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Introduccion

Como alternativa de los medicamentos innovadores, protegidos o no por
patente y con la finalidad de disminuir los costos en el mercado, en beneficio
de la sociedad y de los sistemas de salud, surgen los medicamentos genéricos
o intercambiables.

Es importante regular la fabricacién y distribucion de estos medicamen-
tos, las agencias regulatorias encargadas en cada pais, han establecido proce-
sos que garantizan la seguridad y eficacia de los medicamentos en circulacion,
estos procesos se cimientan en estudios de bioequivalencia, los cuales, sostie-
nen que los medicamentos genéricos tienen el mismo efecto terapéutico y
pueden ocasionar los mismos efectos secundarios que los innovadores, mos-
trando asi, que ambos farmacos son intercambiables.

El objetivo del presente trabajo es describir el diseno cruzado y su apli-
cacion en estudios de bioequivalencia.

La estructura del trabajo, es la siguiente:

En el primer capitulo, se presenta la definicién de conceptos basicos de
farmacocinética y bioequivalencia; los tipos de bioequivalencia asi como, los
diferentes criterios o reglas para establecerla. También, se analizan las venta-
jas y desventajas que ofrecen, a estos estudios, el diseno paralelo y el diseno
cruzado.

En el capitulo 2, Se exponen las hipdtesis y pruebas estadisticas para
el diseno més utilizado en este tipo de estudios, que es el diseno cruzado
estandar de 2x2x2, asi como también se describe el andlisis estadistico para
evaluar la bioequivalencia promedio.
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En el capitulo 3, se realiza un caso practico, mostrando la interpretacién
de los resultados, asi como el analisis grafico de los datos, con la finalidad de
aterrizar los conceptos tedricos expuestos

En el capitulo 4, se presenta la versiéon en medidas repetidas del diseno
cruzado estandar, es decir, el diseno cruzado replicado de 2x2x4, refiriendo
las ventajas que exhibe frente al disenio cruzado estandar. Se aborda el anali-
sis de varianza para los efectos fijos de este modelo, se muestra el calculo y
pruebas para las varianzas involucradas en los datos y se describe el andlisis
estadistico para evaluar bioequivalencia promedio e individual.

En el capitulo 5, se presenta un caso practico, empleando datos obtenidos
de un estudio realizado en farmacos que actualmente se comercializan, para
visualizar la aplicacion e interpretacion de la teoria correspondiente al diseno
cruzado replicado de 2x2x4.

Finalmente, se exponen las conclusiones y discusion del trabajo.



Capitulo 1

Estudios de bioequivalencia

Un medicamento genérico es aquel que contiene el mismo principio activo
ya conocido y desarrollado previamente por otros, que puede diferir en com-
ponentes como saborizantes, estabilizadores y demas excipientes, ademas del
proceso de fabricacion o el laboratorio fabricante. En general, estos medica-
mentos no atraviesan el mismo proceso de investigacion que los innovadores,
lo que hace que su desarrollo y comercializacion sean mucho mas sencillos
y por consecuencia tienen un costo final menor. Sin embargo, para que un
medicamento genérico pueda comercializarse de manera legal, debe mostrar
un efecto terapéutico muy similar al innovador (equivalencia terapéutica), es
decir, ambos farmacos deben ser bioequivalentes.

Para comprender mejor la definicién de bioequivalencia, es importante
primero definir biodisponibilidad. La biodisponibilidad se define como la ve-
locidad y la medida en que se absorbe el ingrediente activo o la fraccion
activa de un farmaco y se hace disponible en el sitio de accién (FDA, 2000).

Para que dos productos farmacéuticos administrados oralmente sean bio-
equivalentes, el ingrediente activo o fraccién activa del farmaco en estudio
debe mostrar la misma velocidad y la misma cantidad de absorcion que el
farmaco innovador (FDA, 2000). Es decir, dos medicamentos son bioequiva-
lentes si presentan la misma biodisponibilidad tras la administracion de las
mismas dosis en las mismas condiciones.

