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Resumen

Recibido: 12/2016 La bioequivalencia es un estudio que consiste en comparar una formulacién Test (nuevo
medicamento) y una formulacién Referencia (versién original) utilizando un disefio
Aceptado: 03/2017 crossover 2x2. A cada sujeto se le administra una dosis de T'y R y se les toman muestras de

sangre con el fin de determinar la concentracion de droga en el plasma. Si los promedios
estan “suficientemente cerca” las dos formulaciones se consideran bioeguivalentes en promedio.

El disefio estandar de crossover de dos periodos dos secuencias no es util en presencia de
Palabras clave

efecto carryover. Ademas, no provee de estimadores independientes para las varianzas
dentro de los sujetos. Para salvar estas desventajas, en la practica, se considera el uso de
Bioequivalencia en disefios de orden mayor a dos.

romedio. - . . - .
promedio Si bien dos drogas pueden ser similares en media sobre la poblacién de potenciales

Bioequivalencia individual. pacientes, podrian producir efectos diferentes cuando un paciente cambia de la formulacion
T ala R o viceversa. En otras palabras, habrfa una interaccién significante entre sujeto-
Disefios replicados. formulacion. Para demostrar que esto no sucede habrfa que probar que ambas
formulaciones cumplen la bivequivalencia individual .

Los disefios de crossover replicados son necesarios para aproximar IBE ya que permiten la
estimacién de la varianza en el sujeto de T y R y la componente de la varianza de la
interaccién sujeto formulacion.

En el presente trabajo se presentan distintos métodos para el calculo de bioequivalencia en
promedio y bioequivalencia individual utilizando disefios de crossover replicados basandose
enlos propuestos en las gufas draft del 2001de la FDA.
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Abstract

KEYWORDS The bioequivalence summary is a study which is to compare a formulation (new drug) Test
Av bi ival and a reference (original version) formulation using a 2 x 2 crossover design. Each subject
verage bioequivalence. ) ) '
was given a dose of T and R and blood samples are taken to determine the concentration

Individual bioequivalence. of drug in the plasma. If the averages are "close enough" two formulations are Bioequivalent
Replicate designs. on average (ABE).

Standard two period crossover design two sequences is not useful in the presence of
carryover effect. In addition, not provides of estimators independent for the variances
within the subject. To save these disadvantages, in practice, is considered the use of order
greater than two designs. Although two drugs can be similar in half on the population of
potential patients, could produce effects different when a patient changes of the formulation
T to the R or vice versa. In other words, would have a meaningful interaction between
subject-formulation. To demonstrate that this does not happen, it would have to prove that
both formulations to meet individual bioequivalence.

Them designs of crossover replicated are necessary for approach IBE since allow the
estimation of the variance in the subject of T and R and the component of the variance of
the interaction subject formulation. This paper presents various methods for the calculation
of bioequivalence on average and Individual bioequivalence using replicated crossover

designs based on the proposed draft of the 2001de guidelines the FDA.
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INTRODUCCION

El desarrollo de un medicamento se divide en dos etapas. La etapa preclinica, en la que se identifica
una droga o molécula relacionada con cierta patologia, se desarrolla y se verifica su interaccién
con el sitio de interés donde se busca que actie. La etapa clinica se divide en fases: Fase 1

(seguridad), Fase 11 (eficacia), Fase III (eficacia comparativa) y Fase IV (farmacoviligancia).

En Argentina, si bien se realizan estudios para las cuatro fases de andlisis clinicos, la mayoria de
los recursos de investigacion y desarrollo se destinan a la Fase 111, que se focaliza en ensayos sobre

pacientes sobre la seguridad y eficacia de los medicamentos!.

En esta etapa la regulacién actual acepta para la evaluacién de un medicamento el criterio de
bioequivalencia en promedio (ABE)? el cual s6lo prueba la bioequivalencia en medias. Pero esa
métrica no controla las varianzas de ambas formulaciones y no tiene en cuenta una posible
interaccién sujeto—formulacién. Por lo tanto, la FDA (Food and Drug Administration) propone

el uso de disefios replicados.

En la primera seccién de este trabajo se realizard una descripciéon de los modelos de disefios
replicados para, en la segunda seccidn, aplicar esta metodologia en la evaluacién de bioequivalencia
en promedio En la tercera seccién se presentaran los procedimientos para el calculo de

bioequivalencia individual (IBE)3, los cuales se aplicaran a datos de la bibliografia.

Finalmente se realizard una comparacién de ambos métodos y se concluird en término de los

resultados obtenidos.

1. :QUE ES UN DISENO REPLICADO?

Un disefio de crossover de orden mayor a dos se define como un disefio donde el nimero de
periodos es mayor a dos o bien el nimero de secuencias es mayor que el numero de tratamientos

que se comparan.

El disefio estandar de crossover de dos periodos dos secuencias no es util en presencia de efecto
carryover. Ademas, no provee de estimadores independientes para las varianzas dentro de los
sujetos (within subject variance). Para salvar estas desventajas, en la practica, se considera el uso de

disefios de orden mayor a dos.

! Para profundizar sobre la evolucion de la industria farmacéutica y la produccién de medicamentos en nuestro pais
ver Bianco (2015).

2 ABE: average bioequivalence

3 IBE: individual bioequivalence
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Un rasgo de este tipo de disefio es que no es necesario asumir que los efectos del sujeto son
variables aleatorias con el fin de testear la diferencia entre los efectos carryover. Aunque al
principio se puede cubrir la informacién directa del tratamiento desde la variacién entre sujetos,
es sumamente dificil probar que vale la pena, debido a las diferencias entre sujetos tipicas de las

pruebas crossover.

Consecuentemente, con el fin de comparar disefios se asume que los efectos de los sujetos son

fijos y que los errores dentro de los sujetos (within subject errors) son independientes con media

. 2
cero y vartanza O .

Otro punto importante es la forma en que los efectos pueden ser estimados mediante los
contrastes dentro de los sujetos. Con el fin de hacer esto primero se debe determinar cuintos
grados de libertad estan disponibles y luego determinar los contrastes que estan asociados a esos

grados de libertad.

