el disefio en bloques al azar.
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La principal restriccién en la utilidad det cuadro fatino es que el nimero de repeticiones es
igual al nimero de formuiaciones, y si estas Uftimas son demasiadas, el nimero de
repeticiones lo hace impracticable. Asi mismo, al igual que en bloques al azar, el error
experimental por unidad es probable que aumente con el tamafio del cuadro. En las
pruebas de biocequivalencia es comun que et nimero de formulaciones a comparar sea
pequena (de 2 a 4), produciendo asf, cuadros desde 2 x 2 a 4 x 4, donde se tienen
ninguno o solamente unos cuantos grados de libertad de! error (gIE). Por esta razdén no es
Util este diserio para comparar 2 formulaciones, ya que para lograr una buena precision se
requeririan un nimero grande de cuadros 2 x 2 , mientras que para comparar 3 0 4
formulaciones que tienen 2 y & gl del error respectivamente, alin asi, s conveniente incluir
méas de un cuadro para aumentar los grados de libertad. Tres cuadros 3 x 3
proporcionaran 10 gi para e! error, mientras que dos cuadros 4 x 4 dan 15 gl ; en cambio
se requeriria un nimero considerable de cuadros 2 x 2, ya que los giE son el nimero de
cuadros menos 1 (12).

El modelo para este disefio es el siguiente:
yik =@ +Ti + B] +dk + aijk

donde u = constante, ri = efecto de la formulacion, Bj = efecto de sujeto, ék = efecto
de periodo y eijk= error aleatorio.

Notese que el modelo es e mismo que el de bloques al azar, lo que cambia es la
presentacién de tratamientos en sujetos y periodos.

Como se menciond anteriormente, es importante considerar los efectos residuales de las
formulaciones, los cuales pueden estar presentes en el fer periodo inmediato a la
aplicacién de una formulacidn, o bien, en periodos posteriores. En adelante, a menos que
se especifique o contrario, se tratara de efectos residuales al 1er. periodo. Por lo anterior,
seria adecuado que el diserio, fuera cruzado, balanceado para efectos residuales, esto es,
que cada formulacién este precedida por cada otra el mismo nimero de veces, de tal
forma que la comparacién de efectos directos y residuales sea con una precisién similar
(14).

La diferencia del cuadro latino comun y el cruzado, radica en que en el primero las
formulaciones son asignadas aleatoriamente en el cuadro y posteriormente i0s sujetos son
asignados aleatoriamente a ta secuencia establecida, mientras que en los disefios
cruzados, primero se fija la secuencia de formulaciones y luego ios sujetos se aleatorizan
a las secuencias dadas (15). Note que el disefio de la tabla 2 no es balanceado para
efectos residuales , ya que de las 12 posibles parejas de formulaciones, no estén
presentes todas, esto es:

BA AB111  AC AD
CA [9:) BC111 BD
DA111 DB DC CD 111
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Se tiene que A esta precedida tres veces por D, pero ninguna por B ni C. lo mismo sucede
con las demds formulaciones que tampoco resultan balanceadas para efectos residuales.

En general, el balance puede ser obtenido con un minimo de dos cuadros cuando el
nimero de tratamientos es impar y con un cuadro cuando el nimero de tratamientos es
par(14).

Un diserio balanceado para efectos residuales se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Ensayo de niveles sanguineos de un disefio en cuadro latino balanceado para
efectos residuales.

Sujeto Periodo 1 { Periodo 2 | Periodo 3 | Periodo 4
1 A B C D
2 B D A ]
3 o] A D B
4 D C B A

En este diserio si se tienan todos los pares posibles el mismo ndmero de veces (una).
BA1 AB 1 ACA1 AD 1

CA1 CB1 BC1 BD1

DA 1 DB 1 DC 1 CD1
Hay que hacer notar que en este caso e! balance no es total, ya que ninguna de las
formutaciones esta precedida por si misma, esto hace que estén confundidos los efectos
directos de las formulaciones con los efectos residuales de las mismas.

La praecisién con que se estima el efecto residual es menor que con la que se estiman los
efectos directos. Esto es en pante porque el nimero de réplicas para los efectos residuales
son menores que para efectos directos y en mayor grado porque los efectos residuales no
son ortogonales a las secuencias de administracion y a los efectos directos (14).

El modelo para este diserio, es basicamente el mismo que para el cuadro latino bésico,
solo aumentando un términb para el efecto residual.

yilk =g + 4+ Bj + Ok +pi + 6ijd

donde 4 = constante, ri = efecto de la formulacién, Bj = efecto de sujsto, dx = efecto
de periodo , pi = efecto residual y eijn = error aleatorio.

Se encuentran varios reportes donde se discuten algunos métodos para construir disefios
balanceados para estimar efectos residuales, tanto en el periodo inmediate (fer. efecto
residual}{(14, 15, 16 y 17), como en el segundo periodo (20. efecto residual) (18).
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3.4 Diserio en Bloques Incompletos

Ambos diserios, el de bloques al azar y el cuadro fatino proponen que a cada sujeto le
sean agministradas cada una de las formulaciones a probar; esto es, que sea un disefio
cruzado completo. Cuando el nimero de formulaciones a ser comparado es grande (para
propésitos practicos "grande” puede ser mayor de tres o cuatro) hay varias razones por Io
cual un disefio cruzado completo puede ser impréctico. Estas razones son: 1) La
necesidad de tener n-1 periodos de lavado o reposo, lo cual implicaria demasiado tiempo
para concluir el experimento. 2) Por razones médicas y por comodidad para ei sujeto, no
es deseable tomar tantas muestras plasmaticas de cada sujeto. 3) Es frecuente que los
sujetos, si no estan hospitalizados, no quieran continuar participando en el experimento y
no se puedan completar todas las administraciones (8).

Estas consideraciones sugieren gue un camino adecuado para ensayos de muestras
plasmaticas es planear el disefio de bloques incompletos, de preferencia balanceado
(DBIB), donde cada sujeto recibe un mismo numero de formulaciones y cada par de
formulaciones es dada el mismo namero de veces a un sujeto. Esta restriccion asegura
que la diferencia entre los efectos de dos formulaciones cualquiera sea estimada con la
misma precision.

En cuanto a efectos residuales, cada formulacidn debe estar precedida por cualquier otra
el mismo nimero de veces.

Continuando con el ejemplo de 4 formulaciones A, B, C, y D, si cada sujeto recibe dos de
las formulaciones, el nimero de sujetos requeridos seria 6, porque es el numero de
formas en que pueden distribuirse 4 formulaciones en 2 posiciones (sin importar el orden).
De esta manera se obtendria un disefio como el mostrado en la tabla 5, donde

Tabla 5. Ensayo de niveles sanguineos de un disefio en blogues incompletos.

Sujeto Periodo 1 | Periodo 2
1

R (LR AR
> w0 0o iI>
Qo> 00w

cada par de formulaciones serfa administrada a un sujeto el mismo nimero de veces,
solamente una. Sin embargo, las formulaciones no estan balanceadas en cuanto a efectos
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residuales, ya que no estan los 12 posibles pares de formulaciones. Esto siempre ocurrira
con un nimero par de formulaciones, y para obtener el balance debe repetirse el disefio
de arriba con otros seis sujetos asignando las formulaciones de manera inversa (labla 6),
esto es:

Tabla 6. Ensayo de niveles sanguineos en un disefio en blogues incompletos,
para lograr un balance para efectos residuales.

Sujeto Periodo Periodo 2
7 B - A
8 (4] B
9 D c
10 A D
11 D B
12 [o] A

Por 1o tanto, con 2n formulaciones y solo dos formulaciones por sujeto, se podra obtener
un balance para efectos residuales con dos repeticiones de! disedo, El nimero de sujetos
requerido es 2n(2n-1).

Con un nimero impar de formulaciones (2n + 1) se puede construir un disefio balanceado
con una sola réplica, en la cual cada par de formulaciones es dada una sola vez a cada
sujeto, siendo el nimero de sujetos requerido (2n+1)n, pero hay que considerar si la
precisién para estimar el efecto de las formulaciones es adecuada y si no, incluir otra
réplica.

Cuando se trabaja con mas de dos formulaciones por sujeto, el disefio en BIB es
considerablemente mas dificil de llevar a cabo que un cuadro latino, ya que el numero de
sujetos serfa demasiado grande para las condiciones comunes de experimentacion, por lo
que podrian utilizarse diserfios en bloques parciaimente balanceados (DBPB). Estos
dttimos son méas complejos de construir y analizar (13).

