Resolucao - RE n° 898, de 29 de maio de 2003

O Adjunto da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da
atribuicdo, que Ihe confere a Portaria n.° 238, de 31 de margo de 2003,

considerando o disposto no art.111, inciso II, alinea "a" § 3° do Regimento Interno
aprovado pela Portaria n°® 593, de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU de 22 de
dezembro de 2000,

considerando que a matéria foi submetida a apreciacdo da Diretoria Colegiada, que a
aprovou em reuniao realizada em 6 de marco de 2003, resolve:

Art. 1° Determinar a publicagdo do "Guia para planejamento e realizacdo da etapa
estatistica de estudos de biodisponiblidade relativa/bioequivaléncia" anexo.

Art. 20 Fica revogada a Resolucdo RE no 484, de 19 de margo de 2002.
Art. 30 Esta Resolucdo entra em vigor na data de sua publicacao.

DAVI RUMEL

ANEXO

GUIA PARA PLANEJAMENTO E REALIZAGAO DA ETAPA ESTATISTICA DE ESTUDOS DE
BIODISPONIBLIDADE RELATIVA/BIOEQUIVALENCIA

1. Introducao

O objetivo deste guia é fornecer algumas recomendagdes gerais para analise estatistica
nos estudos de biodisponiblidade relativa/bioequivaléncia.

2. Planejamento

Um dos critérios para escolher um delineamento apropriado é verificar se o delineamento
selecionado pode identificar e isolar a variabilidade inter-individual na analise de dados.
Qualquer delineamento que venha remover essa variagdo da comparagao entre
formulagdes pode ser apropriado.

O planejamento experimental mais utilizado nos ensaios de biodisponibilidade relativa/
bioequivaléncia é o cruzado (crosssover), cujos detalhes serdo discutidos nesse guia.

2.1 Periodo de eliminacdo (washout) e efeitos residuais (carry-over effects)

E importante introduzir os conceitos de periodo de eliminacdo e efeitos residuais num
planejamento de estudo cruzado, pois a presenca de efeitos residuais tem um grande
impacto na inferéncia estatistica de bioequivaléncia entre formulagoes.

O periodo de eliminacdo é definido como um intervalo de tempo suficientemente grande
entre dois periodos de administracdo para que o efeito residual de uma formulacdo
administrada num periodo seja eliminado até o proximo.



O experimento cruzado deve ser usado quando ndo existe efeito residual nos tratamentos.
Se um farmaco tem uma meia vida longa ou se o intervalo entre os periodos de
tratamento é muito curto, o efeito do mesmo pode persistir depois do fim de periodo de
eliminagdo (efeito residual). Neste caso, é necessario distinguir a diferenca entre o efeito
do farmaco e os efeitos residuais. O efeito do farmaco € aquele observado durante o
periodo no qual ele é administrado.

2.2 Descrigdo do planejamento

O estudo cruzado é um planejamento de blocos aleatorizados modificados nos quais cada
bloco recebe mais de uma formulagdo de um mesmo farmaco em periodos diferentes. Um
bloco pode ser um individuo ou um grupo de individuos. Os individuos em cada bloco
rececbem uma seqiéncia diferente de formulagbes. As vantagens em se utilizar esse

planejamento para estudos de biodisponiblidade relativa/bioequivaléncia sao:

cada individuo serve como seu préprio controle, o que permite uma comparacdao do
individuo com ele mesmo, para as diferentes formulagdes;

-a variabilidade inter-individual é removida da comparagdo entre formulagbes, o que torna
o teste de diferenga de tratamentos em geral mais poderoso;

:com uma aleatorizacdo apropriada de individuos para a seqiiéncia de administracao das
formulagdes, o planejamento produz as melhores estimativas nao viciadas para diferenca
(ou razao) entre formulagoes.

2.3 Consideragdes de um delineamento basico

Recomenda-se que um delineamento basico para um estudo de biodisponibilidade in vivo
deve considerar:

-questbes cientificas a serem respondidas;

‘natureza do material de referéncia e a forma farmacéutica a ser testada;
-disponibilidade de métodos analiticos;

-consideragoOes do beneficio do teste em seres humanos.