Si un disefio tiene 5 secuencias y p perfodos, entonces hay S- P medias de periodos. Por lo tanto,
hay (S- p—1) grados de libertad entre estas medias, los cuales pueden dividirse en (S —1) entre

grupos, (P —1) entre periodos y (S—1)- (P —1) para los efectos de la interaccién grupo por

periodo. Este dltimo grupo contiene los grados de libertad asociados a los efectos de mayor
interés. Aunque este conjunto de grados de libertad puede ser particionado de distintas formas,
siempre tendremos en cuenta estos tres conjuntos basicos: (a) el efecto directo de los tratamientos,
(b) la interaccién directa del perfodo y los efectos carryover, (c) otros efectos que no son de interés

directo asociados con la interaccién grupos y petiodos.

En algunos disefios los efectos asociados con los grados de libertad en (b) pueden ser divididos

en otros efectos, y por lo tanto se debera elegir qué términos deberan incluirse en el modelo.

En resumen, se deben identificar los grados de libertad que estan asociados a los efectos de interés

y luego formular un modelo que particione estos grados de libertad.

El disefio de crossover replicado puede ser usado independientemente de la aproximacion
seleccionada para establecer bioequivalencia. Estos diseflos son necesarios para aproximar IBE ya
que permiten la estimacion de la varianza en el sujeto de T y R y la componente de la varianza de

la interacciéon sujeto formulacién.

En el Cuadro 1 se presenta el disefio de cuatro periodos dos secuencias dos formulaciones

recomendado para estudios de bioequivalencia replicados.
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Cuadro 1
Periodo
1 2 3 4
Secuencia 1 T R T R
R T R T

Fuente: FDA Guidance (2001).

Para este disefio el mismo conjunto de T y R debe ser usado para la administracién replicada.

Cada periodo debe ser separado por un adecuado periodo de lavado.

Los efectos fijos que usualmente se incluyen en un analisis estadistico son secuencia, periodo y
tratamiento (formulacién). El numero de grados de libertad atribuible a cada efecto fijo es
generalmente igual al ndmero de niveles del efecto menos uno. Por eso, en el caso del disefio de
dos secuencias cuatro periodos habra un grado de libertad para la secuencia (2-1), tres grados de
libertad para el periodo (4-1) y un grado de libertad para el tratamiento (2-1) dando un total de
cinco grados de libertad para el total de los efectos fijos (1+3+1). Estos 5 grados de libertad
difieren de los 7 grados de libertad que tiene el modelo, por lo tanto se dice que es no saturado.
Para lograr un modelo safurado se podria agregar a los tres efectos fijos principales (secuencia,
periodo y tratamiento), por ejemplo, el efecto de la interaccién secuencia-tratamiento y el efecto

de la interaccién secuencia-periodo.

Si el disefio de crossover replicado sélo tiene dos secuencias, el uso de los tres efectos principales

en el modelo de efectos fijos o el uso del modelo saturado, practicamente no tienen diferencia.

En el Cuadro 2 se presenta el modelo de cuatro periodos dos formulaciones cuatro secuencias.

Cuadro 2
Periodo
1 2 3 4
Secuencia 1 T R R T
2 R T T R
3 T T R R
4 R R T T

Fuente: FDA Guidance (2001).

Si el disefio de crossover replicado contiene mas de dos secuencias, el modelo de efectos fijos
generalmente produce una estimacion diferente de f4; — g con respecto al modelo saturado, a
menos que el nimero de sujetos en cada secuencia sea el mismo. Ademds, la estimacién de la
varianza por el método de los momentos es eficiente sélo para el modelo saturado mientras que

para el modelo de efectos fijos el estimador mas eficiente deberia incluir en el modelo alguna

componente entre secuencias, complicando el modelo.
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Por eso el uso de disefios con sélo dos secuencias minimiza o evita ciertas ambigiiedades con
respecto al método de estimacion de la varianza elegido o al modelo de efectos fijos que se

considere.

La tnica razén para usar un modelo replicado de cuatro secuencias cuatro periodos es que se

piense que es el 6ptimo si se incluye el efecto carryover.

Se considera el siguiente modelo estadistico, el cual corresponde a un disefio de 4 periodos con
igual numero de replicaciones de T y R en cada secuencia s. Se asume que los efectos carryover
estan ausentes (la respuesta a una formulacién administrada en un periodo particular del disefio
no esta afectada por la formulacién administrada en periodos anteriores) o bien son iguales para

cada formulacién (se consideran dentro del efecto del periodo).

Yiu = M +Vin + O + Eij

i=1...,s secuencia

j =1..., n; sujeto de la secuencia 7

k=T,R formulacién

=12 replicacién de la formulacién £ en la secuencia 7

Yija = respuesta en la secuencia 7 del sujeto / con la formulacién £ en la replicacion /

My = media de la formulacién £

Via = efecto fijo en la secuencia 7 de la formulacién £ en la replicacion / (efecto fijo de la formulacion)
5ijk =efecto aleatorio en la secuencia 7 del sujeto j con la formulacion & (random subject effect)

&jja = error aleatorio en la secuencia / del sujeto / con la formulacién £ en la replicacion / (withing
subject random error)

5ijk y &jju son mutuamente independientes.
&jju son independientes e idénticamente distribuidas
& ~ N(O,5%,)

ijkd 1 Owk

o v%/k = varianza dentro del sujeto para la formulacion & (within subject variance)

Hp + O . : . o
m; = son independientes y tienen distribucion
My + §ijT
2
Hg |, Ogr POgr Ogr
m; ~ N ; )
My POgr Ogr Ogr
Es decir,
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2 2
Var (5in) =Opgg Var (5ijT) = Opr Cov(Ojr: 01 ) = POgr Tgr = Tgrr = Wer
O'ék = varianza entre sujetos para la formulacién & (between subject variance)

. 2 2 . : o
Bajo este modelo, Var(dy; —d;z) =0  donde O es la varianza interaccién sujeto

tormulacion (subject by formulation interaction variance)

Para evitar la sobreparametrizacion se aplica la siguiente restriccion:

ii?ﬁkl =0

i=L 1=1
Este modelo se puede resolver utilizando el Modelo Lineal Generalizado (correspondiente a la
aproximacién por el método de los momentos), maxima verosimilitud o maxima verosimilitud

restringida.

