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Resumen

Los estudios de biodisponibilidad (BA) y bioequivalencia (BE) permiten demostrar si un pro-
ducto genérico o de prueba tiene el mismo desempeno terapéutico que un producto de referencia ya
establecido en el mercado. La importancia de la bioequivalencia es permitir que una mayor cantidad
de personas tengan acceso a medicamentos, de forma alternativa al original y con un costo inferior.
Una gran problemaética para los estudios de bioequivalencia es el calculo del tamano muestra, con-
siste en determinar una cantidad de voluntarios necesarios para garantizar si existe verdaderamente
una equivalencia terapéutica. En Chile, el Instituto de Salud Publica (ISP) recomienda utilizar 12
voluntarios como minimo para establecer los estudios de bioequivalencia para farmacos de baja
variabilidad a partir de un diseno cruzado aleatorizado.

En el presente trabajo de titulacion se estudiard dos conjuntos de datos reales encriptados por
motivos de estudio y confiabilidad del laboratorio. Estos conjuntos de datos fueron estudiados una
agencia regulatoria nacional (ARN), quienes determinaron que los farmacos son de baja variabilidad.
El primer conjunto, denominado como Conjunto A, contiene 28 voluntarios y un total de 952 obser-
vaciones, el segundo conjunto, denominado Conjunto B, contiene 20 voluntarios y un total de 880
observaciones. Ambos conjuntos de datos provienen de un disefio experimental cruzado aleatorizado,
donde miden la concentracién de los medicamentos administrados en distintos intervalos de tiempo.
El andlisis estadistico proviene a partir de los pardmetros farmacocinéticos que son obtenidos en
el estudio de biodisponibilidad. Se considera la utilizacion de un modelo lineal mixto, que permite
incluir el efecto aleatorio producido por cada uno de los voluntarios. Mediante el analisis de varianza,
se determinard si existen problemas tanto en el nivel de concentracién del medicamento y si hay
un efecto carryover o residual presente en el modelo. Para determinar si existe bioequivalencia los
parametros farmacocinéticos AUCy_¢ , AUCy_oo ¥ Caz deben estar dentro de los limites prees-

tablecidos recomendados por el ISP. Se utilizara los métodos de inclusién de intervalos y la prueba
TOST.

La determinacion del tamano de muestra a partir de los coeficientes de variacion intra-sujeto del
pardmetro In(Ci,q.). Se utilizard el método propuesto por Chow (2017), para disefios cruzados
aleatorizado con una interaccién aleatoria, se basa en disminuir la probabilidad de cometer error
tipo II; es decir, rechazar bioequivalencia cuando en farmaco de prueba no es bioequivalente.

En la etapa de simulacién se considera un poblacién de 5000 voluntarios a partir del In(AUCy_+)
del conjunto A. Se simulardn 100 muestras para distintos tamafios muestrales y se contardn la
cantidad de veces en que es aprobada la bioequivalencia. Finalmente, para establecer bioequivalencia
mediante simulacion, el investigador debe asignar un promedio de aceptacién de bioequivalencia,
suficientemente grande para evitar cometer el error tipo II.
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FDA
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Bioequivalencia promedio
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Principio de inclusion de intervalos

Contracién plasmatica maxima

Coeficiente de variacién del tratamiento de referencia
European medicine agency

Food and Drug Administration
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Indice de masa corporal

Modelo lineal mixto

Modelo lineal mixto generalizado

Organizacion Panamerica de la Salud
Farmaco de referencia
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Tiempo en alcanzar la concentracion plasmatica méxima
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Revision bibliografica

La ley espanola define un medicamento genérico como: “La especialidad con la mis-
ma forma farmacéutica e igual composicién cualitativa y cuantitativa en sustancias
medicinales que otra especialidad de referencia, cuyo perfil de seguridad y eficacia este
suficientemente establecido por su continuado uso clinico”. El medicamento genéri-
co debe demostrar la equivalencia terapéutica mediante estudios de bioequivalencia
dado que es la metodologia aceptada por todas las agencias normativas de los paises
desarrollados (Estévez-Carrizo, 2000).

Un estudio de biodisponibilidad (BA) consiste en medir el grado de velocidad y absor-
cion del medicamento via oral, ademés se encarga disminuir todos aquellos procesos
que puedan perjudicar la absorcién de las formulaciones. .*' estudio de biodisponi-
bilidad relativa de dos formulaciones contiene la combinacién de medicamentos de
paracetamol, fenilefrina y clorfeniramina, estudio realizado por una sola dosis, alea-
torizado abierto, crossover con factor de formulacién de 3 niveles y parcialmente
replicado”. La evaluacién utiliza intervalos de confianza del 90 % para el cociente de
medias geométrica en relacion con los medicamentos de referencia y de prueba para
los parametros farmacocinéticos calculados a partir de la concentracion promedio de
medicamento, la concentracion maxima (C,,4,) v €l area bajo la curva AUC' que estan
comprendidos entre el 80 % y 125 % (Santos et al., 2020).

La metodologia estadistica aplicada a bioequivalencia, debe estar regida por las pautas
regulatorias vigentes de las autoridades de salud tales como Food and Drug Admi-
nistration( FDA) y European medicine agency (EMA). EL principio de inclusién de
intervalos de confianza es el método frecuentemente utilizado para garantizar la equi-



valencia terapéutica, donde la incorporacion del tamano muestral adecuado demuestra
ser de gran ayuda para la certificacion de seguridad y eficacia del medicamento. El
analisis estadistico varia dependiendo de la complejidad del diseno y la cantidad de
formulaciones administradas en la circulacion sistémica de los voluntarios en estudio
(Hauschke, Steinijans y Pigeot, 2007).