Além disso, algumas consideracGes especificas para um estudo de biodisponiblidade
relativa/bioequivaléncia sdo dadas a seguir.

2.3.1. Delineamento experimental

Para um estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia (dose simples ou multipla)
deve ser adotado um delineamento do tipo cruzado, a ndo ser que um delineamento
paralelo ou algum outro seja mais apropriado por razdes cientificas validas. No caso de
delineamento paralelo, cada individuo recebe ao acaso somente uma das formulagdes.

O planejamento adequado do experimento deve ter como objetivo minimizar a
variabilidade que pode advir de varias fontes:



-variabilidade inter-individual.

-variabilidade intra-individual.

-efeito dos periodos, que pode ser causado por acdo residual de tratamentos precedentes;
-erro experimental.

-variabilidade associada a tratamentos diferentes, como administracao de produtos ou
dosagens diferentes.

2.3.2. Aleatorizacao

Inferéncias estatisticas validas sdo normalmente baseadas nas suposicdes de que os erros
do modelo empregado sdo variadveis aleatdrias independentemente distribuidas, o que
pode ser assegurado através da aleatorizacdo. A forma de aleatorizagao é feita de acordo
com o delineamento a ser utilizado no estudo.

2.3.3. Cronograma de coleta

2.3.4. Periodo de eliminagdo

2.3.5. Niumero de voluntarios

O numero de voluntarios sadios devera sempre assegurar poder estatistico suficiente para
garantir a confiabilidade dos resultados do estudo de Dbiodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia.

2.4 Tipos de desenho

ESTA SECAO DESCREVE OS DESENHOS COMUMENTE UTILIZADOS NOS ESTUDOS DE
BIODISPONIBILIDADE RELATIVA/BIOEQUIVALENCIA.

2.4.1. Delineamento cruzado para dois medicamentos (T = teste; R = referéncia)
a) Delineamento cruzado 2x2

E um delineamento convencional ndo replicado com duas formulagdes, dois periodos, duas
seqliéncias, que pode ser representado como segue:

Periodo
Seqiéncia 1 2
1 R T
2 T R

Cada individuo é aleatoriamente alocado para a seqiéncia RT ou TR em dois periodos. Isto
€, individuos alocados na seqliéncia RT (TR) recebem formulacdo R (T) no primeiro
periodo de administracdo e formulagdo T (R) no segundo. Os periodos sdo separados por
um periodo de eliminagdo adequado.



Aleatorizagdo para um estudo cruzado 2x2 pode ser feita através de tabelas de numeros
aleatorios ou procedimentos de aleatorizacdo implementados em softwares estatisticos.

b) Delineamento cruzado replicado

Este delineamento é recomendado para estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia de produtos com farmacos de alta variabilidade (coeficiente de
variagao intra-individual 3 30%), incluindo aqueles que sdo de liberacdao imediata,
liberacdo modificada e outros produtos de administragao oral.

Para este delineamento os mesmos lotes das formulacGes teste e referéncia devem ser
usados para a administracdo replicada. Os periodos devem ser suficientemente espacados
para garantir a inexisténcia do efeito residual.

Os desenhos cruzados replicados mais comumente usados para comparar duas
formulagdes sao:

I. Delineamento com quatro sequéncias e dois periodos (delineamento de Balaam):

Periaodo

Seqguenda 1 =
1 T T
= R R
e (4 T
£ T F

II. Delineamento com duas seqléncias e quatro periodos:

Perindo
-eqiéncia 1 2 3 4
1 T R R T
2 R T T R

III. Delineamento com quatro seqiéncias e quatro periodos:

Herado
Segiéncia 1 2 3 q
1 T T R R
2 R R T T
3 T R R T
L) R T T R

IV. Delineamento com duas seqliéncias e trés periodos:

Periodo
Seqléncia 1 2 3
1 T R T

2 R T R




Ou

Periodo
Seqléncia 1 2 3
1 T R R
2 R T T

Um numero maior de voluntarios é recomendado para o delineamento de trés periodos,
comparado com o delineamento de quatro periodos, para poder alcangar o mesmo poder
estatistico para o teste.