2. BIOEQUIVALENCIA EN PROMEDIO EN DISENOS REPLICADOS

2.1 Procedimientos inferenciales para ABE en disefios replicados

La regla de decisién para determinar bioequivalencia en promedio para disefios replicados es igual

a la de un disefio crossover de dos petriodos.
Sean f; y Uy las medias poblacionales de concentracion plasmatica maxima (C Max ) o bien

del area bajo la curva de concentraciéon plasmatica (AUC) cuando los sujetos son tratados con T

y R respectivamente.
El clasico intervalo de (1—2a)x100% de confianza para f&; — ty se obtiene de la siguiente

forma

L = i — fig _ta;gl V\iar(/}T .y @

U, =4y — il i w/\?ar([zT — [1z) donde gl son los grados de libertad de una variable

aleatoria con distribucién t de Student (observemos que si T ~ tgl entonces P(T >t,..) = )

Este intervalo puede ser convertido en un intervalo de (1—2a)x100% de confianza para Lol

Hr

dividiendo por fIg (considerando a flz como la verdadera media de la referencia). Por lo tanto:

L, = [# + lj x100% 2)
HR

U, :[$+1]x100%
HR
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Luego, se concluye que existe bioequivalencia en promedio si se satisface (6, =—0,2 1y ;
0, =02, ; 5. =80% ; 5, =120%):
(L,U) =(6..6,) o bien (L,,U,) = (6,.6y) ©)

Schuirman (1981, 1987) introdujo el uso de test de hipétesis para establecer bioequivalencia,

siendo las hipétesis a testeat:

Hoipr —pg <0, 0 pp — g 26 H 20 <ty —pr <6y

donde 6, =-02u; vy 6, =0,2 1y

Este test puede ser descompuesto en dos tests de una cola (TOST: #wo one — sided tests):
Hol:/JT_,URSQL H11:9|_<,UT_,UR @
Ho, “ptr — g 26, Hy, 260, > 1ty — 115

Bajo la hipétesis de normalidad de las variables, se rechazan las hipétesis nulas si:

T = fr — fig =6, St T, = fr = fig =0y <_t

~ N N a;gl y ~ - ~ a;gl (5)
yVar(i; — fig) yVar(i; — fig)

Se establece bioequivalencia en promedio si y sélo si se rechazan ambas hipétesis nulas con un

nivel de significacién & .

Si los datos estan transformados, es decir, si ffy vy gy son las medias poblacionales del
IN(AUC) (o bien, In(C max) ) cuando los sujetos son tratados con T'y R respectivamente, ABE
se demuestra si el intervalo del (1—2a)x100% de confianza para ti; — tig dado en (1) se
encuentra dentro de los limites de aceptacion de —In(L,25) =—-0,2231 y In(1,25) =0,2231

(FDA Guidance, 1992, 2001, 2003), conocida como la regla del + 20%.
Al aplicar la funcién exponencial, es decir, en la escala natural, ABE se demuestra si hay suficiente

evidencia para asegurar:
0,80 < exp(uy — 1) <1,25 ©)
En efecto, si se consideran a fI; y My como las medias poblacionales de los datos sin
transformar, se obtiene:
—In(1,25) < 1t; — 115 < IN(1,25)
—In(4,25) < In zz; —In zz;, <In(1,25)

—In(1,25) < In[’z—Tj <In(1,25)

Hr

exp[-In(1,25)] < exp{ln(g—TH <exp[In(1,25)]

Hr
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080< 41 <125 ™
Hr

Se observa que la simetria del intervalo de confianza es en la escala logaritmica y no en la escala
natural.

Cuando se utilizan datos transformados por logaritmo, las hipétesis a testear para TOST son:

Ho, 4y — pg <—In1,25 Hy, :=IN125 < up — 14 (8)
Ho, " 4ty — 145 21In1,25 Hy, 1In125> i — pug

2.2 Métodos de estimacién de ABE para disefios replicados

En esta seccién se presentaran distintos procedimientos de estimacién. Primero se desarrollard el
método que Chow y Liu proponen en su libro Design and Analysis of Bivavailability and Biveguivalence
Studies (1992) en el que se asume que la varianza sujeto—formulacion es nula. Luego, se presentara

el método de los momentos el cual provee de estimadores insesgados e independientes de la diferencia

2 2
Owr T Owr

de medias (0 = 4 — Ug) v de la varianza (O‘,2 = GS + ). Finalmente, se discutira

el método de aproximacion asintdtica basado en los estimadores de maxima verosimilitud restringida
(REML)*. Este método permite encontrar estimadores de cada uno de los componentes de la

varianza.

A continuacién se enuncian las notaciones y definiciones que se usaran en las siguientes secciones

para el calculo de los estimadores y sus varianzas.

Recordar que s representa la cantidad de secuencias, N; el nimero de sujetos en la secuencia 7 y

)

1 1
Yir. = E(YijTl +YijT2) Yige = E(Yinl "‘Yinz)
_ 1 i 1 2 1 N
Y ioke — — iy Y = Y .
k n; jl|:2I21: “kl} n; 121: "
I 1 ni
Iij _YijT- Yin. I.. = n_. < Iij
I 1 ni
Tij :YijTl _YijTZ Ti. = n_ : Tij

4 REML: Restricted maxcimum likelibood
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— 1 ni
Rij :Yinl _Yinz Ri- = Rij
N =
N
L, ZEZYi-k- k=T,R )
i=1
A A . 131
5:/'1T_IUR:_Z|:_ Iij:| (10)
SN R )
1 S —\
M =62=—"_ I —1. 11
| | n—s = j=1<|1 |-> ( )
M :6'2 :; S i(T —fio)z (12)
! " 2(n—-s) T =1 !
Me=62n =t 33 (R, ~Re.J ®
R WR 2(n—s) <= = ij

>

Se demuestra que los estimadores O

, My, My y Mg de O=pr —pp

2 2
2 _ 2+UWT+GWR 2 2 : : d ind di
O, =0p —2 , Owr V¥ Oywr > fespectivamente, son insesgados € independientes

A

(Patterson and Jones, 2002). En efecto, 0 y M| son independientes basado en resultados de

Fisher (1925) y Student (1908). Por otro lado, como M; y M provienen de observaciones

normales multivariadas independientes, bajo el modelo propuesto también son independientes.