Los datos de estudios de bioequivalencia pueden provenir de ensayos en
medios quimicos que simulan el proceso que atraviesa un farmaco en el or-
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ganismo para ser absorbido y desechado, es decir ensayos in vitro, o direc-
tamente del organismo humano requiriendo participantes sanos y aptos para
tomar los farmacos que se desea comparar, es decir ensayos in vivo. En los
ultimos, es primordial determinar una dosis efectiva y segura para los indivi-
duos. Esta se determina dando pequenas cantidades de farmaco a los sujetos
para obtener datos como son la absorcion, distribucién, metabolismo y eli-
minacién, a través de muestras de sangre. Estos datos constituyen la base de
los parametros farmacocinéticos del medicamento. En este trabajo, se consi-
deraré el analisis para datos provenientes de ensayos in vivo.

Es dificil medir de manera directa los parametros farmacocinéticos en un
individuo, por lo que se emplean tres medidas para estimarlos; a saber, el
area bajo la curva de concentracién-tiempo, el nivel maximo de concentra-
cion observado y el tiempo en el cual se alcanza dicha concentracion.

Para estudiar la tasa de absorcién y eliminacién del farmaco, se realiza
la curva de concentracion-tiempo en sangre y posteriormente se calcula el
area bajo dicha curva (ABC). Esta curva se construye graficando puntos de
la forma (¢;,C;) donde t; es el tiempo en que se tomé la i-ésima muestra
y C; es el nivel de concentracién en dicho tiempo. El area bajo la curva
se calcula mediante el método trapezoidal, que es un método numérico que
consta de sumar las areas de los trapecios formados por puntos de la forma
(ti1,Ci1) y (t;, C;), como se muestra en el area sombreada de la Gréfica 1.1.

El nivel méximo de concentracién observado (Ci,,,) es un indicador de
la cantidad de farmaco que ingreso a la circulacion general y de la velocidad
en que el farmaco se absorbe y elimina.

Se define al tiempo en que se observo C),,, como t,,.. y se interpreta
como un indicador de la velocidad de ingreso del farmaco a la circulacién
general.

Para concluir bioequivalencia entre el farmaco innovador (referencia) y el
genérico (prueba) es necesario que los parametros ABC y C,,,, de los farma-
cos no sean significativamente diferentes entre si.
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Graéfica 1.1: Curva de concentracion-tiempo

Si se concluye que los farmacos tienen la misma tasa de absorcién y ex-
tension, es posible afirmar que son terapéuticamente equivalentes y por lo
tanto intercambiables. Con esto se tiene una alternativa farmacéutica con
el mismo efecto terapéutico que el farmaco conocido. Asi, no solo se pueden
manufacturar medicamentos genéricos a menor precio, con la bioequivalencia
también se puede cambiar la presentacion de un medicamento o cambiar su
proceso de produccion garantizando la fiabilidad del efecto en el organismo.
Para ejemplificar el manejo de la informacion, se realizara el analisis solo para
el parametro ABC ya que el anédlisis para el parametro C,,,, es exactamente
igual.

Desde el punto de vista estadistico, se consideran tres tipos de bioequi-
valencia:

= Bioequivalencia promedio
= Bioequivalencia poblacional

= Bioequivalencia individual
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Bioequivalencia promedio
El objetivo de la bioequivalencia promedio es mostrar que las distribuciones
del pardametro ABC del farmaco de referencia y de prueba tienen misma es-
peranza.

Bioequivalencia poblacional
Es posible que dos farmacos sean similares en términos del promedio del
parametro ABC, sin embargo, en términos de variabilidad, sean significati-
vamente distintos. Por esta razon, se incluye el andlisis de bioequivalencia
poblacional, que toma en cuenta el promedio y la varianza del parametro

ABC.

Bioequivalencia individual
Dos farmacos pueden ser similares en promedio y varianza en una poblacién,
pero puede suceder que, de manera individual, existan diferencias signifi-
cativas en el parametro ABC cuando se cambia el farmaco A por el B (o
viceversa). Es decir, que haya una interaccién farmaco-por-sujeto. Por ello,
es necesario verificar que los farmacos son equivalentes de manera individual.

Cuando se compara un farmaco genérico y uno de patente, la Agencia
de medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés), recomienda
probar bioequivalencia individual y promedio para garantizar la seguridad y
eficacia del farmaco modificado.