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

Para comparar trés formulacdes de um farmaco, existem trés possiveis pares de
comparacdes: formulagdo 1 versus formulacao 2, formulagdao 1 versus formulacdo 3 e
formulagdo 2 versus formulacdo 3. Quando o nimero de formulacGes a serem comparadas
€ grande, mais seqiéncias e conseqlientemente mais individuos serdo necessarios, o que
pode ser inviavel. Um delineamento de uso pratico proposto por Williams (1949) possui
propriedades de balanceamento e requer poucas seqléncias e periodos. Um delineamento
é dito balanceado se satisfaz as seguintes condigdes:

-cada medicamento é aplicado somente uma vez em cada voluntario;

-em cada periodo, o nimero de voluntarios que recebem cada medicamento tem que ser
igual;

-0 numero de voluntarios que recebem o medicamento i em algum periodo seguido pelo
medicamento j no periodo seguinte é o mesmo para todo i1j.

Um delineamento de Williams ¢é ilustrado como segue:

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

d) Delineamento cruzado para quatro medicamentos (delineamento de Williams):



Feriodo
SeqUéneia 1 2 3 4
1 R T3 T T2
2 M R T2 T3
3 7 M T3 R
4 ™ 12 R T

2.5 Selecao do delineamento experimental

Selecionar um delineamento apropriado ao planejar um estudo de biodisponibilidade
relativa/ bioequivaléncia é uma questdo importante. A resposta dessa questdo depende de
varios fatores, tais como:

‘numero de formulagbes a serem comparadas;

-caracteristicas do farmaco e sua biodisponibilidade;

-objetivo do estudo;

-variabilidade inter e intra individuais;

-duracgao do estudo e nimero de periodos empregados;

-custo de adigdo de um voluntario relativo a adicdo de um periodo;

-taxa de desisténcia (dropout).

A analise dos dados, a interpretacdo dos resultados e a determinacdao de bioequivaléncia
entre as formulagbes, dependem diretamente do delineamento selecionado. Portanto,
todos os fatores citados acima devem ser cuidadosamente avaliados para que um
delineamento apropriado seja escolhido.

3 Analise Estatistica

3.1 Transformagdo logaritmica

3.1.1 Procedimento geral

Este guia recomenda que os valores dos parametros (ASC e Cmax) sejam transformados
usando logaritmo natural ou logaritmo comum em base 10. A escolha de logaritmo natural

ou comum deve ser consistente e deve ser especificada no relatério de estudo.

A limitacdo do tamanho de amostra utilizada num estudo tipico de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia impede uma determinagdo confidvel de distribuicdo do conjunto



de dados. Ndo é recomendavel testar normalidade de distribuicdo de erros depois de
transformacado logaritmica, nem se deve utilizar normalidade de distribuicdo de erros como
uma razdo para fazer analise estatistica nas escalas originais. Justificativas devem ser
apresentadas no caso em que se considera que é melhor realizar a analise estatistica nas
escalas originais do que nas escalas logaritmicas.

3.1.2 Justificativas para utilizacdo de transformacao logaritmica
a) Justificativa em relagdo ao tratamento de dados

Em geral, uma comparagdao preliminar de interesse num estudo de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia é a utilizacdo da razdo ao invés da diferenga, entre as médias dos
parametros farmacocinéticos (ASC e Cmax) dos dados do produto teste e de referéncia.
Usando transformacdo logaritmica, o modelo linear generalizado empregado na analise de
dados permite fazer inferéncias estatisticas sobre a diferenga entre duas médias na escala
logaritmica, as quais podem ser re-transformadas em inferéncias estatisticas sobre a
razao das duas médias na escala original (Schuirmann, 1989).

b) Justificativa em relacdo a farmacocinética

Westlake (1973, 1988) observou que um modelo multiplicativo é adequado para medidas
farmacocinéticas (ASC e Cmax) num estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia.
Assumindo que a eliminacdo do farmaco é de primeira ordem e somente ocorre a partir do
compartimento central, a seguinte equacdo é obtida apds uma administracdo
extravascular (oral):