Ademas (Chinchilli and Esinhart, 1996):

2 2
52 ~ Owr An-s

n-s

2 2
M 6'2 - Owr Zn—s
R
n-—s

A

Consecuentemente O es un estimador insesgado de O = gy — 4z (Vonesh and Chinchilli,

11
1997). Si definimos o’ = UV%/T +UV2\IR y r’= —22—, entonces:
s24<'n

E(5) = 1y — 1ty

10
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2

a o
Var(o) =r’c} =r?| o2 +— (14)
2
o . , 2 11 1)
Si el disefio es de dos secuencias y cuatro periodos entonces " = —| — +— | y si el diseflo es
n, N

11 1 1 1
+

. § 2
de cuatro secuencias y cuatro periodos entonces " =
16{n, n, n; n,

Se observa que replicar las mediciones en cada sujeto reduce el error en un factor igual al numero

de replicaciones. Por ejemplo, en un disefio de crossover de dos petiodos la varianza de la media
. 2 2 i 2 . .
de cada una de las formulaciones es o + 0y; (1 =T,R) donde op; eslavarianza entre sujetos

2 . . L. . . .
y Oy; es la varianza dentro del sujeto (error). En un disefio replicado, la varianza de la media de

2
. 2 Owi . ]
cada una de las formulaciones es O + BN Por esa razén, cuando se estd frente a una gran

variabilidad dentro de los sujetos, el disefio replicado provee una estimacién mas precisa de la
verdadera respuesta individual. Para un producto de baja variabilidad, replicar no influye en la
precision; pero si el producto es altamente variable, un diseflo con replicaciones restringe el rango

donde la respuesta media individual varfa.
i) Método de Chow y Liu

Shein Chung Chow y Jen Pei Liu (1992) proponen métodos para testear ABE en disefios

. . . . . 2
replicados considerando que la varianza sujeto—formulacién es nula (o = 0).

Si un sujeto no recibié alguna de las dosis R o T en alguno de los petiodos (incomplete data) se
excluye del estudio.
Se considerara el modelo planteado en la seccion anterior donde los efectos carryover estan

ausentes.

. . . 2 2 2 . A2 o
Si se asume igualdad de varianzas (Oy; = Oyg = O, ), se considera 0, como el error cuadratico
medio al realizar el analisis de la varianza del modelo planteado.

. . 2 A2 A2
Para obtener el estimador de la varianza, en (14) se reemplaza 0° por 6° =20, . Este

S
estimador tiene 3 z N, |—4 grados de libertad.
i1

Si el disefio es de dos secuencias y cuatro periodos,

11
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A A 267
Var(5)=r2<%2=1 titzee 11,1 6!l (15)
4{n n,) 2 4

con 3(N, +N,) —4 grados de libertad asociados
Si el diseflo es de cuatro secuencias y cuatro perfodos,

2'\2
Var(8)=r26 /1 +i+i+i c, tft,t. 1.1 6!l (16)
" 16 n, n, n,) 2 16 n, n, n,

con 3(N, +N, + N, +n,)—4 grados de libertad asociados.

Reemplazando (10) y (15) (o (16) de acuerdo al disefio que se utilice) en (1), se concluye que los

limites del intervalo de (1—2a) x100% de confianza para g4 — s estan dados por:

Ll =/:lT _:[lR _ta;gl \V I’.2(}: (17)

N A 2 A2
Ul =Hr — Hp +ta;g| ro

e

Si la hipétesis de igualdad de varianzas se rechaza, entonces para obtener un estimador de la
varianza, la expresion de & % en (14) debe ser reemplazada (Chow y Liu, 1992; Wang y Hwang,

2000) por la suma de M; y My, definidos en (10) y (13) respectivamente, que son los

. 2 2
estimadores de Oy v Oyg:

=M; +M, = 2(n 9 ZZ[ R —R..)Z_ (18)

i=1l j=1

S
En este caso los grados de libertad asociados son 2|:(Z n j —
i=1

Reemplazando (10) y (18) en (1), se concluye que los limites del intervalo de (1—2a) x100%
P y ye q

de confianza para ff; — Ll estan dados por:

N A M; +M
L=ty —f1g — g \/rz(%j 19)

M; +M
U, =1&T _:[‘R +ta;g| \/rz(%J
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i) Método de los momentos

Este método permite obtener estimadores insesgados de las componentes del modelo: diferencia
de medias y la suma de varianzas de la varianza de la diferencia de medias. Ademas, tiene en cuenta
la varianza de la interaccion sujeto formulacion. (Patterson and Jones, 2002b).

Si un sujeto no recibié alguna de las dosis R o T en alguno de los petiodos (incomplete data) no se

incluye en el estudio.

Se puede demostrar (Vonesh and Chinchilli, Chapter 4, 1997):

2 2 2 2
Oyt 1+ O Oyt T 0
- Ay 2| 2 2 wT WR | _ 2| -2 wr T Owr
Var(fiy — f1g) =1°| Ogr +Opgg —2P0 g1 Opg +T =r1op +T
Por lo tanto, para obtener un estimador de la varianza, se reemplaza en la expresién anterior
2 2
Oyt T O,
ol =ol+ % port su estimador M|, definido en (11).

Se concluye que los limites del intervalo de (1—2a) x100% de confianza para f&; — ly estin

dados por: Ly = fiy — 1z —t,,., VM, (20)
U, = iy — fig o, rle

iif) Aproximacién asintotica

Este método permite calcular una aproximacion asintética de la media y la varianza. Se presentan
los resultados basados en la teotrfa de una aproximacién normal utilizando maxima verosimilitud
restringida (Patterson and Jones, 2002b; Jones and Kenwards, 2003).

Las estimaciones por el método de maxima verosimilitud restringida pueden ser calculadas por
diversos paquetes de software. Si el conjunto de datos es balanceado y completo, los estimadores
de las componentes de la varianza y el estimador de los efectos fijos son insesgados.

El mayor interés en la practica de este método es obtener estimaciones en conjuntos de datos
incompletos. Los estimadores obtenidos al utilizar REML en conjuntos de datos incompletos, son
independientes y asintéticamente insesgados para los parametros de interés (Milliken and

Johnson, 1992).

. . . A2 A2 A2 A2 A ,
Se obtienen los siguientes estimadores: Opgr , Opr » Owr > Owr ¥ @gr los cuales estin

normalmente distribuidos en el limite con matriz de varianza—covarianza apropiada al modelo

planteado.