Finalmente, para lograr una misma precisidn en la estimacién de los efectos de las
formulaciones en un DBIB se requerird un ndmero mayor de sujetos que en un disefio en
bloques al azar & cuadro latino, asi que debera considerarse la decisién del
experimentador en cuanto a si es preferible aumentar el tamano de muestra, con ¢! fin de
evitar los inconvenientes antes mencionados, que hacen impracticos lgs disefios de
bloques y cuadro latino.

Westlake (19) da un ejemplo detallado de bloques incompletos balanceados utilizando
datos de bhiodisponibilidad, donde se administran 2 de 4 formulaciones a cada uno de 12
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sujetos y lo analiza con un modelo de parcelas divididas, sin considerar los efectos
residuales,

El modelo para este disefio es el mismo del disefio en bloques completos.

3.5 Disefos Extra-Periodo

En los casos anteriores se ha hablado del balance para efectos residuales, donde este
balance no es completo, ahora se comentara el caso donde se tiene un balance carnpleto,
de manera que ya no exista pérdida de informacion causada por la confusién de efectos
directos y residuales, lo cual es particularmente (til cuando los efectos residuales son el
objetive principal del estudio..

En los disefios extra-periodo se agrega un periodo méas a un disefio cuadro latino
balanceado para el primer efecto residual, en este periodoe extra los tratamientos son los
mismos que se encuentran en el Gitimo periodo del cuadro Jatino, como se muestra en la
tabla 7.

Tabla 7. Ensayo de niveles sanguineos en un disefio extra-periodo.

Suleto Periodo 1 | Peripdo 2 | Periodo 3 | Periodo 4 | Periodo 5
1 A B [¢] D D
2 B D A o} c
3 [¢] A D B B
4 D C B A A

De esta manera cada formulacidn esta precediga por cada otra, incluso por si misma, el
rmismo numero de veces.
AA 1 BB 1 CCH1 DD 1

BA 1 AB 1 ACH ADA1
"CA1 CB1 BC1 BD1

DA DB 1 OC 1 CD1
Existen varios puntos de interés en fa diferencia entre Jos disefios cuadro latino regular y
extra-periodo. En el disefio extra periodo cada tratamiento como se menciond arriba, es
precedido por cada otro el mismo nimero de veces como en el cuadro latino, pero,
ademés cada tratamiento es precedido por s/ mismo. Esto hace a los efectos residuales
(al 1er periodo) artogonales con los efectos directos. En contraste con los cuadros iatinos,
fos efectos residuales en el disefios extra-periodo son ortogonales con las secuencias. Los
efectos directos son no ortogonales con los sujetos en los disefios extra-periodo, pero el
grado de no ortogonalidad no es muy grande. Finalmente, la cantidad de réplicas de los
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efectos residuales relativos a los efectos directos son un poco mayores que en los
cuadros latinos. (14)

Diferentes aspectos en cuanto a la construccidn y andlisis de este tipo de disefios son
discutidas por Berenblut (16), Lucas(14) y Patterson (20). El modelo del disefic es sl
mismo que en el caso del cuadro latino.

3.6 Cuadro Latino con Medidas Repetidas.

Cuando los niveles sanguineos son analizados como una secuencia o perfil a través del
tiempo, en lugar de solo una caracteristica particular {como ABC, Cmax, etc) el andlisis
estadistico no se realiza de ia manera tradicional para el Disefio empleado. La importancia
del andlisis de muestras plasmaticas a través del tiempo radica en poder analizar el perfil
completo de las concentraciones y ne Unicamente su promedio para todos los tiempos de
muestreo (pag 6).

El método mas frecuentemente empleado, en la literatura biofarmacéutica, es el andlisis de
varianza, correspondiente al disefio utilizado, para cada uno de los t tiempos de muestreo.
Esto es corracto siempre y cuando se calcule el nivel de significancia para el rechazo de la
hipbtesis nula (1-(1-a)!=0.05], ya que las respuestas en los diferentes tiempos de
muestreo no son independientes.

AUR con este nivel de significancia, podria ser que no existiera una diferencia en todos los
tiempos y que el peril total si lo fuera, por lo tanto para poder evaluarlo satisfactoriamente
puede utilizarse un andlisis para parcelas divididas, probando en el ANDEVA la interaccion
entre tiempos de muestreo x formulaciones, donde la informacion para todos los tiempos
es combinada con la de formulaciones .

La diferencia del modelo de medidas repetidas con el de parcelas divididas es que los
niveles de uno o mas factores ( en este caso los niveles de tiempo)no pueden ser
asignados aleatoriamente a uno o més de los tamanos de unidades experimentales (8).

La validez de este andlisis de medidas repetidas como un arreglo de parcelas divididas
estard dado, por la homogeneidad de covarianza entre cualesquiera dos tiempos de
muestreo (periodos), entre otras caracteristicas. Si dicha homogeneidad no esta presente
puede recurrirse al ajuste de grados de libertad por el factor e de Greenhouse-Geisser, 0
bién por el ajuste de Box (21). -

Suponiendo que se tienen s formulaciones a comparar en r periodos y q sujetos, donde a
cada sujeto se le toma una muestra para cada ¢ tiempo y considerando que el estudio se
disefi® como un cuadro Yatino, donde cada formulacién se administré en diferentes
periodos, cada nivel sanguineo sera denotado yiw donde ijk y 1 son los indices para
formulacién, sujeto, periodo y tiempo de muestreo, respectivamente. El modelo estara
dado por:
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Yi = p + 11 + Bj + Ok + 6jjk +¥ + vri] + v + vo + fii

donde i, A}, ok ¥ ¥ son los efectos principales asociados a formulaciones, suletos,
periodos y tiempos de muestreo; vri, ¥8jl y vdi son las interacciones de tiempos de
muestreo con formulaciones, sujetos y periodos. El modelo supone que todos los efectos
son fijos y que la suma de cualquier efecto principal o interaccién sobre cualquier indice es
igual a cero, y que eijk ¥ fild son independientes y normalmente distribuidos con media
cero y varianza o”e {para eik) y A (para fij). Lo cual representa un models def tipo de un
Disefio en Parcelas Divididas.

Este modelo tiene 1a caracteristica de que la correlacidn entre los niveles sanguineos de
una combinacién dada de sujeto-formulacidn a diferentes tiempos de muestreo, es
independients de el intervalo entre los tiempos de muestreo , o bien la homogeneidad de
varianzas entre cualesquiera dos tiempos de muestreo,. Especificamente, la matriz de
varianza-covarianza es uniforme, esto es que los elementos de la diagonal tienen el mismo
valor (0% + o) e iguaimente los elementos fuera de la diagonal tienen el mismo valor

(@%).

La tabla del Andlisis de varianza estard dada en dos partes, una correspondiente a las
parcelas principales y otra a las subparcelas, la primera es esencialmente un andlisis de
los promedios scbre el tiempo y es usada para probar los efectos principales debidos a
sujetos, periodo y formulaciones, la segunda parte es usada para probar el efecto principal
debido a tiempos de muestreo y los términos de interaccidn. Para probar las diferencias
entre formulaciones el cuadrado medio de formulaciones es probado contra el C.M.E. de
las parcelas principales (Dist. F. con (s-1) y {g-1) (r-1)-(s-1) grados de libertad); y para la
interaccion de tiempo x formulaciones su C.M. es probado contra el C.M.E. de
subparcelas {Dist. F. con (-1)(s-1) y Q-1)(((Q-1)(r-1)-(s-1}] grados de libertad), esta
interaccién indicara si las formulaciones son esencialmente diferentes con respecto a sus
patrones de niveles sanguineos sobre los diferentes tiempos de muestreo.

4. DECISION DE BIOEQUIVALENCIA

La discusidn anterior del andlisis de muestras plasméticas ha sido basada en la teoria
clasica de pruebas de hipitesis, en donde a cada caso le corresponde un anélisis qe
varianza donde 'a hipdtesis nula es que no existe diferencia entre las formulacig)nes; sin
embargo, si el punto principal al levar a cabo un estudio de biodisponibilidad es
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determinar si las formulaciones son *practicamente” equivalentes a una formulacidn
estandar o innovadora, podria resultar irrelevante decidir ésto solamente en base a un
andlisis de varianza. E| decir "précticamente” equivalentes implica que como se esta
manejando la equivalencia en base a niveles de fdrmaco en plasma, pudiera ser que para
lograr un efecto terapéutico, fuera necesario una concentracion plasmética que no
necesariamente es un vaior fijo, sino que deba estar en un rango determinado (ver Gréfica
4), de tal forma que si la concentracién del farmaco esta en ese rango, lo méas seguro es
que se de la respuesta farmacolégica deseada, y de esta manera las formulaciones serfan
“précticamente * equivalentes, pues estarian dando el mismo efecto terapéutico.