ASCO-¥ = F.D/CL = F.D/(Vd.Ke),

onde: F é a fracdo absorvida, D é a dose administrada, e F.D é a quantidade do farmaco
absorvido. CL é o "clearance" de um dado voluntario, o qual é o produto do volume de
distribuicdo aparente (Vd) e da constante de velocidade de eliminagao (Ke). Portanto, o
uso de ASC como uma medida da quantidade de medicamento absorvido envolve um
termo multiplicativo (CL), o qual pode ser considerado como uma funcgdo do voluntario.
Por essa razdo, Westlake mostra que o efeito de voluntario ndo é aditivo se os dados sao
analisados na escala original.

A transformacao logaritmica da ASC resulta num tratamento aditivo:

log ASCO-¥ =log F + log D - log V - log Ke.

Argumentos semelhantes foram dados para Cmax.

3.2 Andlise dos dados

Os métodos paramétricos de modelos lineares generalizados sdo recomendaveis para a
andlise de medidas farmacocinéticas transformadas em logaritmo num estudo de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia. Uma analise de varidncia (ANOVA) deve ser
empregada nos parametros farmacocinéticos ASC e Cmax usando modelos lineares

generalizados. Modelos estatisticos apropriados de acordo com o desenho escolhido no
estudo devem ser empregados. Por exemplo, para um estudo convencional do tipo



cruzado 2x2, o modelo estatistico normalmente inclui fatores de seqiiéncia, voluntario
dentro de seqiéncia, periodo e tratamento. O resultado deve ser representado como a
seguir (tabela ANOVA):

Fonte Grau de liberdade Quadrado médio Estatistica F Valor de P

Seqliéncia 1 (1) Fr=(1)/(2)

voluntario(seqliéncia) N-2 (2)

Periodo 1 (3) Fp=(3)/(5)

Tratamento 1 (4) Ft=(4)/(5)

Residual N-2 (5)

Os efeitos de seqliéncia, de periodo e de tratamento devem ser testados usando
estatisticas Fr, Fp e Ft indicadas na tabela ANOVA, respectivamente. Deve-se notar que a
igualdade entre tratamentos (inexisténcia de efeito de tratamento) ndo implica na
bioequivaléncia entre formulagdes. A construgdo do intervalo de confianga de 90% para a
diferenca das médias deve ser baseada nas médias de minimos quadrados dos dados
transformados em logaritmicos e no quadrado médio residual dessa ANOVA. Os
antilogaritmos dos limites de confianca obtidos constituem o intervalo de confianga de
90% para a razao das médias geométricas entre os produtos teste e referéncia. A
conclusdo de bioequivaléncia média é alcancada quando este intervalo de confianca esta
compreendido entre 80 e 125%. Este método é equivalente ao procedimento de dois
testes unicaudais correspondentes a hipdtese nula de bioinequivalécia, com nivel de
significancia de 5%.

4. Efeito de seqliéncia

A presenca de efeitos seqiénciais (residuais) no estudo deve ser justificada. Para um
estudo cruzado 2x2, a presenca de efeitos seqlienciais pode ser aceita se alguns critérios
forem observados:

I) € um estudo de dose Unica;

IT) estudo envolve somente voluntarios sadios;

III) o farmaco ndo é uma substancia enddgena;

IV) um periodo de eliminagdo adequado foi estabelecido e as amostras de pré-dosagem
ndo apresentam qualquer nivel de farmaco detectavel em todos os voluntarios;

V) o estudo satisfaz todos os critérios cientificos e estatisticos (por exemplo, protocolo,
validacdo, dados de concentragdo, analise estatistica, intervalo de confianca).

Sob outras circunstancias, o estudo deve ser refeito.