El modelo asociado para estos tipos de disenos cruzados aleatorizados por lo gene-
ral, uno de los modelos utilizados es un modelo lineal mixto. Este modelo considera
que la variable respuesta es en transformacién logaritmica de los parametros farma-
cocinéticos C4e. 0 AUC, ademads considera un efecto aleatorio correspondiente a la
variabilidad que provoca cada voluntario, también puede incorporar el efecto carryo-
ver o de arrastre que ocurre cuando existe una concentracién residual generada en el
primer periodo, antes de la administracién del segundo medicamento en el segundo
periodo (Chow, S., Liu, J, 2008).

Los estudios de bioequivalencia exitosos permiten que la poblacion obtenga un mayor
alcance a los medicamentos, dado que se reducirian los precios. Este tipo de estudios
se realiza a través de “disenos experimentalese, por lo que existe la necesidad de es-
tablecer un adecuado tamano de muestra para la investigacion.” El diseno cruzado
aleatorizado es uno de los tipos de disenos experimentales mas comunes para estudios
de bioequivalencia, donde por lo general, se utilizan voluntarios clinicamente sanos.
“En los Estudios de Bioequivalencia se requiere establecer el calculo del tamano de
muestra; sin embargo, no hay un consenso metodolégico que establezca céomo rea-
lizarlo.” asi, una de las consideraciones para la estimacion del tamano de muestra
es la utilizacion del coeficiente de variacién (CV %) intra-sujeto, el cual es tomado
directamente del andlisis de varianza (Batista-Diéguez, 2018).

El Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) contempla un protocolo para evitar
que se generen posibles efectos en los resultados de los estudios donde considera el
tamano muestral para cualquier estudio de bioequivalencia. “El ntimero de sujetos
de investigacion evaluables no debe ser menor a 12 y se debe especificar previamente
en el protocolo y en el informe, considerando posibles retiradas de los sujetos.” En el
célculo se determina considerando un error tipo I () menor o igual a un 5% y una
potencia estadistica no menos a un 80 %, con un intervalo de confianza del 90 % de
la razén de las medias geométrica dentro de los limites de equivalencia (Instituto de

Salud Publica de Chile, 2019).



1.2. Contexto y motivacién

Los estudios de bioequivalencia (BE) son esenciales a la hora de inferir la equivalencia
terapéutica entre un medicamento genérico (prueba) y un medicamento de referencia
(innovador). En el presente trabajo se describe el proceso de bioequivalencia in vivo,
para comprender la importancia del tamano muestral para la certificacién segun el
protocolo vigente de las autoridades de salud, mediante simulaciones y los procedi-
mientos estadisticos necesarios para comprobar la BE.

1.3. Planteamiento del problema

Los productos certificados como bioequivalentes permiten que la poblacién objetivo
tenga un mayor acceso a medicamentos, tipicamente a precios mas asequibles que
el original. Los estudios de BE se realizan a través de disenios experimentales, en
consecuencia, uno de los experimentos mayormente utilizado para medicamentos con
baja variabilidad es el diseno cruzado (crossover) aleatorizado. En este disenio se
incorpora un medicamento de referencia (R) y uno de prueba o innovador (T). De
esta manera, los voluntarios seleccionados se dividen en dos grupos de forma aleatoria,
en cada grupo se administra un medicamento de entrada (R o T) y después de un
periodo de reposo se administra el medicamento opuesto. De esta forma, es posible
medir la concentracion del farmaco y estimar los parametros farmacocinéticos, los
cuales son utilizados posteriormente para determinar si el producto de prueba es
intercambiable con el medicamento de referencia.

Establecer el tamanio muestral adecuado es una gran problematica para estudios de
BE, es imprescindible a la hora de detectar diferencias entre tratamientos atribuibles
al producto y evitar conclusiones erroneas de equivalencia terapéutica.



1.4. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son:

Objetivo general

= Establecer el tamano de muestral minimo para estudios de bioequivalencia in vi-
vo a partir de un diseno cruzado aleatorizado que garantice la calidad, seguridad
y eficacia de un medicamento genérico.

Objetivos especificos

1. Realizar un exhaustivo analisis de la literatura cientifica de estudios de bioequi-
valencia y reglamentacién vigente nacional e internacional.

2. Analizar y comparar los medicamentos a través de estudios de biodisponibilidad
y bioequivalencia promedio.

3. Determinar un modelo apropiado para un diseno cruzado aleatorizado.

4. Replicar mediante simulacién el diseno cruzado aleatorizado para determinar el
tamano muestral.

1.5. Hipodtesis

Se postula que los estudios de bioequivalencia in vivo entre dos formulaciones, requiere
una cantidad de voluntarios mayor al recomendado por el Instituto de Salud Publica
de Chile (ISP), quien senala que 12 voluntarios es la cantidad minima requerida.



Capitulo 2

Bioequivalencia

2.1. Introducciéon

Los costos de los medicamentos se han incrementado y, por consiguiente, este aspecto
se ha convertido en un punto de interés en las politicas sanitarias, por ello surgié la
necesidad de la bioequivalencia (BE). De esta manera reducir los gastos farmacéuti-
cos y permitir que la poblaciéon objetivo obtenga un mayor acceso a tratamientos
terapéuticos.