13
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Se concluye que los limites del intervalo de (1—2a)x100% de confianza asintdtico para

My — Mg estan dados por:
U, =/t — 1z + 2, ‘Vvar(,[‘T - fir)
L =i —fig -2, Vvar(:[lT — fir)

Se debe notar que la estimacién de la varianza no esta bien caracterizada en ejemplos de pocos
individuos. En muchas situaciones de bioequivalencia en promedio, sin embargo, el tamafio de la
muestra es menor a 30, con lo cual el procedimiento asintético se vuelve cuestionable. En
Patterson and Jones (2002) sugieren (basandose en Kenward and Jones (1997)) que en situaciones
donde el tamafio de la muestra sea pequerlo, se utilice el mismo intervalo de confianza pero con

una aproximacién con # de Student.
2.3 Aplicacion a datos experimentales

Ejemplo 1:

En este ejemplo se comparan dos tabletas genéricas de furosemide: Lasix (test) y Furix (referencia)

con un disefio de dos secuencias cuatro petiodos (TRTR / RTRT).

El intervalo del 90% de confianza que se considera en Cuadro 3 corresponde a A en la escala

Hr
natural.
Cuadro 3
Método S = it — flg Var(S) lGrados de 1C 90%
ibertad
Chow — Liu -0,019 0,1025 20 (0,82;1,17) < (0,80;1,25)
O-VZVT = G\/%/R
Chow — Liu -0,019 0,0072 12 (0,84;114) < (0,80;1,25)
O-vsz * O_VZVR
Método de los -0,019 0,0165 6 (0,76;1,26) ¢ (0,80;1,25)
Momentos

Fuente: Elaboracién propia basado en datos de la literatura (transformados mediante logaritmo natural)
correspondientes a Ekbohm, G. y Melander, H. (1989) “The subject by formulation interaction as a criterion of
interchangeability of drugs”. Biometrics, 45, 1249 — 1254.

El intervalo del 90% de confianza para #1 en la escala natural utilizando aproximacién asintética
Hp

es (0,76;1,26). Como no esta contenido dentro de los limites 0,8 y 1,25 no se puede considerar

que T sea bioequivalente en promedio a R.

14



Casparti, ¢f a//Revista de Investigacién en Modelos Financieros — Afio 5 Vol. 2 (2016-11). 1-28

Ejemplo 2:

El estudio compara las tabletas (test) y las capsulas (referencia) de una prodroga de olsalazine con
un disefio de dos secuencias y cuatro periodos (TRRT / RTTR). Se presenta un dato faltante en

el sujeto 5.

El intervalo del 90% de confianza que se considera en el Cuadro 4 corresponde a #1 en la escala

Hr
natural.
Cuadro 4
Método 5‘ = [ — 0. Var 5‘ Grados de 1C 90%
Hr = He ( ) libertad

Chow — Liu 0,169 0,0106 23 (0,99; 1,41) ¢ (0,80;1,25)

2 2
Owr = Owr
Chow — Liu 0,169 0,0137 14 (0,96; 1,45) ¢ (0,80;1,25)
O-VZVT * O-VZ\IR
Método de los 0,169 0,0042 7 (4,05;1,34) ¢ (0,80;1,25)
Momentos

Fuente: Elaboracién propia basada en datos de la literatura (transformados mediante logaritmo natural)
correspondientes a Ryde, M.; Huitfeldt, B.; Pettersson, R. (1991) Relative bioavailability of Olsalazine from tables and
capsules: a drug targeted for local effect in the colon. Biopharm & Drug Disposition, 12, 233-246.

El intervalo del 90% de confianza para #r en la escala natural utilizando aproximacioén asintética
Hr

sin incluir el sujeto 5 es (1,05;1,34) . Como no esta contenido dentro de los limites 0,8 y 1,25 no

se puede considerar que T sea bioequivalente en promedio a R.

El intervalo del 90% de confianza para #1r en la escala natural utilizando aproximacion asintética
Hr

incluyendo en el estudio al sujeto 5 es (1,04;1,32) . Como no esta contenido dentro de los limites

0,8 y 1,25 no se puede considerar que T sea bioequivalente en promedio a R.

Ejemplo 3:
El estudio compara una formulacién test con la formulaciéon de referencia de Verapamil con un
disefio de cuatro secuencias y cuatro periodos (TRTR / RTRT / TRRT / RTTR).

El intervalo del 90% de confianza que se considera en el Cuadro 5 corresponde a #r enla escala
Hg

natural.
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Cuadro 5

Método S = it — flg Var(S) ](i};ados de 1C 90%
ertad

Chow — Liu -0,02 0,0043 65 (0,88;1,09) < (0,80;1,25)
O-VZVT = G\/%/R
Chow — Liu -0,02 0,0044 38 (0,88;1,1) < (0,80;1,25)
O-vsz * O_VZVR
Método de los -0,02 0,0026 19 (0,90; 1,07) < (0,80;1,25)
Momentos

Fuente: Elaboracién propia basado en datos de la literatura (transformados mediante logaritmo natural)
correspondientes a Esinhart, J.D.; Chinchilli, V.M. (1994) Extension to the use of tolerance intervals for the
assessment of individual bioequivalence. Journal of Bigpharmacentical Statistics, 4, 39-52.

El intervalo del 90% de confianza para 7 en la escala natural utilizando aproximacion asintética
Hg

es (0,90;1,07) . Como esta contenido dentro de los limites 0,8 y 1,25 se puede considerar que T

es bioequivalente en promedio a R.

3. BIOEQUIVALENCIA INDIVIDUAL

3.1 ¢Qué es la bioequivalencia individual?

Segun Anderson y Hauck (1990) se declara biveguivalecia individual entre dos formulaciones test y
referencia si la biodisponibilidad de la formulacién test estd “suficientemente cerca” de la

biodisponibilidad de la formulacién referencia en la mayoria de los individuos.