5. Consideragdes de outliers



NO ESTUDO DE BIODISPONIBILIDADE RELATIVA/BIOEQUIVALENCIA COM DESENHO
CRUZADO, OS PONTOS DISCREPANTES SAO DEFINIDOS COMO AQUELES EM QUE
ALGUNS VOLUNTARIOS (OUTLIERS) DIFEREM NOTAVELMENTE DOS DEMAIS
VOLUNTARIOS DO ESTUDO COMPARANDO PRODUTO TESTE E REFERENCIA NO PROPRIO
VOLUNTARIO. A EXISTENCIA DE UM OUTLIER SEM VIOLACAO DO PROTOCOLO PODE
INDICAR UMA DAS SEGUINTES SITUACOES:

A) FALHA DO PRODUTO: NESTE CASO, UMA RESPOSTA ANORMAL PODE ESTAR PRESENTE
TANTO PARA PRODUTO TESTE QUANTO PARA PRODUTO REFERENCIA;

B) SUBPOPULACAO: ISTO PODE OCORRER QUANDO UM INDIVIDUO REPRESENTA UMA
POPULACAO, NA QUAL A BIODISPONIBILIDADE DE DOIS PRODUTOS E NOTAVELMENTE
DIFERENTE DA MAIORIA DA POPULACAO.

Devido esses fatos, em geral, a exclusdo de outliers ndo é recomendavel, principalmente
para desenhos nao replicados.

6. O poder do teste e tamanho da amostra

O poder do teste de um estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia é definido
como a probabilidade de aceitar a bioequivaléncia entre produto teste e referéncia
corretamente. Durante a etapa de planejamento, uma das questdes mais importantes é
quantos voluntarios sdo necessarios para obter um poder desejado (por exemplo, 80%)
estabelecendo bioequivaléncia entre duas formulagdes dentro dos limites clinicamente
importantes (por exemplo, 20% da média do referéncia). Para responder essa questdo, a
metodologia comumente utilizada é escolher um tamanho de amostra apropriado através
do calculo da fungdo do poder do teste baseado numa estimativa de coeficiente de
variagao intra-individual obtida através da literatura ou de um estudo piloto.

Na literatura, existem diversas maneiras para determinar o tamanho da amostra. Neste
guia, é apresentada uma formula aproximada (Chow & Liu) para calcular o tamanho da
amostra de um desenho cruzado 2x2 baseada na fungdao de poder do teste por hipotese de
intervalo de Schuirmann. A determinacdo do tamanho da amostra para outros tipos de
desenho deve ser feita de maneira analoga.

Define-se a medida g = mT - mR, ou seja, q mede a verdadeira diferenca entre as médias
do produto teste e referéncia. Num estudo de bioequivaléncia média, considerando a regra
de 20% com D=0,2 mR, para alcangar um poder de (1-b) com nivel de significancia a, o
tamanho da amostra para cada sequéncia é:

a)nocasodeq =0,

n 3 [t(a, 2n-2) + t(b/2, 2n-2)]2 (CV/20)2;

b) nocasodeq 0,

n 3 [t(a, 2n-2) + t(b, 2n-2)]2 [CV/(20-h)]2,

onde h = 100 x g/mR = 100 x (mT - mR)/ mR.



Nas duas formulas apresentadas acima, CV representa o coeficiente de variacao intra-
individual e t(a,b) representa o valor critico da distribuicdo t de Student, ao nivel de
significancia a com b graus de liberdade.

O total de voluntarios necessarios para um desenho cruzado 2x2 é:

N = 2n

Como o grau de liberdade (2n-2) apresentado na férmula é desconhecido, um
procedimento iterativo é necessario para obtencdo do valor de n. Para ilustrar este
procedimento, apresenta-se o seguinte exemplo.

Exemplo: Para conduzir um estudo de bioequivaléncia média utilizando desenho cruzado
2x2 e a regra de 20% de diferenca entre duas formulacdes, deseja-se determinar o
numero de voluntarios necessarios para obter um poder de 80% detectando uma
diferenca de 20% entre duas formulagdes. Supondo que o CV neste exemplo é 20%.