Una de las maneras de limitar los gastos farmacéuticos de los pacientes es la existen-
cia de medicamentos originales, o de referencia, y otros farmacos llamados genéricos
o de prueba. Los medicamentos genéricos suelen tener un menor costo que los ori-
ginales establecidos en el mercado durante el periodo de proteccion de patente o de
exclusividad.

La BE es un estudio comparativo mediante el cual es posible certificar que un medi-
camento genérico es intercambiable con uno original o de referencia en términos de
calidad, eficacia y seguridad. Es una medida comparativa respecto a la formulacion
farmacéutica, en términos de la velocidad y la cantidad de principio activo que es
absorbido desde el tracto gastrointestinal y que se refleja en los niveles plasmaticos
después de la administracion del farmaco.

» Medicamento original (referencia): Es aquel medicamento que pertenece al la-
boratorio fabricante, con patente vigente.

» medicamento genérico (prueba): Es un medicamento, creado con finalidad de
obtener el mismo efecto terapéutico y la misma dosificaciéon que un medicamento
de marca ya comercializado.



Un medicamento genérico es un farmaco que contiene un principio activo, ya conocido
y previamente desarrollado, inventado por otros investigadores. El costo de este tipo
de productos es menor que el de los originales porque su desarrollo y comercializacién
es mucho mas sencilla. Todo lo dicho implica que no se tiene que demostrar su eficacia
y seguridad en largos y costosos ensayos clinicos. Con todo ello, los fabricantes de los
medicamentos genéricos tienen que demostrar que su formulacion contiene el mismo
principio activo que el original y que el medicamento genérico se comporta en el
organismo de la misma manera, es decir, se debe demostrar su bioequivalencia.

2.2. Criterios de bioequivalencia

Las normativas de bioequivalencia y biodisponibilidad realizadas por las autoridades
de salud a través de agencias regulatorias que fijan las condiciones para el registro de
productos farmacéuticos son los encargados de garantizar la seguridad y la eficacia.

Los criterios de BE permiten facilitar la toma decisién respecto a la intercambiabi-
lidad farmacéutica. Sin embargo, hay diferentes puntos de vista segin cada agencia
regulatoria, las mds reconocidas en chile son; El Instituto de Salud Publica (ISP),
Food and Drug Administration (FDA) y la European Medicines Agency (EMA).

s Food and Drug Administration (FDA): Establece un enfoque para la determina-
ci6on BE, denominada bioequivalencia promedio (ABE), e implica un intervalo
de confianza 90 % para las razones de las medias geométricas de los productos
de referencia y de prueba. Ademads surgen recomendaciones especificas para el
uso de la transformacion logaritmica.

s Furopean Medicines Agency (EMA): La evaluacién de BE se basa en intervalos
de confianza del 90 % para las diferencias de las medias geométricas (prue-
ba/referencia) para los pardmetros considerados, este método es equivalente
a two one-sided test (TOST), dos pruebas unilaterales con la hipétesis nula
de bioeniquivalencia a un nivel de significancia del 5%. Los pardmetros far-
macocinéticos considerados deben analizarse mediante ANOVA con los datos
transformados logaritmicamente.

» Instituto de Salud Publica (ISP): La normativa chilena dice que “Para establecer
la BE promedio de farmacos que no poseen caracteristicas farmacocinéticas y
clinicas complejas, el intervalo de confianza de 90 % debe estar dentro de los
limites de BE de 80 a 125 %, para la razén de medias del AUC del producto en
estudio respecto del producto de referencia”.



Los estudios que garantizan la BE corresponden a estudios de biodisponibilidad (BA),
Bioequivalencia promedio (ABFE) y bioequivalencia in wvitro.

2.3. Participantes

Los ensayos clinicos se caracterizan por la evaluacion experimental de un producto,
medicamento o sustancia terapéutica que puede ser empleada en seres humanos. El
ensayo clinico consiste en la comparacion de dos o varios de grupos de sujetos en es-
tudio, usando dos o mas tratamientos para determinar beneficios reales que permitan
garantizar la seguridad y eficacia.

La seleccion de voluntarios para el estudio de bioequivalencia debe basarse en crite-
rios de inclusién, por ejemplo, los sujetos sean mayores de edad con la capacidad de
dar su consentimiento libre e informado del participante en el estudio. En general,
los estudios de bioequivalencia son realizados en voluntarios sanos dado que tienen
la ventaja de entregar resultados menos variables comparados a estudios realizados
en pacientes no sanos. Es preferible que el grupo de voluntarios sea balanceado que
incluya a personas de ambos sexos a menos que el medicamento en estudio sea exclu-
sivo para un solo sexo, la edad debe estar entre 18 y 55 anos, el peso en un rango de
normalidad para su sexo y edad, donde su indice de masa corporal (IMC) cuente con
valores entre 19 y 30.

Los voluntarios no deberéan tener antecedentes de abuso de drogas y/o alcohol, y con
preferencia a no fumadores. Ademas, no deben haber sido sometidos a ningin tipo
de cirugia digestiva. Cada voluntario sera examinado por un médico que asegure el
buen estado de salud.

El estudio de BE también debe incluir criterios de exclusion, tales como hipersensibi-
lidad al farmaco, historial de enfermedades relevantes, antecedentes cirugia gastrica,
mujeres embarazadas y/o amamantadoras, terapia farmacoldgica, abuso alcohol y
drogas, donacion o pérdida de sangre, test positivo VIH, Hepatitis B y C, por his-
torial de desmayo por extracciéon de sangre y por ultimo, no haber participado en
ensayos clinicos en al menos 3 meses previos al inicio del estudio.