Efecto Tdsico

N

Tiempo

Grdfica 4, Niveles plasméicos y efecos ocasionodos con lo odministrocién
de mediccmentos, en dosis {nica (+) y dosis repetidas (*).

Concenirocidn Masmdlica

Asf mismo, en la planeacién de! estudio, el niimero de sujetos necesario esta basado en la
diferencia que se desea detectar en las formulaciones. Si esta diferencia minima, fuera por
sjemplo del 10 % (suponiendo que diferencias menores no son significativas), y que si
esto ocurriera, las formulaciones serian bioequivalentes desde el punto de vista practico, y
al llevar a cabo el estudio, ta variabilidad propia de la respuesta fuera mucho menor que la
esperada, la diferencia entre formulaciones podria detectarse como altamente significativa.

A la fecha, existen varios métodos que han sido propuestos como reglas de decisién en
estudios de bioequivalencia, los cuales estdn basados en fundamentos estadisticos
sdlidos (1). La primera alternativa para la evaluacién de biodisponibilidad relativa fue el uso
de intervalos de confianza de Westlake(1, 22 y 23), el cual actualmente es el método més
utiizado y sera el Unico descrito en este trabajo. Posteriormente se sugirid el analisis
Bayesiano (24, 25 y 26). En algunas publicaciones se han comparados y discutido
algunos de estos métodos (25, 26 , 27, 28y 29).

GENERALIDADES Pag. 19



4.1 Intervalos de Confianza de Westlake

Si us y un son las medias poblacionales verdaderas de cualquier pardmetro en plasma u

orina, para la formulacién estandar y para la formulacién nueva respectivamente, y ¥s ¥ ¥n

son las medias correspondientes obtenidas de las muestras, suponiendo que los datos

gzznen una distribucién normal con homogeneidad de varianzas, entonces ¥s-¥n~N{us-un,
n),y :

s - ¥n) - lus - pn) 1]
S
(n/2)

tiene una distribucion t con el mismo nimero de grados de libertad que el cuadrado medio
del error del andlisis de varianza, donde S representa la desviacién estandar calculada
para el error del ANDEVA ( CME ) y n el ndmero total de sujetos en el estudio.

Ahora, se escogen dos constantes Ki y Kz, de la tabla de distribucion t a un nivel de
significancia (a) determinado, obteniendo que la probabilidad sea 1-a de que se tenga:

Ko < (Js-¥n)- {s#n} < Ko )
S
Vin2)
lo cual puede ser reordenado, teniendo
Ke _ S < @s-¥n)-las-pn)< Ko _S 13}
T(vz) (rv2)

Usualmente Ky es elegido igual a - K2 para dar un intervalo simétrico para (us - un). Una
desventaja de este intervalo de confianza convencional, es que cuando se tiene presente
el intervalo en esta forma:

Hs + K2 S - Fs-Vn) < pn < ps+ Ki S - @s-w) [4]
T(n72) T(v2)

que de forma reducida seria
Hs-Al < pn< ps +A2 : 15}

la cual resuttaria asimétrica para s , de modo que para tomar una decisibn de
equivalencia, deberd ser hecha en base al mayor valor absoluto de A1y Az, no siendo de
esta manera el ancho efectivo del intervalo A1 - Az, sino 2K, donde K es el maximo de As,
Aa. Es por esto que Westlake (22 y 23) propone disminuir el maximo de A1, Az hasta que
At = - A2, y de esta manera asegurar un acortamiento en el intervalo de confianza
efectivo.

Como en estudios de bioequivalencia, es comin, que la decisién quiera hacerse a partir
de valores simétricos de la formulacion estandar (equivalencia si es 20 % de la respuesta
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del estandar) para asumir una equivalencia terapéutica, resulta mas préctico utilizar este
intervalo propuesto por Westiake, donde si

A= Ky S - @-yn =-[ke _S - (75‘771)] G
T w2)

esta relacién implica que Ki y K2 deben ser elegidas de tal forma que esta igualdad se
cumpla, o sea:

2 §s-¥0) = (Ki+K) _S_ g
Yiva)

Westlake (23) da un ejemplo para un disefio cruzado donde cada uno de 12 sujetos recibe
ambas formulaciones, la nueva y la estandar, este ejemplo serd tomado aqui para su
descripcion detaliada. En este caso, del ANDEVA usual, basado en la presencia de
efectos aditivos debido a sujetos (11 gl), dias de administracién (1 gi) y formulaciones (1
gl), puede verificarse que el cuadrado medio del error, 8%, esta basado en los 10 gl
restantes. Suponiendo que los valores de este experimento fueran §s = 11.5, §n = 10.75
y § = 0.75, substituyendo en ecuacion [7], se encuentra que Ky + Kz = 4.90.

La determinacion de Ky y Kz puede ser hecha por ensayo y error en una tabla detallada de
la integral de la Distribucion t . Asf, Kz = t(0.05, 10 gi) = -1.82, por lo que K1=1.82 +4.90 =
6.72 . Con estos valores y sustituyendo en la ecuacion [B] se obtiene un valor de A =
1.31, o sea que el intervalo us + 1.31 cubre la media un, 6, alternativamente, si us es
aproximada por ¥s, al 95 % de confianza el valor ¥n esta dentro del 11.4 % (1.31/11.5 x
100) del valor medio para !a formulacién estandar.

Este célculo da una base para una decision realista de cuando un y us son suficientemente
cercanas, de manera que pueda suponerse que las formulaciones son *practicaments”
equivalentes.

En el sjemplo, si la decisin de equivalencia debiera tomarse cuando la formulacidn nueva
estuviera dentro dei 80 al 120 % de la formulacién estandar, podria concluirse que estas
dos formulaciones son "practicamente equivalentes”. Es de interés mencionar que con una
prueba de t podria encontrarse una diferencia significativa entre uny 4s a un nivel @ =
0.0s.

En un experimento bien controlado con un nimero de sujetos adecuado, se obtendrd un
intervalo de confianza menor y una alta probabilidad de demostrar una equivalencia
practica. En cambio, en un 2° caso, experimentos pobremente controlados con un
numero de sujetos pequeno, a pesar de que no se rechace la hipStesis nula, puede haber
diferencias grandes entre tratamientos, obteniendo intervalos mas amplios, con lo que no
se podria probar la bicequivalencia.
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Il. SECCION EXPERIMENTAL

Se evalud la biodisponibilidad de cuatro productos comerciales de Diazepam, tres de ellos
de fabricacién nacional y uno de referencia que fue el producto innovador Valium Roche
(Suiza). Se incluyeron en el estudio aquelios pacientes psiquiatricos cuyo principal
diagndstico era la ansiedad y el tratamiento recomendado por el médico fue el diazepam.
Al médico responsable se le entregd el protocolo de la investigacién, con el fin de que se
sujetard a las restricciones de los pacientes lo mas posible, como era el evitar
modificaciones en la administracién de los medicamentos una vez iniciado el estudio,
salvo que fuera indispensable para la salud del paciente.

El estudio se llevd a cabo en 8 pacientes (2 hombres y 6 mujeres) cuyas edades se
encuentran comprendidas entre los 17 y 46 afos y en estado de salud somatica general
buena, sin antecedentes de alteraciones vasculares, gastrointestinales, hepéticas y
renales. Los pacientes y sus familiares fueron enterados del propésito de! estudio y de los
riesgos posibles. Es bien conocido, que ni el sexo ni la edad (18-50 anos) son factores
que influyan marcadamente 1a respuesta al diazepam,

El régimen de dosificacion utilizado fue un régimen miltiple de 5 mg de diazepam (una
tableta) tres veces al dia, a las 9, 14 y 19 hrs, siguiendo un disefio experimental de doble
cuadro latino cruzado. Los pacientes fueron asignados al azar en las secuencias de
tratamientos, como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Ensayo de niveles sanguineos utilizado en el estudio de Bioequivalencia de
Diazepam.