Em primeiro lugar, considera-se o caso onde q = O,

I) comegando com um chute inicial: n=12;

IT) entdo, temos o grau de liberdade 2n-2=22;

III) utiliza-se a = 0,05 e b = 0,2, temos

t(0,05, 22) = 1,717 e (0,1, 22) =1,321;

IV) n3 (1,717 + 1,321)2 (20/20)2 " 9,2;

V) agora use-se n = 10 como um valor inicial para proxima iteragdo;

VI) 2n-2 = 18, t(0,05, 18) = 1,734 e t (0,10, 18) = 1,330;

VII) n 3 (1,734 + 1,330)2 (20/20)2 " 9,4 ;

VIII) como essas duas iteragdes resultaram uma resposta similar de 10 voluntarios para
cada sequéncia, um total de 20 voluntarios deve ser necessario no sentido de obter um
poder 80% para detectar uma diferenca de 20% entre duas formulagbes para o caso de q
= 0.

Agora considera-se o caso de g = 0,05 mR,

I) comegando com um chute inicial: n=14;

IT) entdao, temos o grau de liberdade 2n-2=26;

III) utiliza-se a = 0,05 e b = 0,2, temos

t(0,05, 26) = 1,706 e t(0,2, 26) = 0,856;



IV) n 3 (1,706 + 0,856)2 [20/(20-5)]2 " 11,66;

V) para proxima iteragdo, utiliza-se n = 12 como um valor inicial;

VI) 2n-2 = 22, £(0,05, 22) = 1,717 e t (0,20, 22) = 0,858;

VII) n 3 (1,717 + 0,858)2 [20/(20-5)]2 " 11,79;

VIII) portanto, um total de 24 voluntarios deve ser necessario no sentido de obter um
poder 80% para detectar uma diferenca de 20% entre duas formulagbes para o caso de q

= 0,05 mR.

A tabela a seguir apresenta o total de tamanho da amostra necessario para alcancar um
poder desejado para um desenho cruzado 2x2 de diversas combinagdes entre q e CV.



100 X (e~ ) e

Poder CV (%) 0% 5% 10% 15%
80% 10 5 g 16 52
12 g 10 20 74
14 10 14 26 100
16 14 16 34 126
18 16 20 43 162
20 20 24 52 200
22 24 28 B2 242
24 28 34 74 268
26 32 40 86 336
28 36 46 100 390
30 40 52 114 448
32 46 58 128 508
34 52 66 146 574
36 58 74 162 B4
38 B4 g2 180 716
40 70 g0 200 794
90% 10 10 10 20 70
12 10 14 28 100
14 14 18 36 136
16 16 22 46 178
18 20 28 58 224
20 24 32 70 276
22 28 40 86 334
24 34 46 100 306
26 40 54 118 466
28 44 B2 136 540
30 52 70 156 E18
32 58 80 178 704
34 56 g0 200 704
36 72 100 224 590
38 80 112 250 go2
40 g0 124 276 1098

7. Outras consideracdes

O critério da bioequivaléncia média é recomendado para uma comparagdo entre as
medidas farmacocinéticas de interesse na maioria dos estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia. Entretanto, na literatura, existem os critérios de bioequivaléncia
individual e populacional que também podem ser muito Uteis em algumas circunstancias.

A bioequivaléncia média focaliza-se somente na comparacao das médias populacionais de
medidas farmacocinéticas de interesse e ndo nas variancias dessas medidas. Este método
ndo leva em consideracdo a varidncia associada a interacdo entre individuos e
formulagGes, ou seja, a variacao entre as médias dos produtos teste e referéncia devido as
diferencas existentes entre os individuos. Ja os critérios de bioequivaléncia individual e
populacional incluem as comparagdoes além das médias, as respectivas variancias



associadas as medidas farmacocinéticas de estudo. O critério da bioequivaléncia
populacional avalia a variabilidade total das medidas de interesse. O critério de
bioequivaléncia individual engloba a variabilidade intra-individual dos produtos teste e
referéncia, bem como as interagdes entre individuos e formulagdes.

Hauck & Anderson (1992) apresentam consideragbes e comparacdes dos trés tipos de
bioequivaléncia, bem como as indicagbes para a construgdo dos intervalos de confianca.
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