2.4. Diseno de los estudios de bioequivalencia

La realizacién de un ensayo de bioequivalencia semi-replicado o replicado por lo
general considera solo farmacos de alta variabilidad intraindividual, dado que permite
la posibilidad de ampliar los margenes de aceptacion de los intervalos de confianza
para los parametros en estudio. Este tipo de disenos permite conocer la variabilidad
intrasujeto del medicamento de referencia o de ambos medicamentos.

La eleccion correcta del diseno del estudio debe tomar en cuenta las caracteristicas
farmacocinéticas del farmaco y, por otro lado, minimizar la variabilidad que no es
atribuible a los efectos de la formulacién. Es posible minimizar los riesgos del efec-
to Carryover, considerando un tiempo de depuracion hasta 6 veces la vida 1util del
farmaco.

2.4.1. Diseno cruzado aleatorizado

Los disenos cruzados aleatorizados son un tipo de experimento de medidas repe-
tidas, donde los distintos tratamientos son aplicados en periodos de tiempo sucesivos
a las unidadades experimentales. Estos han demostrado ser eficaces en una amplia
gama de aplicaciones, y en particular, en ensayos clinicos.

Tabla 2.1: Ejemplo del diseno cruzado aleatorizado.

Periodo 1 Lavado Periodo 2
Secuencia 1 | Farmaco de Farmaco de
(nl) Referencia Prueba
Depuracion
0
Carryover
Secuencia 2 | Farmaco de Farmaco de
(n2) Prueba Referencia

En la Tabla 2.1 se representa un diseno cruzado aleatorizado, donde cada voluntario
es asignado aleatoriamente a una de dos secuencias, nl y n2 representan la cantidad
voluntarios en la secuencia, la secuencia representa el orden de la administracién de los



farmacos. Los periodos representan el tiempo de la administracién de los farmacos,
una vez aplicado el primer periodo hay un tiempo de lavadi para limpiar el efecto
residual, este tiempo de depuracion puede llegar a ser hasta 6 veces la vida til del
farmaco, esto hace que el efecto carryover o residual es muy poco probable que ocurra.
Ademas, el efecto carryover solo puede presentarse en el segundo periodo.

2.5. Efecto Carryover

Es el efecto persistente del farmaco, se produce cuando el tiempo entre cada tra-
tamiento no es el adecuado para que el cuerpo se limpie del efecto del tratamiento
aplicado anteriormente. Normalmente suele suceder con farmacos con lenta elimina-
cion.

El modelo del diseno cruzado aleatorizado tiene en cuenta esta necesidad de limpieza
y considera un factor fijo llamado Carryover. Este efecto Carryover puede generar
sesgo en las estimaciones en el caso de que dicho efecto exista. Por esta razon es
adecuado estudiar como punto de inicio en el analisis de bioequivalencia si existen
indicios de este efecto Carryover.



Capitulo 3

Biodisponibilidad

La biodisponibilidad (BA) mide el grado y velocidad con que una forma activa del
farmaco accede a la circulacién sistémica.

La BA de un farmaco depende en gran medida de las propiedades de la forma far-
macéutica, que a su vez depende en parte de su diseno y fabricacion. Las diferencias de
biodisponibilidad entre formulaciones de un mismo farmaco pueden tener importancia
clinica.

La equivalencia quimica consiste en que dos productos farmacolégicos que contienen la
misma cantidad del compuesto activo y cumplan con los requisitos oficiales vigentes,
puedan variar en su contenido en ingredientes inactivos. El estudio de BA del farmaco
puede ser de dos formas:

» Biodisponibilidad absoluta: consiste en que la administracién del farmaco debe
ser comparada con la misma dosis y administrado via intravenosa.

= Biodisponibilidad relativa: consiste en que la administracién del farmaco debe
ser via oral y esta se compara con un producto al que se denomina referencia.

Los farmacos administrados por via oral tienen una absorcién menor que la via in-
travenosa, porque deben atravesar la pared intestinal y después la circulacion portal
hasta el higado; en estos dos sitios, se produce el metabolismo del primer paso (me-
tabolismo que ocurre antes de que un farmaco alcance la circulacién sistémica).

La BA de un farmaco también puede verse afectada por la edad, el sexo, la actividad
fisica, el fenotipo genético, el estrés, las enfermedades (p. ej., aclorhidria, sindromes
de malabsorcion) y los antecedentes quirirgicos digestivos (p. €j., cirugia baridtrica).
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3.1. Curva de concentracién plasmatica

Es el perfil de la curva que determina la absorcién, distribucion, metabolizacion y
excrecion del medicamento en la circulacion sistémica. En el caso de biodisponibilidad
relativa el proceso de metabolizacion es mas lenta dado que el medicamento debe
atravesar la pared intestinal y después la circulacion portal hasta el higado que es
en donde se produce el metabolismo del primer paso, que consiste a un paso previo
antes de ser transportado a todo el organismo (el higado es quien metaboliza una
parte del medicamento). El grado de absorcién de medicamento es distinto para cada
individuo, por ello es indispensable el criterio de seleccion de voluntarios para poder
mitigar esta variacion.

En la Figura 3.1, se observa un ejemplo de la curva de concentraciéon plasmética
general en distintos instantes de tiempo, correspondiente a un voluntario en estudio
con mediciones de concentracion del farmaco administrado.