Sujeto Periodo 1 | Periodo 2 | Periodo 3 | Periodo 4

[ RESR [« RIS RE-[ARTN]
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Las caracteristicas de este diserio son:

1) Ortogonalidad entre efectos de formulacién, periodos y suletos (por ser dos cuadros
latinos completos 4 x 4).
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2) Ortogonalidad entre efectos residuales y sujetos, es decir en cada sujeto estan
presentas los diferentes efectos residuales. y el numero de veces que estan presentes es
de dos, esto es:

BA 11 AB 11 AC 11 AD 11

CA 11 CcB 11 BC 11 BD 11
DA 11 D8 11 DC 11 CD 11

3) No ortogonalidad entre efectos residuales y directos de formulaciones, esto es porqus
no existe un efecto residual de cualquiera de las formulaciones sobre ella misma, es decir,
como se ve en los pares de formulaciones de! pérrafo anterior no existe ninguna
formulacion precedida por sf misma.

Et primer producto se administré durante los 10 primeros dias, el segundo producto por
los siguientes 7 dias, el tercero los siguientes 7 dias y el cuaro jos Ultimos 7 dias del
protocolo. La razén de que el primer periodo fuera més largo, fue la de asegurar que la
concentracién plasmatica del paciente hubiera alcanzado el estado estacionario.

Los medicamentos se asignaron aleatoriamente a las letras, correspondiendo el producto
Suizo a la formulacién D, y los productos nacionales a las formulaciones A, By C.

Se recolectaron las muestras de plasma de cada paciente, a las 9 hrs, (antes de ia
administracién) y a las 10:30 hrs (después de la administracién) los dias Sy 10, 16y 17, 23
y 24,y 30 y 31 del tratamiento. De tal manera que como se muestra en la gréfica 5, se
tomaron cuatro muestras plasmaticas para cada formulacidn, ty y t2 para el primer dia
(antes y después de la administracion), y ta y t4 para el segundo.

-

NN AN

Concantroctén Plasmdtico

Parfoda § Prfodo 2 Pacfoda 3 Parfodo 4

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Thempo (dics)

Gréfica 5. Simuacidn del compor lamienlo de niveles plasmdticos con dosis
repelidos, mostrondo los liempos de muestreo (+).
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. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

1. RESULTADOS

Lss muestras sanglneas fueron analizadas por triplicado con un método especifico de
Cromatografia de Liquidos, previamente validado.

Los resuttados obtenidos de concentracién plasmética de Diazepam en mg/Kg de peso se

muestran en la tabla 9,

Tabia 8. Concentraciones de Dinzepam en mg/Kg de peso.

Periodo 1 | Periodo 2 | Periodo 3 | Periodo 4
Sujeto T. muest. A B C D
1 1 4.91 5.21 4.18 3.69
1 2 5.93 5.83 4.67 4.48
1 3 4.86 4.54 5.44 4.66
1 4 5.53 6.37 6.44 4.66
B D A ]
2 1 8.24 7.74 B.91 3.85
2 2 8.39 8.08 9.71 3.95
2 3 8.08 6.87 8.92 3.70
2 4 8.42 7.70 9.45 4.82
C A 0 B
3 1 10.23 7.42 9.03 8.80
3 2 10.25 9.56 10.03 11.35
3 3 8.70 6.92 8.96 8.73
3 4 1266 9.83 10.01 8.17
D C B A
4 1 8.18 6.54 6.73 6.79
4 2 B.59 11.25 9.81 847
4 3 £.98 8.29 7.10 6.87
4 4 8.10 8.82 10.55 7.23

RESULTALXOS

Pag. 24



A 8 [ D
5 1 5.03 3.81 2.87 3.99
) 2 5.54 5.92 5.16 4.48
5 3 5.09 5.57 3,18 3.74
5 4 5.65 5.14 5.068 5.49
8 D A C
6 1 6.17 8.87 8.32 9.68
[ 2 9.13 1112 9.23 974
3] 3 8.56 9.50 8.62 9.82
6 4 9.41 11.01 9.27 10.14
C A C B
7 1 4.04 £.22 7.08 5.81
7 2 4.62 8.64 7.33 6.63
7 3 6.16 6.35 6.18 6.16
7 4 4.21 6.23 5.88 7.65
D [ B A
8 1 8.17 5.66 8.67 9.01
8 2 9.22 9.57 11.67 12.85
8 3 8.21 8.21 6.68 7.88
8 4 8.45 8.23 11.73 11.09

RESULTADQS
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2. ANALISIS DE RESULTADOS.

Habfa dos posibilidades de analisis, una traténdolo como dos cuadros latinos y la otra
como un modelo conmutativo, de estos se optd por el segundo, ya que la aleatorizacidn
de los sujetos se hizo a las 4 secuencias de administracién, esto es, no se agruparon en
base a alguna caracteristica los que serian def cuadro 1y los que serfan del cuadro 2, por
lo que no se esperaba tener diferencias entre cuadros.

El andlisis se dividié en cuatro partes: en la 1a. se realizé el andlisis a los 4 tiempos de
muestreo; con un andlisis de medidas repetidas ,sin considerar efectos residuales.

En la 2a. y 3a. partes se trabajé con los promedios de los 4 tiempos de muestreo para la
evaluacidn de los efectos residuales, pues no se encontrd reportado este andlisis para
medidas repetidas; asi, en la 2a. parte se realiz6 el andlisis comun para cuadro latino y en
1a 3a. se evaluaron los efectos residuales con un modelo de regresién lineal, conjuntando
ambos resuftados en un solo ANDEVA que incluyera la fuente de variacidn para los
efectos residuales. El realizar este analisis en dos partes fué porque no se encontrd en el
software la manera de hacerlo directamente. Y por Uttimo en la 4a. parte se obtuvo el
intervalo de confianza de Westlake para las diferencias de formulaciones.

Parte I.

Andlisis de medidas repetidas

Esta parte consistié en el analisis de un modelo con medidas repetidas, sin considerar los
efectos residuales, el cual esta dado por:

Yijid = g + T + f] + Ok + €k + i + 1l + ¥Bjl + vOK + fijid (Modelo 1)

donde 71, fj, ok y v son los efectos principales asociados a formulaciones, sujetos,
periodos y tiempos de muestreo; vril, 3 y vkt son las interacciones de tiempos de
muestreo con formulaciones, sujetos y periodos. El modelo supone que todos los efectos
son filos y que la suma de cualquier efecto principal o interaccién sobre cualquier indice es
igual a cero, y que eijk y fij son independientes y normalmente distribuidos con media
cero y varianza 0% (para eijk) y 071 (para fij). Lo cual representa un modelo del tipo de un
arreglo de Parcelas Divididas.

Como se menciond (pag. 17), este modelo supone que la correlacién entre los niveles
sanguineos de una combinacién dada de sujeto-formulacidn a diferentes tiempos de
muestreo es independiente de el intervalo entre los tiempos de muestreo, o bien la
homogeneidad de covarianzas entre cualesquiera dos tiempos de muestreo.
Especificamente, la matriz de varianza-covarianza es uniforme, esto es que los elementos
de la diagonal tienen el mismo valor (oze + 021) e igualmente los elementos fuera de la
diagonal tienen el mismo valor (o).
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Esta primera parle del andlisis se realiz6 con el module 2V (Andiisis de varianza y
covarianza con medidad repetidas) del BMDP y la safida se muestra en el Apéndice A
{pag.33-4Q) . Uno de los supuestos mencionados para este modelo, es ta homogensidad
de covarianzas entre cualesquiera dos tiempos de muestreo, lo cual se puede probar por
medio de la esfaricidad, y como puede verse si se esta cumpliendo ya que p =0.6588 por
lo que no se rechaza la hipbtesis de que existe esfericidad, esto puede relacionarse con la
suma de cuadrados de los componentes artogonales del error 2, los cuales no difieren
mucho en magnitud, asi como con la matriz de correlacion de los mismos, cuyos valores
{uera de la diagonal son similares y pequerios.

Para probar la igualdad de niveles plasméticos abtenidos con las diferentes formulaciones,
se analiza {pag.34) & renglén de Formulacién en el ANDEVA (donde se prueba e
promedio de concentraciones de los diferentes tiempos de muestreo), asi como el de la
interaccién Tiempo * Formulacion (para evaluar si los perfiles a través del tiempo son
sirnilares) y se observa que para cada caso el nivel de significancia para ef rechazo de Ho
es de 0.89 y 0.14 respectivamente, con lo que se supone que los promedios de los niveles
plasméticos y et perfil de estos con respecto al tiempo son iguales.

Los resultados anteriores son satistactorios ya que no se considerd necesaria la
transformacién de Greenhouse-Geisser por existir esfericidad (pag.33).