Hacia principios de los 90, los métodos para evaluar bioequivalencia individual estaban
desarrollados desde dos aproximaciones. Una primera aproximacién estaba referida a los wétodos
de intervalos de folerancia que son los criterios basados en probabilidades. Estos métodos trabajaban
con cocientes (o diferencias) individuales. Una aproximacion totalmente diferente para evaluar
bioequivalencia individual se propuso en presencia de disefios de crossover replicados. Estos
métodos se basaban en un concepto sumamente simple: la diferencia entre las formulaciones test
y referencia debian estar cercanas a las diferencias entre dos respuestas de la formulacién
referencia. Anderson (1993) denominé esta aproximacion  estadisticos derivados (derived statistics) ya
que son funciones de distribucién subyacente de los parametros y no trabaja directamente con los
cocientes individuales de las medidas de biodisponibilidad. Tienen ademas la ventaja de tratar
directamente con el interés de la FDA de encontrar métodos que tengan explicitamente en cuenta
la varianza dentro del sujeto con la formulacion referencia. Con estos modelos es dificil demostrar

bioequivalencia si la formulacion referencia es muy variable.
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3.2 Métrica y procedimientos inferenciales para IBE

La bioequivalencia individual (IBE) es un criterio para decidir si un paciente que esta siendo
tratado con la droga R puede cambiar a la droga T. Este criterio tiene en cuenta la variabilidad del

sujeto (withing subject variability) y la interaccion sujeto—formulacion (subject by formulation interaction)
(FDA Guidance, 1997, 1999b, 2000, 2001).

Se necesitan las siguientes notaciones adicionales:

O'V%,T =varianza dentro del sujeto (withing subject variance) con la formulacién T
O'VZ\,R =varianza dentro del sujeto (withing subject variance) con la formulacion R
o ST = varianza entre sujetos (between subject variance) para la droga T
o éR =varianza entre sujetos (between subject variance) para la droga R

O = varianza interaccion sujeto—formulacion (subject by formulation interaction variance)

P = correlacion entre sujetos de Ty R
2 2 2
Op =Ogr +0m —2P0g Ogg
My =mediade T
Mg =media de R
O = iy — Mg
A partir de ahora se consideraran los datos transformados por logaritmo natural (es decir,

In(AUC))

Para evaluar IBE se utiliza la siguiente métrica agregada (FDA Guidance, 1997)

2 2 2 2
(tty = Hg)* +Oyr — Oy +0p

= 21

7 max {o%; 0,04 ey
Esta métrica permite testear:

Hy) n=6 H)) n<6 (22)

e Si oy > 0,04, se observa que:

2 2 2 2 2 2 2 2
n:(ﬂT_ﬂR) +Owr —Owr T O0p :5 +Owr —Owr T O0p
max {2 0,04 ot

Luego:

2 2 2 2
0" +0oyr —Owr +0p
2
Owr

>0,

2 2 2 2 2
0"+ 0y —Oyr +0p 26,00k

17



Casparti, ¢f a//Revista de Investigacién en Modelos Financieros — Afio 5 Vol. 2 (2016-11). 1-28

S’ +oir +05 —(1+6,)o5, =0
Definiendo:
Vge =6° +0yy +05 —(1+6,) oy (23)
las hipétesis (22) quedan:

Ho) Uge 20 Hy) vge <0 (24)
e Si opn < 0,04, se observa que

(4 = 1g)* + Oy — Oy + 05 _52+O_V2\/T_O-V2VR+O_I§ 25)
max o2g ; 0,04 0,04

77:

Luego:

S’ +op —Oin +04 >0,
0,04

S* + ol —oin +05 >6,0,04
S*+0oi; —0ug +05—60,004>0
Definiendo:
Ve =0° + Oy —Ougn + 05 —6,0,04 (26)
las hipétesis (22) quedan:

Ho) Ucige 20 Hi) Ucge <0 27)

A la métrica dividida por O'V%,R se la llama escala de referencia y a la que esta dividida por 0,04, escala
constante.

El valor de 8, en H es un valor igual a 2,49 (FDA Guidance, 2000). En la métrica a escala

constante, si se asume que la diferencia de medias es IN(1,25), la interaccién sujeto— formulacién

es 0,03 y la diferencia entre las varianzas dentro del sujeto para las formulaciones T y R es 0,02,

se obtiene:

2 2 2 2
o - 8" + 0y — O +0p _ IN(L25) +0,0240,03 _, 4o -
0,04 0,04

Para demostrar IBE la cota superior del intervalo de 90% de confianza para la métrica agregada
(21) debe ser menor a 2,49.
Con el fin de establecer si se usa escala de referencia o escala constante, previamente se realiza el

siguiente test:

H,) ol >0l =004 H,) olx <ol =004
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M R (n — S)
Il—a; n-s

Rechazo HO si < 0,04

En general, Patterson y Jones (2002b) proponen usar escala de referencia si &V%,R > 0,04 y escala

constante en caso contratrio.
3.2 Métodos de estimacion de IBE
i)  Método de los momentos

Este método esta propuesto por la FDA en la gufa del 2001 y 2003 y se basa en Chinchilli (1996)
y Chinchilli and Esinhart (19906), permite obtener estimadores insesgados de las componentes del
modelo: diferencia de medias, suma de varianzas del numerador y la varianza dentro del sujeto
con la formulacion R. La varianza entre sujetos no se estima. El problema de este método es que
es potencialmente sensible al sesgo producido por datos faltantes (Patterson and Jones, 2002).

Hyslop, Hsuan y Holder (2000) consideraron la siguiente descomposicién de las métricas (23) y

(26):

Ve =57 +0',2 +0,50'\,2\,T —1,50\,2\,R -0, UVZVR (29)
2 2 2 2

Ucge =0° +0; +050y; =150, —0,046, (30)

2 2

O, + O,
O_IZ :Gé 4 Qwr WR
2
La razén de esta descomposicion es que se pueden obtener estimadores insesgados e
A ol + 02

independientes 0 , M, , M; y My de 0 =1y — g, O',2 ZGé +%, GV%,T y

sz\,R respectivamente (Patterson, 2001a, 2001b).

A continuacién se enuncian las notaciones y definiciones que se usaran en esta seccion para el

calculo de los estimadores y sus varianzas.