0.20 1
CMT : Concentracion maxima tolerada
7_'Cméx
=
015 1 “5\
@
010 1 ry / ---------------------- T CME : Concentracionminima efectiva

Concentracion

K, | / AUC,_,

.":‘ f O\S\\
005 A .": N

"1' ~0. AUCy—op
~0—g.
000 1 $ o—0—o0—o-o0-o0-o-o0o0
Toor
0 "5 10 15 20
Tiempo (hrs)

Figura 3.1: Curva de la concentracién plasmatica.
Fuente: Sénchez (2020) (modificado).
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3.2. Parametros farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos son una parte fundamental para la evaluacién es-
tadistica de bioequivalencia. Estos parametros son obtenidos a partir del estudio de
BA, con mas exactitud en las curvas de concentracion plasmatica en el tiempo. Para
cada voluntario es posible obtener los célculos de: AUC, Cy4z, Tinae, t1/2, Koy Ke.

A continuacién se presentan las deficiones de los parametros farmacocinéticos princi-
pales:

s AUC: corresponde al area bajo la curva hasta la iltima observacién observada
en el tiempo de la curva de concentraciéon plasmatica, y se denota como AUCy_;.
Si t = ty, se calcula mediante la regla del trapecio como:

Zk (citeim1)(ti—ti—1)
=1 2

= (42 es la maxima concentracion alcanzada por el farmaco, que se define como:

Crnae = maz{co,c1, ..., 1}

= Thaq: €l tiempo requerido para alcanzar la maxima concentracion del farmaco.
= t1/9: tiempo de vida media del fArmaco.
s K,: constante de velocidad de absorcién del farmaco.

= K: constante de eliminacién del farmaco.

Estos 3 ultimos pardmetros farmacocinéticos no son utilizados para determinar bio-
equivalencia, pero son de utilidad para caracterizar el comportamiento de las formu-
laciones. Se denominan parametros segundarios.

12



3.3. Regla del trapecio

La regla del trapecio es un método de integracion, que se emplea para calcular apro-
ximadamente el valor de la integral definida. En bioequivalencia es de gran utilidad
para el célculo del drea bajo la curva (AUC'), dado que reduce la cantidad de célculos
de integracion.

En la Figura 3.2 se presenta la regla del trapecio, se basa en aproximar el valor de la
integral de f(z) por el de la funcién lineal que pasa a través de los puntos (¢, f(t1)
y (te, f(t2)). La integral de esta drea es igual al drea del trapecio bajo la gréfica de
una funcion lineal, esto es,

/th(:C)dx ~ (1 1 /I (3.1)

en que el término del error es:

(ta —t1)°

G (32)

con ¢ un nimero entre t; y to.

A

t t:

Figura 3.2: Regla del trapecio.
Fuente: www.inf.utfsm.cl (modificado).
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En la Figura 3.3 se presenta la regla del trapecio compuesta o regla de los trapecios es
una forma de aproximar una integral definida utilizando n trapecios. En la formulacion
de este método se supone que f es continua y positiva en el intervalo [¢y,t5].

/ faa =t (f(t1)+f(tz) 5 f(mktz;fl)) (33)

2
k=1

A

t t

Figura 3.3: Regla de los trapecios.
Fuente: www.inf.utfsm.cl (modificado).
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Capitulo 4

Modelo estadistico

4.1. Modelo lineal mixto

Antes de explicar en que consiste un modelo lineal mixto es preciso aclarar algunos
conceptos basicos asociados a este tipo de modelos de regresion, los cuales tienen que
ver con los efectos fijos y aleatorios.

= Efectos aleatorios: los efectos que son tomados al azar de una poblacién de
posibles niveles, son los factores de los cuales no es objetivo principal obtener
una estimacion. Otra forma de verlos es el efecto que desea ser marginalizado
por algin motivo.

= Efectos fijos: los efectos que se determinan a propdsito, es decir son los efectos
que centran el objetivo principal del andlisis, de los cuales, se desea obtener una
estimacion del impacto en cada posible nivel.

Un modelo mixto permite analizar una variable aleatoria Y modelizando simultanea-
mente el valor esperado del fenémeno estudiado y su variabilidad; es decir, modela
un efecto fijo a todos los sujetos en estudio y otro efecto aleatorio asociado a cada
uno de los sujetos.

Es posible obtener un modelo lineal mixto de la agrupacién de un modelo de dos
etapas, que no es mas que la estacién del modelo lineal simple que permite aproximar
los perfiles asociados a cada sujeto. La primera parte es ajustar una reaccion asociada
a cada sujeto por separado y la segunda es ajustar una reduccion de los coeficientes
asociados a cada sujeto en funcién de las variables conocidas como efectos fijos.

15



La formulacién general que propone Jones y Kenward (2015) del modelo lineal mixto
asociado a un diseno cruzado aleatorizado es dada por:

Yije = 0+ 75 + Gi + Taij) + Siw + €

donde, los términos de este modelos corresponden a:

Yk : es el logaritmo de la respuesta farmacocinética observada en el i-ésimo sujeto en
la secuencia k-ésima, en el j-ésima periodo (In(AUCy_;), In(AUCy_o) ¥ In(Chrgz))-

1 : es la media general de la variable respuesta correspondiente.
. es un efecto fijo asociado al periodo j-ésima , j =1,...,p.