Finalmente, para evaluar la normalidad de los residuales se utilizé el estadistico de Shapiro
y Wilk's {pag. 35-37) , asi como Sus respectivas graficas probabilisticas, Apéndice A
{pag.38-40) con lo cual queda demostrado que la normalidad es aceptable.

Parte 2.

Andlisis del disefio cuadro latino (sin efectos residuales)

Suponiendo que se tienen s formulaciones a comparar en r periodos y g sujetos, donde
de cada sujeto se considera la respuesta como el promedio de concentracidén plasmatica
para Jos cuatro tiempos de muestreq, y considerando que e estudio se disefio como un
cuadro {atino, donde cada formulacidn se administré a intervalos de una semana, cada
nive} sanguineo sera denctado yix donde i, y k son los indices para sujeto, semana y
formulacion, respectivamente. El modelo estaré dado por:

yij =g +ri+ B) + Sk +ejk (Modelo 2)

donde 4 = constante, 1j = efecto de fa formulacion, 8 = efecto de sujeto, dx = efecto
de periodo y ejx= error aleatorio. '
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£l modelo supone que todos los efectos son fijos y que la suma de cualquier efecto
principal sobre cuaiquier indice es igual a cero, y que eijk es normaimente distribuido con
media cero y varianza o“e.

El analisis se realizé en el mddulo 2V (Andlisis de varianza y covarianza con medidas
repstidas) del BMDP dando fa salida que se muesira en el Apéndice B (pag.41-42) , el
ANDEVA mostrado aqui se canjuntd con fa 3a. parte del andlisis que se muestra a
continuacion,

Parte 3.

Estimacién de Etectos Reslduales de Formulaciones

Se conslderaran (nicamente etectos residuales al primer periodo, donde el modelo al que
se quiere llegar es:

Yik = # + 71 + B + ok +p1 + €ij (Modelo 3)

donde 4 = constante, 11 = efecto de la formulacion, 8 = efecto de sufeto, 6k = efecto
de periodo , pi = efecto residual y eya= error aleatorio, notese que fa diferencia con el
modelo 2 es solo el término pi.

El modelo supone que todos los efectos son fijos y que la suma de cualquier efecto
principal sobre cualquier indice es igual a cero, y que ek es normalmente distribuido con
media cero y varianza ¢“s

Como en el software no se podia estimar directamente este modelo de disefio
experimental, entonces, se trabajd en el médulo 3R (Regresién no lineal) del BMDP,
reperametrizando con variables indicadoras los sujetos, periodos y formulaciones, asf
como incluyendo nuevas variables que indicaran los efectos residuales de una formulacién
sobre Ja aplicada posteriormente, la reparametrizacién fue:

a) Para sujeto, periodo y tratamiento se introdujeron S-1, P-1 y T-1 variables, de la
siguiente manera:

vi v2 V3

0 0 0 siS,PoT=1
1 0 ] siS,PoT =2
g 1 0 si§,PoT =3
0 0 1 siS,PoT =4
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b) Para los efectos residuales se incluyeron 4 variables, de la siguiente forma:

Form, D1 D2 D3 D4
Suj1 A 0 -0 0 0 para ier periodo(no ef, res.)
B8 1 -0 0 0 para form. precedidas por A
C .0 1 0 0 para form. precedidas por B
D "o 0 1 0 para form. precedidas por C
syz D 0 o 0 0
C 4] 0 0 1 para form. precedidas por D

Es importante destacar que se requiere de la restriccion de que ia Zpi = 0, donde | =
Coeficientes asociados a cada efecto residual.

La salida se muestra en el Apéndice C (pag.43-45) de donde se extrajo el CM del error
que fué de 1.6388 que por 15 grados de libertad da una S.C. de 24.582. Este valor se
sustituyé por la SC del error de la tabla de ANDEVA del modelo 2 (Apendice B, pag. 43).
Restando esta cantidad de la S.C. del Error del modelo anterior, se obtuvo fa S.C. para el
efecto residual de formulaciones, para finaimente tener |a tabla andlisis de varianza que se
muestra a continuacién (Tabla 10)

Tabla 10. Tabla de andlisis de varianza para un cuadro latino, considerando los efectos

residuales.

F.V. S.C. al C.M. F P
Media 1728.38 1 1728.39 1224.68 0.0000
Sujeto 101.89 7 14,56 8.88 0.000Q
Periodo _ 2.82 3 0.94 0.57 0.4460
Formulacién 0.86 3 0.29 0.18 0.8342
Ef. Residual 0.82 3 0.27 0.17 0.8432
ERROR 24.58 15 1.64

En la Tabla 10 se observa que no existe la presencia de efectos residuales, por lo que no
hay necesidad de calcular la S.C. para el efecto de formulacién ajustado por efecto
residual.
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Con este andlisis, una vez probada la no existencia de efectos residuales se concluyé que
los niveles promedio de Diazepan alcanzados con la administracién de las cuatro marcas
comerciales, para estos 8 sujetos son iguales.

Parte 4.

Intervalo de Confianza de Westlake.

Independientemente de los resultados obtenidos con el ANDEVA anterior, deben
obtenerse los intervalos de confianza, para evaluar finalmente con ellos, si en la practica
clinica, estos resultados son importantes.

Aungue en este estudio se encontrd que no existe diferencia entre las 4 formulaciones de
Diazepan, se ejemplificard a continuacién el uso de los intervalos de confianza de
Westlake.

Para este ejemplo solo se considerard a la diferencia entre la formulacion estandar (D) y 1a
formulacién (B), por ser fa mayor. El estadistico utlizado sera la d de Dunnett por estar
comparando varios tratamientos contra un control.

Los datos a utilizar serén:

¥s =7.27 que es la concentracidn plasmética media para la formulacién estandar; yn=7.56
la concentracién plasmatica media para la formulacién B; 02 =1.6388 la varianza del error
de la tabla del ANDEVA obitenida en la 3a. parte (pag. 29) y n=8 el nimero de sujetos.

Kz = do,05(3,15) = -2.24

Ki+ke= 2095 -0)
S

~iw2)

Substituyendo se tiene que:

Ki +Kz = -0.91
y despejando
Ki =1.33

Substituyendo en
A=K S _ -@Fs-vyn)

J(nlz)
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se tiene que
A =114

y como el intervalo de confianza estara dado por
Hs-A < pn < ps +A
entoces:
7.27-1144 < up <.7.27 + 1.14
6.13 < un < 8.41
lo cual puede ser escrito como:
084us < un < 1165

lo cual representa que la formulacién B, esta en el rango de 16% de la formulacién
estandar, por lo que se dice son "préicticamente equivalentes”,

ANALISIS DE RESULTADOS - K Pag. 31



CONCLUSIONES

No se encontré presencia de efectos residuales de formulaciones
al 1er periodo, a pesar de que no existid un pericdo real de
lavado, suponiendo con esto que no hubo problemas de
acumulacion, ni de inhibicion o induccién metabdlica que alterara
la respuesta.

Los niveles plasméticos de diazepam alcanzados con la
administracion de las cuatro formulaciones, asf como su perfil a
través del tiempo, son los mismos en los ocho pacientes
estudiados.

La bioequivalencia queda demostrada con los intervalos de
Westlake, observando que los niveles plasmaticos obtenidos con
las formulaciones genéricas (Nacionales) estdn dentro de un 16
% de los obtenidos con la estandar (Suiza), con lo que se supone
que aunque hubiera un cambio de prescripcion en cuanto a los
tres productos nacionales no implicaria ningun riesgo para el
paciente.

Ya que no se encontrd diferencia significativa entre
formulaciones, se puede considerar que el proceso y las
substancias utiizadas en la fabricacion de las cuatro
formulaciones  estudiadas, no alteran los  procesos
farmacocinéticos en el organismo.

La amplitud relativamente grande de los intervalos de confianza
de Westiake, considerando el nivel de significancia del rechazo de
Ho para igualdad de formulaciones (0.8), sugiere la utilizacion de
un mayor nOomero de sujetos para estudios posteriores de
bioequivalencia (al estado estacionario) de tabletas de diazepam.

A pesar de que se logré realizar el andlisis para evaluar la
presencia de efectos residuales, por medic de la
reparametrizacién con modelos de regresién lineal, seria
adecuado contar con software que estimara estos efectos
directamente, facilitando de esta manera el anélisis.