Recordar que s representa la cantidad de secuencias, N; el nimero de sujetos en la secuencia 7 y

(i)

1 1 0
YijTo = _(YijTl +YijT2) Yin- = (YIJRl +YIJR2) Y'-k- Z_Z[ ZYukl:| Z ijke
2 2 i j=1 1=1 j=1
— 1
Iij :YijT- —Yin. Ii-. = n_. Iij
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I 1 ni
Tij :YijTl _YijTZ Ti- = Tij
N =
— 1 n
Rij :Yinl _Yinz Ri.=— Rij
N =
L _lsg
i, = gZYi.k. k=T,R 31)
i1

M, :6'|2 :i ii(lij _K)Z (33)

n-3s o j=1
a2 1 L "__- )
Mr =0 =2 =s) lejzlﬁ’ ™ -
. 1 s N _
M, =63 =309 ;Z;(Rij —Ri.)2 (35)
i=l j=

Las métricas linealizadas Ugg v Ugjge dadas en (29) y (30) pueden ser estimadas de la siguiente
forma (FDA Guidance, 1999a, 1999b, 2000, 2001):
Dge =62 +M, +05M; —(15+6,)M,

Ociee =5 +M, +0,5M; -15M, -0,040,

La guia de la FDA del 2001 adopta el método de Hyslop, Hsuan y Holder (2000) para construir
la cota superior del intervalo de confianza para demostrar IBE. Este método, basado en los
resultados de Howe (1974), Graybill and Wang (1980), y Ting, Burdick, Graybill, Jeyaratnam and

Lu (1990), puede ser descripto como sigue.
Sea ¥ =y, +...4+7,.Sean 7, los estimadores de J; y }7i las cotas superiores de intervalos del
100(1— )% de confianza de ¥;. Luego, si ¥y,..., ¥, son independientes, una cota superior

aproximada del intervalo de 100(1— )% de confianza para y es:

- ~ ~ =~ _~y2 = -~ \2
Po =Piteet P A= 71) ot Ty = F2)
La clave para utilizar este método es la independencia de los estimadores.

El Cuadro 6 y el Cuadro 7 dados a continuaciéon (FDA Guidance, 2001) permiten construir la

S
cota superior del intervalo del 100(1— )% de confianza donde N = Z N; y sesel nimero de
i=1
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secuencias. Ademds, si T ~t ¢ entonces P(T >t, )=a y si X~ 72 entonces
2 —_—
PX>yx.ns)=«a

=  Para la escala de referencia:

Cuadro 6
H, = cota superior del intervalo de E = parimetro U, =(H, - E, )?
confianza estimado
. M, & 1) 2 Ep =07 Ve
Ho = \6\+ta;n_s(s—2§n—J
H = M E, =M, U,
| =
le—a;n—s
H _0,5(H—S)|\/|T = =0,5|\/|T U,
E—————
le—a;n—s
H _—(@5+6,)(n-s)M_ E.=-15+6, )M, U,
R =
l;;n—s
Fuente: FDA Guidance (2001).
Luego, la cota superior del intervalo del 100(1— )% de confianza para Uy es:
HUIBE = ZEQ +(Zuq)%
= Para la escala constante:
Cuadro 7
Hq = cota superior del intervalo de Eq = parimetro Uq = (Hq - Eq)2
confianza estimado
y 2 E, = 32 U 5
A M1
Ho =|[8]+ tuns [?én_,j
H :(n_S)M| E|:M| U|
I
le—a;n—s
L _05(-9)M, E, =05M, U,
;=———=
le—a; n-s
H _—1,5(n—s)MR ER=—:|.,5|\/|R UR
R ™ 2
ZO{; n-s

Fuente: FDA Guidance (2001).
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Luego, la cota supetior del intervalo del 100(1— )% de confianza para Ugge es:

H, =E, -0046, +(3U,)?

Por lo tanto, si la cota supetior H, (o bien, H,_ ) es negativa o cero se demuestra IBE.
IBE CIBE
i) Aproximacion asintética

Este método permite hallar una aproximaciéon asintética de la media y la varianza de Ujgg v

Ucge (Patterson, 2001; Patterson and Jones, 2002a,b). El uso de maxima verosimilitud restringida

asegura estimadores insesgados ain en conjuntos de datos con datos perdidos o no balanceados.
En general, para calcular IBE en crossover replicados se necesitan tamafios de muestra que

superen los 20 o 30 sujetos, por lo tanto una aproximacion asintética no es irracional.

Se obtienen los siguientes estimadores: & 2 62 62 G2 v @ los cuales estin
g - Oprs Opr>s Owr > Owr ¥V Wgr

normalmente distribuidos en el limite con matriz de varianza—covarianza apropiada al modelo

planteado.

Para resolver el modelo por este método se puede usar SAS proc mixed con la opcién de REML.
Los estimadores de la varianza y covarianza obtenida con REML tienen como valores esperados

el siguiente vector y la siguiente matriz:

O'ET lgr lervw lorier  lerawr  lorawr
Wy et I, lerw o lowr
O-éR lorer oo g lerawr o
(of V%IT et lowr lerawr e limaw
O-éR lerave  lowr  lemar  lmawr  lur

Si 6‘V2\,R > 0,04 entonces un estimador de Uge para la escala de referencia (FDA Guidance,
2001) es:
A a2 A2 A2 A ~2 A2
Dge =60° +Ggr + 0 =20y + Gy —(1+6,) Gy
Este estimador esta distribuido en forma normal asintéticamente (Patterson, 2001; Patterson and
Jones, 2002b) y es insesgado con esperanza y varianza:
N 2 2 2 2
E(Dge) =6" +0p +oyr —(1+6,) oy
~ 2 g2 2
V(Oge) =405 6" +lgr +lgg +41, +lyr + 1+ 0,) g + 2lgr gz —4ler, +
+ 2IBTxWT —2(1+ 9| )IBTxWR + 2|BR><WT - 4IBR><w —2(1+ 9| )IBRxWR -
— A +4A+ ) — 20+ ) )yrane
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Anilogamente, si Gip < 0,04 entonces un estimador de Ugge para la escala constante (FDA
Guidance, 2001) es:

Dope =0° +Ghy + 6 — 2 + Gy — G — 0,046,

E(Dcge) =0° + 0% + 0y —02r — 0,040,

V(Ocige) =405 87 +lgr +1gz + 41, +hyr + g + 2555 —Hgr, +

+2I

BT>WT — 2|BT><WR + 2IBR><WT - 4IBR><a) - 2|BR><WR -
- 4Ia)><WT + 4|a)><WR - 2|WT><WR

Por lo tanto, cota superior del intervalo de 90% de confianza asintético puede ser calculada:

Ope +1,645 yVar (0, ) o bien Ocige +1,645 \Var (Dg e )

donde los estimadores de la varianza se obtienen reemplazando los valores estimados de las
varianzas y covarianzas en las formulas de V (Oige ) o V (Ocige ) -

Finalmente, si la cota superior es negativa o cero se demuestra IBE.