T

gi . es el efecto secuencia i-ésimo, donde 7 = 1, 2 son las dos secuencias con voluntarios
sanos aleatorizados en cada secuencia.

Taij) ¢ es el efecto de tratamiento directo asociado con el tratamiento aplicado en el
periodo j-ésima de la secuencia.

Sik) © es el efecto aleatorio del sujeto i-¢ésimo dentro de la secuencia k-ésima.
eiji © es el error aleatorio o residuo al observar Y.

En ocasiones es necesario representar el efecto carryover potencial en un modelo que
puede afectar solamente al segundo periodo. En este caso,

= Aj_1,k : es el efecto fijo residual o carryover del (j — 1) - ésimo periodo de la
k-ésima secuencia este efecto ocurre a partir del segundo periodo, tal que,

J
DD Mgy =0

K
J=1 k=1

Ademas, se deben cumplir los siguientes supuestos :
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Siey ~ N(0,02) | eijx ~ N(0,04)

= iid significa que las variables aleatorias son independientes e idénticamente dis-
tribuidas, con varianza 0%, representa la variabilidad intrasujetos.

= Ambos deben ser mutuamente independientes.

Es necesario hacer una distincién importante entre aquellos modelos en que se supone
que los efectos del sujeto (S;)) son parametros fijos conocidos y aquellos en los que
se supone que son realizaciones de variables aleatorias, usualmente normal con media
cero y varianza o?.

Este uso implica que el analisis subsiguiente utiliza tinicamente informaciéon de com-
paracién intra individual. Esto es apropiado para la mayoria de los ensayos cruzados
bien disenados y tiene la ventaja de mantener el andlisis dentro del entorno familiar
de la regresion lineal.

Sin embargo, hay circuntancias en las que los totales de los sujetos contienen infor-
macion relevante y esta solo se puede recuperar el efecto del sujeto y se trata como
aleatorio. Tal modelo es un ejemplo de un modelo lineal mixto.
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4.2. Estimacion por Maxima Verosimilitud Res-
tringida (REML)

Inicialmente el método de maxima verosimilitud restringida fue desarrollada por An-
derson y Bancroft (1952) y Ruseell y Bradley (1958). Para luego ser extendido por
Thompson (1962) para datos balanceados en general, formalizada y extendida a di-
senos de bloques o datos balanceados con distribucién normal. Generalmente, este
método es utilizado para modelos mixtos. Consiste en factorizar la verosimilitud com-
pleta en dos partes independientes, una de las cuales no contiene la media, asumiendo
que al usar esta parte de la verosimilitud no se pierde informacién con respecto al
usar la verosimilitud completa, citada por Leén (2004).

En este sentido, O‘ Neill., (2010), plantea que consiste en dividir la verosimilitud en
dos componentes, el primer componente es una verosimilitud de uno o més estadisticos
que involucran a todos los parametros fijos como (u )(y puede involucrar pardmetro
de varianza). El segundo componente es una verosimilitud restringida y que solo
involucra los parametros de la varianza de los efectos aleatorios, maximizando de esta
manera cada componente de forma separada. Es por esto que las estimaciones de
parametro de varianza son conocidas como REML. Entonces, en presencia de una
poblaciéon normal, el primer componente resulta ser la verosimilitud de la media de
la muestra y la segunda verosimilitud son para las variables asociadas con la varianza
muestral.

‘ 2

OL(6. Y ) = log =2 r2(6) | [R«(8 = Fo)Il

2
Wi + nlog(2mo®) + = p : (4.1)
Lol|? (0
log| o + nlog(2mo?) + r6) Primera componente
W] o?

[1R(5 — fo)|?
2

} Segunda componente
o
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4.3. Analisis de varianza

El andlisis de varianza representa una etapa fundamental que informa acerca del
proceso de recoleccién de los datos y permite evaluar los diferentes efectos del diseno
cruzado. En primera instancia se debe realizar un analisis de varianza preliminar para
cada uno de los periodos y secuencias que estregan una certeza sobre la calidad o el
desempeno del estudio. Posteriormente un andlisis de varianza completo para cada
uno de los periodos y secuencia.

En este analisis de varianza se utiliza informacién de comparacion intra-individual
unicamente.

Efecto formulacién: ocurre si el tratamiento no es constante en el tiempo y se
denomina como interaccién del periodo - formulacién. Si es significativo, se podria
ignorar, ya que se produce de forma artificial cuando la variabilidad es baja o hay un
nimero de voluntarios muy alto

Efecto periodo: este efecto se encuentra entre los resultados obtenidos en el periodo
1 y periodo 2 . Si el efecto es significativo, puede deberse a que uno de los periodos,
los niveles plasmdticos plasmdtico de concentracion (Cr,e, v AUC) son mayores o
menores que en otro.

Efecto secuencia: este efecto se puede encontrar segiin el orden de la administracién
de farmacos. Si es significativo, podria indicar que hay un efecto carryover presente
o bien un efecto de la interaccién entre la formulacion y el periodo.
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4.4. Prueba t de Student para datos pareados

La prueba t de Student introducida por William Sealy Gosset en 1908, la prueba t de
Student para datos pareados también conocida como prueba t de Student dependiente
o correlacionada. Este tipo de prueba estadistica compara las medias y desviaciones
estandar con la distribucién tedrica de los grupos relacionados para determinar si
existe una diferencia significativa entre los dos grupos.

Hipdtesis estadistica

= H; : Las medias de los tratamientos administrados son iguales.

s H, : Las medias de los farmacos administrados son diferentes.