CONCLUSIONES
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APENDICE A

BMDP2Y - AMLYSE OF VARIANCE AND COVARIANCE WITH REPEATED MEASURES.
Copyright 1877, 1979, 1981, 1982, 1983, 1985, 1987, 1688, 1890
BMDP Statistical Saftware, Inc.

PROGRAM INSTRUCTIONS

/BMOP.2V
PROBLEM  TITLE IS ‘BIOEQUIVALENCIA',
ANPUT VARWBLES ARE 7.
FORMAT IS FREE.
NARWBLE  NAMES ARE Sujoto, Periodo, Form, 11,2814,
JGROUP CODES({3) are $ 108.
NAMES(1) ARE Su]1,Su[2,56}3,Sui4.5u}S,Suj6,Suf7,Suje.
CODES() ARE 1 1o 4.
NAMES [2) ARE Periodo! Periodo2, Periodo3, Petiodod,
CODES() ARE 1 to 4.
NAMES(3} ARE Form1,Forma.Form3,Formd,
1SAVE RESIDUAL
FILE IS RESIDUAL. -
CODE IS RESIDUAL i
NEW,
[OESIGN GROUPING ARE Suleto, Petiodo, Form. j
DEFENDENT ARE 410 7. :
LEVEL IS 4. i
NAME 1S Tlompo. :
EXCLUDE ARE 12,13,23,123. :
RESIDUAL IS MEAN. !
PRINT #LINESZE = 72. :
RESIDUAL. :
- f[END
DESIGN SPECIFICATIONS
GROUP= 1 2 3 -
DEPEND= 4 5 6 7
LEVEL = 4

SUMS OF SQUARES AND CORRELATION MATRIX OF THE
ORTHOGONAL COMPONENTS POOLED FOR ERROR 2 IN ANOVA TABLE BELOW.

7.40719 1
10.82226 0229 1
7.79299 0.29% 0.026 1

. SPHERICITY TEST APPLIED TO ORTHOGONAL COMPONENTS - TAIL PROBABILITY  0.6588
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ARALYSIS OF VARIANCE FOR 1-ST DEPENDENT VARABLE-11 2 13 14

SOURCE  SUMOF DF. MEAN F TAL
SQUARES SQUARE PROB.
MEAN 6913.5571 1 6913.5571 122468  0.0000
Sujeto 407.5788 7  S8.2255 1031 0.0000
Periodo 112788 3 37596 067 05838
Form 34422 3 11474 020 0828
1 ERAGR 1016133 18 56452
Tiempo 63.9333 3 2131 422 00000
™ 29.8961 21 1.4236 295 00007
hid 8.3984 9 0p3R 164 0.0650
T 6.9838 9 07760 161 0.13s7
2 ERROR 26.0224 54 0.4819
ERROR EPSILON FACTORS FOR DEGREES OF FREEDOM ADJUSTMENT
TERM GREENHOUSE-GEISSER  HUYNH-FELDT
2 1.0000
ERROR SUM
OF SQUARES  CORRESPONDING RESIDUALS
1 R
2 Ri RZRI B4
CASE Sujeto Periodo Form RO R1 R2
1 Sujt Parit Forml  0.50141 023703 087484
2 Suft Peri2 Form2 029109 0.60047 -0.3439%1
3 Sujt Peri3 Form3 041234 022047 -0.59734
4 Sujt Perid Formd 062266 -0.14297 0.06641
5 Suf2 Parit Forml 082641 002547 -0.03766
6 SuR Peri2 Form2 046359 -0.05953 0.02109
7 Suj2 Pen3 Form3 029766 0.23297 0.50516
8 SuR Peri Formd 016516 026703 -0.48859
® Bujs Perid Forml  .2.60516 004328 029484
10 Supp Perdt Formz 060859 021703 0.02391
" Suj3 Peri4 Formd 021287 053641 -0.06297
12 Su3 Peri2  Formd 156359 079672 0.3391
13 Supd Peri3 Form 113547 1.05016 -0.51797
14 Sup Perit Form2  -1.12328 097359 0.
15 Sul Perid Form3 0.76609 0.03078 0.15141
6 Sul Perl2  Formé  .0.77828 -0.10734 -0.05672
7 Sujs Peri2  Form!  0.4141 005207 -0.56484
1. Sujs Perid Form2  0.32797 023234 06942
18 Sujs Perit Formd 083328 017234 077703
20 Sujs Perd Form4 052391 035172 0.64766
21 Sufs Pei2  Form! 044734 029078 0.13891
b3 Suj6 Perid Form2 04078 0.19609 -0.76203
23 Sue Perit Form3  -1.73047 041141 030922
24 Suie Perid Form4d 088234 -0.07547 0.3139¢
25 Sujf Parid Formi 074109 083547 069141
26 Sup Perid Form2 05266 005672 -0.4589
27 Su? Per2  Form3  .1.14266 007453 0.03391
28 Suj? Peril Formd 012109 070422 026641
2 Sujs Peri4 Forml  .1.00516 028422 -0.28%84
30 Suls Pesi3 Form2 047391 026553 040234
3 Sujé Peri2 Formd 078609 005078 0.43766
32 Sui8 Parit Form4  .025484 0.50297 -0.55016
ERROR  SUMOF RECOMPUTED RELATVE
TERM SQUARES  FROMRESIDUALS  ERRORA
1 10161330 101.61330  0.00000
2 26.02244 26.02244 0,00000

0.0000
0.0012
0.0743
0.1457

0.45078
0.45578
0.02047
0.56953
-0.39797

0.98787

HUYNH
FELDT

0,0000
0.0007

0.1357

-0.07328

026422
003422
0.15672

-0.37828
-0.2892
083078
0.18078
-0.38297

0:09075
59984

0.178%1
0.10828
0.31266

-1.47766
123234
0.11328

016172

+0.06891
-0.46797
-0.10922
0.66047

0.01797
0.59453
0.43672

-0.94078
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8MDP2D - DETAILED DATA DESCRIPTION, INCLUDING FREQUENCIES
Copyright 1977, 1879, 1061, 1582, 1983, 1565, 1967, 1683, 1990
by BMDP Swistical Softwars, Inc.

PROGRAM INSTRUCTIONS
/BMDP 20

/PROBLEM  TITLE = ‘Anslisls da residusies pata el disofio con medidas repatidas’.
ANPUT FILE = RESIDUAL

CODE = RESIDUAL.
NARIABLES USE = 41017,
TPRINT WSTAT.

NO COUNT.
fEND

FAXTI 15835937
RIN{TUS -2.6051562
RANGE 4. 1897498
WIIABLE NIBER L L L ., n URRLARCE 0.6194621
rumz oF ﬂlSHNCI DﬁLl[S 2 SI1.0CY 0.9052414
COUNTE 2 @-012 0.634335¢ [ACH W’
WH o UN.l[S NOT CONIED . ST, 5C. 1.75 HH RCPRESINTS
.51 5C. -2.88 H 1
H CONT(5)
957, CONIBERCT H B R
Ei"MI[ . Lo wpER B
L) 0. 1600256 =0.3263742 0.3263744 H H B H
OIM 0.0‘59375 0.2208365 e aemaeel)
ook NOT INTQUC
CACH '~ ABOVE 0.3000
OF ROMIALTTY -2.7000
u SIRHS i 09538 1.8000
SIGNIFICARCE LEVEL D,2207 CASE KO. OF NIH, UAL.
CAST KO, OF MAX. UaL.
-0.5088280
UALUE  URLLE/S.E. 0.7538438
SXELHESS “0.74 1.70 ~0.9052414
KURI0SIS 0.35 0.41 0.8052415
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ETUTTIT
UaiABLE N "
Nrece oF DISHNCT UN.ILS 2
MIBLR OF UALLES COMTCD, »
WIYBER OF VALLES HOT CONTED 0
ESTIMTL ST.ERO0R
M 0.0000000 0.0762668
PEDIAN 0.0281250 0.0525029
no0C HOT UNIRUE

T 07 ROONALTTY
u SIRHSHE 0.9
SIGNIFLCANCE LEKL €. &43!