1.1. Reglas para concluir bioequivalencia.

Las siguientes reglas, fueron propuestas por la FDA entre 1977 y 2003
(FDA, 2003; Purich, 1980) para probar bioequivalencia promedio.

1.1.1. Regla 75/75

Se concluye bioequivalencia bajo esta regla, si al menos el 75% de las
tasas individuales (relacién entre el farmaco de prueba y el de referencia)
estan en el intervalo (75 %, 125 %).

Una de las ventajas principales de esta regla es que es facil de aplicar. Sin
embargo, es sensible a los farmacos de alta o muy baja variabilidad por lo
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que Chow y Shao (Chow et al, 1991) propusieron que nunca se usara si la
variabilidad intra-sujeto es mds grande que 20 % o mds pequena a 10 %, lo
cual limita su uso.

1.1.2. Regla 80/20

Si la media del farmaco de prueba no es significativamente diferente a
la del farmaco de referencia y si la prueba tiene una potencia de 80 % para
detectar diferencias de 20 % respecto a la referencia, entonces, se concluye
bioequivalencia.

Esta regla, solo se usa para realizar un estudio previo que ayude a determinar
el tamano de muestra basandose en el calculo de la potencia.

1.1.3. Regla +20

Se concluye bioequivalencia bajo esta regla si la biodisponibilidad media
del farmaco de prueba (ug) difiere en menos de 20 % con respecto del farmaco
de referencia (14), a un determinado nivel de confianza.

Esta regla es recomendada por la FDA (FDA, 2003) ya que el anélisis para
obtener una conclusién es mas robusto que los anteriores.

1.1.4. Regla 80/125

Se concluye bioequivalencia si la biodisponibilidad media del farmaco de

prueba estd dentro del intervalo (80 %,125 %) en torno a la media de la refe-
rencia, con un nivel de confianza determinado, comunmente del 90 %.
La FDA (FDA, 2003) sugiere que se use esta regla cuando a los datos se
les aplique la transformacién logaritmica y que se concluya con base en la
proporcion de biodisponibilidad media. En esta escala, el criterio de decision
es el intervalo (-0.223,0.223).

1.2. Diseno de estudios de bioequivalencia

Para elegir un diseno adecuado, es necesario considerar la variabilidad de
las respuestas, en este caso el parametro ABC. Como la informacién obtenida
proviene de seres humanos, es natural que exista diferencia en los datos del
pardmetro ABC entre un sujeto y otro (variabilidad inter-sujeto) debido a la
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diferencia entre organismos. Como ésta es la fuente de variacién mas grande,
se requiere un diseno que permita identificar, estimar y aislar la variabilidad
inter-sujeto. También, la variacion que existe en las respuestas de un sujeto al
tomar el fairmaco de prueba y después el de referencia (o viceversa), llamada
variabilidad intra-sujeto, provee informacién valiosa. Por lo que, es necesario
que el diseno permita separar y estimar éstas dos variaciones. Algunos disenos
que se consideran adecuados para estos estudios son el diseno cruzado y en
algunas ocasiones, el diseno paralelo.

1.2.1. Diseno paralelo.

Un diseno paralelo, es un diseno completamente aleatorizado en el que
se tienen al menos dos grupos, los participantes de cada grupo recibiran uno
de los farmacos a probar. Cada participante es asignado de forma aleatoria
y recibe el farmaco una sola vez. El diseno paralelo mas simple, es el que
compara dos farmacos. Es decir, consta de dos grupos como se aprecia en la
Grafica 1.2.

El diseno paralelo, es adecuado cuando el tiempo necesario para que la
cantidad total de farmaco en el cuerpo descienda a la mitad (vida media) es
muy largo, los farmacos son potencialmente toxicos o la variabilidad intra-
sujeto es mayor a 30 %. Sin embargo, el estudio de bioequivalencia entre dos
farmacos suele estar basada en la variabilidad intra-sujeto y el diseno paralelo
no permite identificar y separar esta fuente de variacion de la variabilidad
inter-sujeto. Es posible establecer bioequivalencia promedio con este diseno,
no obstante, la estadistica inferencial es menos precisa.
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GRUPO 1 PRUEBA

SUJETOS —

GRUPO 2 REFERENCIA

ALEATORIZACION

Grafica 1.2: Diseno paralelo

1.2.2. Disenos cruzados den x g X p

Es una modificacién de un diseno de bloques aleatorizados en el que ca-
da bloque ingiere méas de un farmaco en diferentes periodos. En este caso,
los bloques son grupos de participantes que son asignados aleatoriamente a
una secuencia que indica el orden en que ingeriran los farmacos. Al diseno
cruzado que compara n farmacos y consta de g secuencias y p periodos, se le
llama diseno cruzado de nxgxp.