Para la utilizacion de esta prueba es necesario verificar los siguientes supuestos:

= La variable dependiente se distribuye normal.
= Las observaciones se muestran de forma independiente.

» Las variables independientes deben constar de dos grupos relacionados o pares
coincidentes.

En el caso de bioequivalencia, se mide la variable dependiente de ambos tratamientos,
donde el investigador busca si el efecto del tratamiento alternativo difiere significati-
vamente del tratamiento de referencia.
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Figura 4.1: Region de no rechazo y de rechazo.
Fuente: Elavoracién propia.

En la Figura 4.1 representa un ejemplo de la prueba t Student, con un intervalo de
confianza del 90 %, sefialando las zonas de aceptacién y rechazo.
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4.5. Suma de rangos de Wilcoxon

La prueba de suma de rangos de Wilcoxon surge un 1945 por Frank Wilcoxon, es una
prueba no paramétrica y es utilizada de forma alternativa a la prueba de t de Student,
cuando el cumplimiento de los supuestos no pueden ser verificados o cumplidos. La
variable dependiente debe estar en una escala cuantitativa o de escala ordinal. Esta
prueba compara el rango medio de dos muestras relacionadas y determina si existen
diferencias entre ellas. Es de gran utilidad en el caso no paramétrico dado que utiliza
la informacion relativa a la ubicacion de cada observacion de las muestras.

Hipotesis estadistica

s H; : No existen diferencias localizadas entre los tratamientos.

= [, : Existen diferencias.

Caracteristicas :

» Parten de la base de que los datos analizados adoptan una distribucién libre.

= No suponen ninguna distribucién de probabilidad tedrica de la distribuciéon de
datos.

» Conviene utilizarlo cuando trabajamos con muestras pequenas (n < 10) en las
que se desconoce si es valido suponer normalidad.

= Las pruebas no paramétricas no asumen normalidad de la poblaciéon y en su
mayoria se basan en ordenamientos o recuentos de datos.

= El parametro que se usa para hacer las pruebas estadisticas es la Mediana y no
la Media.

= Son menos potentes que las técnicas paramétricas, aunque tienen la ventaja que
se pueden aplicar mas facilmente.
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Capitulo 5

Prueba de bioequivalencia

Las pruebas de BE son ampliamente utilizadas para probar si el medicamento o prin-
cipio activo estd en la misma cantidad media en las dos formulaciones que estdn bajo
comparacion y que el efecto terapéutico depende principalmente de su concentracion
y que deberia ser similar en todas las formulaciones comparadas.

En la actualidad, se siguen utilizando varios de los criterios propuestos en Chow et
all,.(2000) para establecer la condicién de bioequivalencia promedio (ABE).

Una de las principales agencias regulatorias, la FDA, determina que para ambos
productos R y T sean comparables en el enfoque de ABE esto implica el calculo de un
intervalo de confianza del 90 % para la relacién de los promedios (medias geométricas
de la poblacién) de las medias de los productos. Para establecer la BE el intervalo de
confianza calculado debe estar dentro de los limites de BE generalmente 80-125 % para
productos de baja variabilidad. Ademads, este enfoque dispone de recomendaciones
especificas:

1. Transformacién logaritmica para los datos farmacocinéticos.

2. Métodos para evaluar los efectos de secuencia.

3. Métodos para evaluar datos atipicos.

Por parte de la agencia de aprobacion nacional el ISP realiza recomendaciones si-
milares a las del DA donde, para un producto de baja variabilidad el intervalo de
confianza del 90 % de la razén de las medias geométricas de los parametros farmaco-
cinéticos seleccionados (Char, AUCy_; vy AUC)H_o ) y para un producto con estrecho
margen terapéutico, el intervalo de confianza del 90 % debe caer dentro del rango
90-111 %.
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Tabla 5.1: Errores de tipo I y II para bioequivalencia

i .y La hipétesis nula de bioequivalencia es:
La decisién es:

Verdadera Falsa
R Error del tipo II
No rechazar la hipétesis nula de .. . P . .
Decision correcta Declarar no bioequivalencia

bioinequivalencia .
cuando si lo era

Error del tipo I
Declarar bioequivalencia Decision correcta,
cuando no lo era

Rechazar la hipdtesis nula de
bioinequivalencia

Hauschke et al., Bioequivalence Studies in drug Development. 2007

La preocupacion fundamental en la evaluacién de la BE es limitar el riesgo de una
falsa declaracién de equivalencia (error tipo I). El andlisis estadistico de los ensayos de
BE debe demostrar que es poco probable una diferencia significativa en la BA entre el
producto similar y el comparador. Los procedimientos estadisticos deben especificarse
en el protocolo antes de comenzar con la recoleccién de datos.

En la Tabla 5.1 se presentan los tipos de errores tipo I y II para bioequivalencia,
donde el menos aceptable es el error tipo I, es decir, declarar bioequivalencia cuando
en realidad no la hay. Se admite una probabilidad no mayor al 5 % para la ocurrencia
de este error. El error tipo II es no poder declarar bioequivalencia cuando si lo es.
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5.1. Principio de inclusién de intervalos

El método estadistico para pruebas de estudios de BE se basa en la determinacién
de intervalos de confianza del 90 % en torno a la razén de los promedios de poblacién
log transformados (Producto de prueba/producto de referencia) de los pardmetros
farmacocinéticos en consideracion y por realizacién de un test de dos colas con un
nivel de significancia del 5 %.