1 1.0501565
HIKLTN -0.4736337
023750
UARIARCE 0.1861310
5700V, 04314
©3-01%2 0.2322657 EAH ‘R
ST 9 W REPRESENTS
W.ST.5C -2.% HH 1
[ COWTS)
957 COTIOENCE e
LoLn H o HEN B
-0, 1855467 0.1555467 U
Loy
THOW '~ ABOVE = 0. 1500
L= -1.0500
u: 12000
CASE WO, OF HIK. UAL. = 34
CASE KO, OF MAX. WAl = 13
-0.2360157
v WL 0.2285157
SKEWESS 0,11 -0.4314290
KRT0stS R F o3 04314230
EACH *.* BILOM = 0.0200
] H

+

BN
¥
LT
WRIABLE WIBID . . . . . . 15
'UB(D o nlsnuﬂ VALIES . 2
B OF DALY Ten, 2
WD o WIS MOT COUMIED 2
€STInATL ST.[0R00
N 0,0000000 0.0811734
DI 0.0225000 0. 1206122
oo NOF ORTOUC
TEST OF NODWALITY

U STATISTIC 0.8615
SIBHIFIEANCE LEVEL D.355)

xR 0.8748437
NI ~0.2770312
RAHEE 1,6518750
UAlIANCT 085
ST.00Y, 0,4591863
(03-01),2 0, 4076353 [
X, ST.SC. 191 H H REPACSINTS
R.5T.5C. ~1.69 H HH 1
H HH CONT(S)
957, EONTLOEMCE HHHH K
RH R HR
0. 1655543 0. 1655543 H HERR "
TACH = ABOMT = 0. 1500
L= -1.0500
u= 1.2000
CASE NO. OF ALH. VAL, = 19
CAST KO, OF PAX. tAL. = 1
Q1= -0.4301563
VAL VALUEAS.E. = 0.3852044
STMLSS B.04 0.10 €S-z -0.4591863
KRI0S1S “L -1.32 §¢x D,4591863
EACH *.' BELOY = 0.0150
0 s
LE:] 3 4
EOTPYPPRIN & ST B P
RO
LR
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1 0.5879486
L1 niRthon -0.6276562
1.6156248
AL WERER . L, . L, 16 1 0.1710975
:um U' ﬂlSﬂK‘.t UN.\ES N . DEY, 0.4136293
TC0. N (©-01)2 0.30%87 EACH 'R
nm:n U' MKS NY E(D(IED L} X, ST, S, 2.3
. ST. SC. -1.52 H )
W Ha COMTS)
57 CONF IDENCE Hadb R
LSTIMATL ST.E0000 e ] HEEH
e 0. HOOO00D 0.0731218 -0, 1431328 0,1431328 L
TCOIAR -0, 0225000 00343507 [Sentatant sy |
e NOT UNIDUE
LK *-' A0 = ﬂ. 1500
TIST OF L=
U STATISTIC 0,5619 U= I 3500
STGHITICARCE LIWL  0.2643 CASE ND, OF MM, LAL. = 18
CASC D, OF MAX, WAL, = 32
-0.3710338
WALUC  DALUESS.T 0.2482813
SXEAMESS . 45 1.04 -0.4136393
KRTDSIS -0,53 -0.61 0.413639)
EACK .’ BELOW = 0.0150
s q [ S
] -1 il 3 +
Livecenns taseeerasiaanne teraresaeseanan 1 SO eseees - .
0a
®
s
1 R X 12373437
LTI ] HINGux -1.47265¢0
6L 2.70939%8
UARIABLE WUED . L L . . v UAQLARCE 0.2713532
NUXIBER OF OISTINCT UALUES . 2 ST1.00V, 0.5703157
NEBERA OF UACLES COUNTED. . R 403-01),2 0. 2948048 L] LACH 'H!
WBER OF UWALES NOT COUNTED o n,Ss1.80, .37 w PEPRESENTS
TH.5T.SC. 2.8 ] 1
il COUNTLS)
95/ CORFIDERCT HHHH HH
ESTIMATE ST. ER008 wn HARRHE
L5 . 0. 0320858 -0. 1879101 0. 1878100
HEDLAN -0,0081249 0.0636430
nODE NOT AIouC
TEST OF RORrw 1Y
U STATISTIC 0.9;
SIBNIFICANCE LEVEL D, 7&56 CASE
CASt
VALLE  VALUE/S. T,
SXEUNESS -0.33 .77 -U 5209157
KuR1081S 0.8 0.95 0.5209156
EACH .0 BOLO = 0.0250
[ s
3 +

=
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BMDPSD - HISTOGRAMS AND UNNARIATE PLOTS
Copyright 1877, 1979, 1961, 1962, 1983, 1985, 1887, 1968, 1990
by BMDP Statistical are,

PROGRAM INSTRUCTIONS

/BMDP 5D
/PROBLEM TITLE = ‘Analisis de Residuales’.
ANPUT FILE = RESIDUAL

NARIABLES USE » 131017,
fPLoT TYPE=NORM.

SIZE = 20,15,
fEND

NORMAL PLOT OF VARIABLE 13 RO

SYMBOL COUNT MEAN ST.DEV,
. R 0.000 0.905

DR R R A CEE TR 2

N

LT3

G e

CET e U R Ly

RO
VALUES FROM NORMAL DISTRIBUTION WOULD LIE
ON THE LINE INDICATED BY THE SYMBOL ¢/ .
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NORMAL PLOT OF VARIABLE 14 Rt

[
X2
P
€
c
[
e
o
e
N
‘0
R
n
A
n .
-2
a1

[ S

+ o+
- . -
- = -
- x -
- » -
- xx -
- xx -
+ “u +
- EEK -
- Sk -
- S -
- g -
- X, -
- ws -
+ +
ERRR SRR ACEERE R PR
-1 1
o

SYMBOL COUNT
. xR

VALUES FROM NORMAL DISTRIBUTION WOULD UIE

ONTHE LINE INDICATED BY THE SYMBOL / .

NORMAL PLOT OF VARIABLE 15 R2

SYMBOL ~COUNT
. -3

MEAN  ST.DEV.
0.000 0.431
MEAN  ST.DEV.
0.000 0.459

£
X 2 o+ X+
P - -
€ - -
c - -
T - -
£ - z
o i -
T Db +
N - <
[ PR -
R -
n - -
A - -
L LK -
-2 4x +
PETTS SRR SRR STy

0.
R2
VALUES FROM NORMAL DISTRIBUTION WOULD LIE
ON THE UINE INOICATED BY THE SYMBOL / .
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NORMAL PLOT OF VARIABLE 16 R3

E
X 2
p
E
C
T
£
0
0
N
4]
R
n
A
L
-2

ERS CRRRTS PRI toraaate

+ r ¥t
- E =
- x -
- x -
- LT -
- > -
- m -
+ x +
- P -
- x -
= w N
- W -
+
L R CITTLN
~«.50 .80
0.0 1.0

SYMBOL COUNT
. 32

R3
VALUES FROM NORMAL DISTRIBUTION WOULD LIE

ON THE LINE INDICATED BY THE 5YMBOL. / .

NORMAL PLOT OF VARIABLE 17 R4

~PaTO02 OM-OMUXM

-2

+ ¥+
- 1 4 -
- x -
- x -
= [ -
- »x -
- x -
+ x +
- x -
- XK -
- 't -
- ax. -
L2 I +
PR R oo
a

SYMBOL. COUNT MEAN  ST.DEV.
.

2

R4
VALUES FROM NORMAL DISTRIBUTION WOULD LIE

ON THE UINE INDICATED BY THE SYMBOL / .

MEAN  ST.DEV.

0.000

0.000

0414

0.521
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APENDICE B

BMDPIR - NONUNEAR REGRESSION
Copyright 1877, 1979, 1961, 1982, 1963, 1985, 1887, 1968, 1890
MOP Sttistical Software, inc.

PROGRAM INSTRUCTIONS

/BMDP 3R

PROBLEM TITLE 1S "BIOECUIVALENCLA",

ANPUT VARIABLES ARE 25.
FORMAT IS FREE.

MTRANSFORM  PROM IS MEAN(m1,m2.m3,m4}.
NARABLE NASLES ARE Sujeta, PERIODQ, Form, mt,m2,m3,md,d1,42,63,d4,
€1,52,53,04,85,45,0 7wl W2,W3,11,£2,13,un0.
USE ARE 810 25, PROM.
/REGRESS DEPENDENT 1S PROM.
NUMBER IS 6.
PARAM IS 18,
IPARAMETER  CONST IS (1}1,(21,{3) 1. (41
Kw»D.