3.3 Aplicacion a datos experimentales

El Cuadro 6 corresponde a la cota superior del intervalo de 90% de confianza para IBE

Cuadro 8

Datos Método de los Momentos Aproximacion Asintotica

Referencia Constante Referencia Constante
Ejemplo 1 0,184 0,212 0,184 0,159
Ejemplo 2 -0,205 -0,069 0,049 0,302
Sin sujeto 5
Ejemplo2 - e 0,039 0,236
Con sujeto 5
Ejemplo 3 -0,069 -0,024 -0,009 0,215

Fuente: Elaboracién propia.

Los valores en negrita satisfacen la condicién de negatividad de la cota superior del intervalo de
90% de confianza para establecer IBE.

El Cuadro 9 corresponde al intervalo de 90% de confianza para los estimadores de la varianza

utilizando REML
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Cuadro 9
Datos Intra Subject Inter Subject
Test Referencia Test Referencia
G G 54 5
Ejemplo 1 0,0568 0,0584 0,1047 0,0035
(0,027;0,208) (0,028;0,214) (0,042;0,690) (0,002;x0)
Ejemplo 2 0,0975 0,1458 0,1956 0,2694
Sin sujeto 5 (0,048;0,315) (0,072;0,471) (0,084;1,004) (0,115;1,45)
Ejemplo 2 0,098 0,1447 0,1696 0,2322
Con sujeto 5 (0,049;0,31) (0,073;0,457) (0,074;0,848) (0,1;1,219)
Ejemplo 3 0,1272 0,0745 0,2078 0,2791
(0,08;0,239) (0,047;0,14) (0,115;0,511) (0,166;0,584)

Fuente: Elaboracién propia basada en datos de la bibliografia.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo se presentaron métodos estadisticos eficientes que permitieran establecer

bioequivalencia en promedio en disefios replicados en ausencia de efectos carryover.

La diferencia fundamental en los tres métodos desarrollados radica en la forma de estimar la
varianza de la diferencia de medias, razén por la cual se obtienen distintos intervalos de

(1-2a) x100% de confianza para g, — puj, -

El primer método presentado fue el propuesto por Chow y Liu (1992) en el que se consider6 nula
la varianza sujeto—formulacién (o = 0). Se realiz6 la estimacién de la varianza de la diferencia
de medias suponiendo primero que las varianzas dentro de los sujetos eran iguales para las dos

- 2 2 . .
formulaciones (O = Oyg) ¥ luego suponiendo que eran distintas.

Posteriormente se desarrollaron dos métodos propuestos por la Food and Drug Administration

en la guia del 2001. Con el método de los momentos se obtuvieron estimadores insesgados e
independientes de la diferencia de medias ( O =g —fy ) y de la varianza (
2 2
Owr +Owr
2

estimadores de maxima verosimilitud restringida (REML), el cual permitié encontrar estimadores

2 2 . . L
o, =0+ ). Luego, se presenté el método de aproximacion asintdtica basado en los

de cada uno de los componentes de la varianza.

Una diferencia importante de estos dos tltimos métodos es que en el método de los momentos
si un sujeto no recibi6 alguna de las dosis R o T en alguno de los periodos (incomplete data) no se
debe incluir en el estudio, mientras que en la aproximacion asintética se puede realizar la

estimacién aiun con datos faltantes. Si bien esta diferencia significa una ventaja para este ultimo
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método, ya que es usual en estudios de bioequivalencia que los datos estén incompletos, la
desventaja es que en muchas situaciones de bioequivalencia en promedio, sin embargo, el tamafio

de la muestra es menor a 30, con lo cual el procedimiento asintético se vuelve cuestionable.

Estos métodos se aplicaron a los datos experimentales. El primer e¢jemplo corresponde a un
disefio replicado de dos secuencias y cuatro periodos (TRTR / RTRT), el segundo ejemplo
cotresponde al estudio de dos secuencias y cuatro periodos (TRRT / RTTR) y el tercer ejemplo
corresponde a un disefio de cuatro secuencias y cuatro petiodos (TRTR / RTRT / TRRT /
RTTR).

Se pudo observar que se arribé a conclusiones idénticas en cada uno de los ejemplos al buscar los

intervalos del 90% de confianza para #1r en la escala natural con cada uno de los métodos
Hr

detallados. Mas atn, en el ejemplo de olsalazine los datos son incompletos (ya que al sujeto 5 no
se le administré ni R ni T en el segundo y tercer periodo) pero las conclusiones utilizando

aproximacion asintética considerandolo en el estudio y excluyéndolo de €l fueron iguales.

Luego se describieron métodos estadisticos que permitieran establecer bioequivalencia individual

en un modelo con ausencia de efectos carryover.

Se desarrollaron dos métodos propuestos por la FDA. Con el método de los momentos se
obtuvieron estimadores insesgados de las componentes del modelo: diferencia de medias, suma
de varianzas del numerador y la varianza dentro del sujeto (withing subject variability ) con la
formulacién R. La varianza entre sujetos (between subject variability ) no se estima. El problema de
este método es que es potencialmente sensible al sesgo producido por datos faltantes (Patterson

and Jones, 2002).

La gufa de la FDA del 2001 adopta el método de Hyslop, Hsuan y Holder (2000) para construir

la cota superior del intervalo de (1— ) x100% de confianza para demostrar IBE.

El método de aproximacion asintética permitié hallar una aproximacion asintética de la media y
la varianza de Ugg v Ugge (Patterson, 2003; Patterson and Jones, 2002,a,b). El uso de maxima
verosimilitud restringida asegura estimadores insesgados ain en conjuntos de datos con datos

petdidos o no balanceados.

Al aplicar estos métodos a los datos de la bibliograffa se obtuvieron cotas superiores de los
intervalos del 90% de confianza para IBE distintos. La conclusién a la que se llega es que el tamafio
de muestra de los ejemplos no es suficientemente grande como para aplicar la aproximacion

asintética, provocando una diferencia en las conclusiones con los dos métodos.
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En conclusién se justifica la aplicacién de disefios replicados en estudios en los que se desee
evaluar una interaccién o una varianza intra individual especifica, ya que brindan mayor

informacién que otros disefios

La bioequivalencia individual presenta una desventaja econdémica con respecto a la bioequivalencia
en promedio sin sumar beneficios significativos adicionales, ya que constituye una metodologfa
que requiere mayor nimero de administraciones a voluntarios y un tiempo mas prolongado de

estudio.
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