Sea ¢ el efecto formulacién (¢ = p; — pr). Para demostrar bioequivalencia se deben
contrastar las siguientes hipotesis:

Hy:p< —e,Up > e

Hi e <p<e

IC debe estar completamente incluido dentro de los limites de bioequivalencia (e, €2).
El limite establecido para farmacos de baja variabilidad es de 80 % a 125 %. Para esta-
blecer bioequivalencia es necesario los parametros farmacocinéticos AUCy_;, AUCy_
vy Chge estén dentro de los limites de bioequivalencia.

Dado el parametro de interés ¢ se procede a calcular la estimacién de su intervalo de
confianza ya sea en forma exacta o aproximada, mediante un test t Student o para el
caso no paramétrico un test Wilcoxon de suma de rangos.
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5.2. Prueba bioequivalencia de dos caras (TOST)

La declaraciéon de BE se establece en funciéon de una equivalencia para el efecto
de formulacién ¢, donde es —e; = €3 = € = 0.223 y se asume que los limites de
equivalencia son simétricos para los datos en escala logaritmica (e = £ 0.223). La
propuesta realizada por Schuirmann (1987), consiste en descomponer la hipdtesis de
bioequivalencia en dos hipdtesis unilaterales:

Hy : 0 < —€ vs Hyp: ¢ > —¢

Hy:¢0>€¢ vs Hp:p<e

Para la declaracién de biequivalencia, considere lo siguiente :

= Es un procedimiento basado en rechazar ambas hipétesis nulas, Hy; y Hpo a un
nivel de «, si ambas hipétesis son rechazadas se declara bioequivalencia.

= Basta que no se rechace alguna de las dos hipotesis nulas, para que los farmacos
no puedan ser considerados bioequivalentes.
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Capitulo 6

Tamanos de muestra

La determinacién del tamano muestral para un diseno experimental cruzado aleato-
rizado, puede determinarse basandose en un anélisis de precisiéon o en un andlisis de
potencia. El andlisis de precisién y de potencia para determinar el tamano de mues-
tra suelen realizarse controlando el error tipo I (nivel de confianza) y el error tipo 11
(potencia). A continuacién, una breve introduccién de los conceptos del error tipo I
y de tipo II.

6.1. Errores tipo I y de tipo II

En la préctica se producen dos tipos de errores al comprobar la hipdtesis. Si se rechaza
la hipétesis nula cuando es verdadera, se ha producido el error tipo I. Si la hipdtesis
no es rechazada cuando es falsa, se comete el error tipo II.

La probabilidad de cometer el error tipo I y de tipo II, denotados por « y 3, respec-
tivamente, se dan a continuacién.

« = P{error tipo I }
= {Rechazar H, cuando H, es verdadera }

B = P{error tipo II }
= {No rechazar Hy cuando Hj es falsa }

Un limite superior para « es un nivel de significacién del procedimiento de prueba.
La potencia de la prueba se define como una probabilidad de rechazar correctamente
la hipdtesis nula cuando esta en falsa, es decir,

Potencia =1 -
= P{Rechazae H, cuando H, es falsa }
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Como ejemplo, suponga que se desea probar las siguientes hipotesis:

Hy : La droga es ineficaz ~ v/s  Hj: La droga es eficaz

6.2. Determinacion del tamano muestral mediante
el coeficiente de variacion

Quan y Shih (1996) desarrollaron un método para estimar el coeficiente de variacién
(CV) intrasujeto basado en un modelo simple de efectos mixtos aleatorios de una
via. Para el caso de un diseno cruzado aleatorizado, el cual es modelado a partir de
un modelo lineal mixto, asume que la variabilidad intra-sujeto en una constante. Un
estimador intuitivo insesgado para p; viene dado por

1 7 m
'ui:nm g g Lijk
)

=1 k=1

Por lo tanto, se puede obtener un estimador de la CV intrasujeto como

A

CVZ —
i

Por la expansion de Taylor’s, se deduce que

CV,—CV; = =2 2w (62, —00;) — —o (i — p12)
i 25 2040 e

Por tanto, por el teorema del limite central, el C'V; se distribuye asintéticamente como
una variable aleatoria normal con media C'V; y varianza o}%/n;, donde

2 4
%2 O Opi 1
K T R

mp; H; m

CVE+ OV
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Intuitivamente un estimador de &;2

1 — —
5= — OV 4OV,

K3 2m K3

Para comprobar la igualdad en los CV intrasujeto se suelen considerar las siguientes
hipétesis:

HOZCVT:CVR V/S Hlich#CVR

Bajo la hipotesis nula, el estadistico de prueba es dado por

CVy—CVg

T =
\/0 2Ing + 032 /ng

Por lo tanto, la potencia es aproximadamente

CVp —CV,
P(|T| > Za/2) ~ P(T > Za/2) =1-9 (Za/Q a I )

\/0 2/nr + o /ng

una potencia de 1 — 8 puede obtenerse resolviendo la siguiente ecuacion:
Bajo el supuesto de que n = n; = ngy, el tamano de la muestra necesario para tener

CVr —CVg
Vi n+ o2/

Za/2 = —ZB

Finalmente, se obtiene

(07" + 05)(Zay2 + Z5)°
(CVir — CVg)?
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Capitulo 7

Estudio estadistico

7.1. Conjunto de datos

En este trabajo de titulacion, se estudiaron 2 conjuntos de d