PRINT PLUNESIZE 15 72,
7END
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ASYMPTOTIC CORRELATION MATRXX OF THE PARAMETERS

P P2 PA Pe Ps Ps PT  Ps P P10 PI1 P12 P3P P18 Pis Pl PB

1 2 s a s [ T . o () u 2 3 “ " 18 ” "

Pt Y 100
P22 @33 1000
P33 031 033 1000
P44 03 O3 03N 100
PS8 Q000 0000 0000 0000 1000
P66 000 Q000 01T OVE 04 1000
P77 ©000 0000 D178 0378 O4e 04 100
P4 8 D00 0QI7A Q00 Q1T Q48 0300 0300 1000

s o Q178 000 Q78 Qs 0300 0524 100
PO T 0178 0000 0176 0488 0200 0300 0500 QX0 1000

P18 12 0008 Q008 Q008 0000 D87 OB 00 O30 O ASe D4 DI 0IN DI 0N O O34 1000

RESIOUAL MEAN SQUARE 1.63876

DEGREES OF FREEDOM 15

THE RESIDUAL MEAN SOUARE, 1.6388 , IS USED IN COMPUTING
STANDARD DEVIATIONS FOR PARAMHERS AND PREDICTED VALUES,

PARAETER ESTINATE ASYHOTOTIC TOLERANEE.
STAOND DEVIATION

L3 0, 316562 0. 495797 0. 153846
P2 0.13)188 0.4952%7 D0.153846
L] 0. 302832 0. 435797 0. 153846
Py ~-0.350687 0.495797 0. 153846

~0. 40" 0.905197

2,333656 0.927851 0.426190
L2 4.31403y 0.92755) 0.476180
P8 4.474844 0.827551 0.476130

0.836034 0.922848) 0.476130
mo 3.248688 0.927551 0.426190
Py 3.937438 0.927551 0.476330 —
P12 0, 488437 0.64007
13 ~0.347188 0.640071 3 0
P 0.045537 0.640074 0.496452
P15 0.432719 0.621312 0.454545
P& 0.302844 0.671312 0.454545
L34 0.026313 0.671312 0.454545
p1e 4.747563 0.858745 0.049444
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APENDICE C

BMDP2V - ANALYSIS OF YARIANCE AND COVARIANCE WITH REPEATED MEASURES,
Copyright 1877, 1979, 19681, 1962, 1983, 1985, 1967, 1988, 1590
by BMDP Statirtical Software, Inc.

PROGRAM INSTRUCTIONS

/aMDP.2V
/PROBLEM TITLE IS ‘BIOEQUIVALENCIA',
INPUT VARIABLES ARE 7.

FORMAT IS FREE.
{/TRANSFORM  PROM IS MEANM,2,(3,44).
NARWUBLE NAMES ARE Sujato, Weok, Form, 11,22,83.14.
ISAVE RESIDUAL.

FILE IS CHICO.

CODE |S CHICO.

NEW.
IGROUP CODES{!) = 1108,
NAMES(1) = Su)l sup Suf3.5uj4,Sui5.5uj6.SufT.Sul8.
CODES2) =
NAMES(2) = Wukl Week2 Woehd Weekd.
CODES() = 114,
NAMES(3) = Formt,Form2,Formd,Formd.
OESIGN GROUPING ARE Sujeto, Weok, Form.
DEPENDENT IS PROM.
EXCLUDE ARE 12,13.23,123.

PRINT UNESIZE = 72.
RESIDUAL.
NO MEAN.
fEND

ANALYSIS OF VARIANCE FOR 1-ST DEPENDENT VARWBLE -
PROM

SOURCE SUM OF DF. MEAN F TAIL

SQUARES SQUARE PROB.
MEAN 17283890 1 1728.38331 1224.68 0.0000
Sujeto 101.89459 7 14,55638 1034 0.0000
Week 281969 3 0.83990 067 05838
Form 085055 3 0.28685 020 0898
1 EARCA 2540333 18 141130
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BHMDP2D - A0y

W Softwenrg, inc.

PROGRANKRCT ST 0N
18MDP 20

DATADESCRIPTTION, INCLUDING FREQUENCIES
Copyright Wt~ wy o8, 1962, 93, 19685, (987, 1968,1990
P O itk

{PROBLEM T"\Q,E 15 'Nuﬁm dea losimkdualers e detos promediador’,

ANPUT e =

¥E 1S CH(CO

00%
NARABLE BESE 1510,
PRINY,  WSTI:T-AT,

80 o o,
fEND

VARIBIIOBE =\ ssep
10 RBOL

NUMBBYLASBSEZS FEAD. .., . . .

w3
axtany
S 1 1run 1.5875943
LIy LT -7.6051564
4. 1887507
AR 10 DRI RRCE 08194622
)umlmmn SR N S1LOEU. 9052415
1 VEURLE=S CONCY. 2 @-91),2 0.£3433¢0 CACH 'K
HEIE KURAESS 0 mmr.u [ 1LST, 3 HH REPRLSIRTS
™.51.5C. -2.88 i )
0 R CONIESY
957 CON10EKE H R
BritaTL BRG] a i
ex 0 2180256 -0.3263743 9,3263743 HOH sk W
ity 20458372 08385 Leeeeeeeeeee ]
n 161 UNIQUE
EACH = ABIVE 0.3000
gy i -2,7600
0 g 0.9536 1.8000
SWINL £ LWL 0.2207 CRASE NG, OF AN, UAL. 9
CASE MO. OF MK, WAL, = 122
= -0.508828
DA UL/ T = 07538438
SXEMISS 074 N 5= -DA5UIS
KIRTESIS 0.3 0.43 Sz 09052415
CACH *." BELOY = 0.0500
H ] [
- 1 " I "
A %
Nl
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BMOPSD « HISTOGRAMS AND UNIVARIATE PLOTS
Copyright 1877, 1876, 1961, 1962, 1883, 1985, 1967, 1963, 1990
MOP Statistical Software, Inc.

PROGRAM INSTRUCTIONS
/BMDP 50
/PROBLEM TITLE 1S ‘Analiste do los residuales .
INPUT FILE (S RESIDUAL.
COUE IS RESIDUAL.

NARABLES USE IS Y0,

PLOT TYPE 1S NORM. SRE w 20,15,
SZE w 20,15,

JEND

NORMAL PLOT OF VARABLE 10 RESIDUAL
SYMBOL COUNT  MEAN  ST.DEV.
- 32

0.000 0.505

EYTTTL SOTOUR S X

3 2 <
X 2 D
4 - L7
A - o~
¢ - -
T - n -
£ - wooo-
s - - 3
. [ pLL) 4
3 IS -
g - ~ o T
LS L 3 -
f - -
A . -
L - N
20 +

. P TR

]

RESIDUAL
VALUES FROM NORMAL DISTRIBUTION WOULD LIE
ONTHE UNE INDICATED BY THE SYMBOL 7 .
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APENDICE D

GLOSARIO

Absorcidn
conjunto de fendmenos que permiten al principio activo pasar de su sitio de administracidn
a {a circulacién sanguinea, a través de una barrera o tejido biolégico.

Biodisponibllidad
Cuantificacidn de (a cantidad y velocidad a fa cual el principio activo es absorbido desde
un producto farmacéutico hasta la circulacién sanguinea.

Bloequilvalencia

Estudio de biodisponibilidad utilizado para comparar, in vivo, dos o més formulaciones
{medicamentos) que contengan la misma dosis def farmaco terapéuticamente activo y en
los mismos sujetos.

Distribucién
Proceso mediante el cual un fdrmaco en el plasma es llevado a los diversos tejidos def
organismo.

Eficacla Terapéutica
Intensidad de la respuesta farmacologica alcanzada con cierta dosis def farmaco.

Eliminacién
Conjunto de fendémenos que conducen a fa desaparicion progresiva del principio activo (o
de un metabolito) del medio interno.

Excrecién
Elirninacién del principio activo o sus metabolitos, hacia el exterior del organismo.

Farmaco
Sindnimo de principio activo
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Formulacién
Sinénimo de medicamento.

Farmacocinética
Estudio de la evolucion temporal de los niveles de los medicamentos y sus metabolitos en
los diferentes fluidos, tejidos y excretas del organismo.

Medicamento
Preparacidn farmacéutica que resulta de la incorporacidn exactamente medida de un
principio activo (o de varios) en el seno de una forma farmacéutica.

Metabolito
Molécula resultante de la biotransformacién de un principio activo.

Metabolismo
Cambios enziméaticos que sufre un farmaco en el organismo.

Posologla
Régimen de dosificacién de un medicamento.

Principio Activo
Substancia que posee, por ella misma o debido a sus metabolitos, propiedades
farmacoldgicas.

Via de Administracién
Ruta por la cual un medicamento es aplicado al organismo.

Vida Media
Tiempo en el cual es eliminada del organismo, la mitad de la dosis administrada.
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