Para evitar que el farmaco existente en el organismo de un participante
interfiera con las mediciones entre periodos, es decir, evitar efecto de acarreo,
existe una fase sin ingesta de farmaco llamada periodo de lavado. La duracion
de este periodo depende de las caracteristicas del farmaco.

El diseno mas usado para concluir bioequivalencia promedio entre dos
farmacos es el que consta de dos secuencias y dos periodos, conocido como

diseno cruzado estandar de 2x2x2, cuya estructura se aprecia en la Grafica
1.3.
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PERIODO

ALEATORIZACION

SECUENCIA1 REFERENCIA PRUEBA

SUJETOS —»

LAVADO

SECUENCIA 2 PRUEBA REFERENCIA

Grafica 1.3: Diseno cruzado de 2x2x2

Una de las desventajas del disenio cruzado estandar de 2x2x2, es que no es
posible estimar la variabilidad intra-sujeto para cada farmaco, ya que a cada
participante solo se le administra una vez. Para obtener esta informacién,
se recurre a disenos de medidas repetidas como el diseno cruzado replicado
de 2x2x3, es decir, dos secuencias y tres periodos, descrito en la Grafica
1.4, que se conoce como Diseno de Balaam. Este diseno, ofrece informacion
sobre la variabilidad inter-sujeto y algunas interacciones entre los efectos. Es
importante resaltar que, si se omite el tltimo periodo, se obtiene la estructura
del diseno estandar de 2x2x2 lo cual resulta muy 1util en la practica, ya
que, si muchos participantes abandonan el ensayo o por alguna razén no se
cuenta con esta informacién, se podria seguir adelante realizando el analisis
correspondiente a un diseno estandar de 2x2x2 y la investigacion no quedaria
del todo inconclusa.

PERIODO
| I 1]
- SECUENCIA 1 REFERENCIA PRUEBA REFERENCIA
= / o o
[a] o
N < <
SUJETOS o > >
e \ < =
< - —
w
=4 SECUENCIA 2 PRUEBA REFERENCIA PRUEBA

Gréfica 1.4: Diseno de Balaam.
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El diseno cruzado es sugerido por la FDA (FDA, 2003) para realizar
estudios de bioequivalencia debido a las siguientes caracteristicas:

= Cada sujeto actiia como su propio control.
= Remueve la variabilidad intra-sujeto de la comparacion entre farmacos.
= Provee estimadores insesgados para las diferencias entre farmacos.
El modelo aditivo general para un diseno cruzado de g x p es el siguiente:
Yije = po+ Sik + Py + Fiip + Cli—10) + €ijr (1.1)
Donde:

= Y, Es la respuesta del i-ésimo sujeto en la k-ésima secuencia durante
el j-ésimo periodo.

= 1: Es la media general.
= Sii: Es el efecto aleatorio del i-ésimo sujeto en la k-ésima secuencia.
= P;: Es el efecto fijo en el j-ésimo periodoy P, + P, +--- + B, = 0.

= FYjm: Es el efecto fijo directo de farmaco en la k-ésima secuencia cuando
es administrado en el j-ésimo periodo y > F{;x) = 0.

» C(j—1,k): Es el efecto fijo de acarreo del firmaco que es administrado en
el periodo (j-1) en la secuencia k. Donde Cg )y =0y > Cri—1x) = 0.

eiji: Es el error aleatorio inter-sujeto en la observaciéon Y.

Para concluir bioequivalencia promedio e individual, los disenos comunmen-
te usados son el estandar de 2x2x2 y su version en medidas repetidas, el diseno
cruzado replicado de 2x2x4, respectivamente. Por lo tanto, se profundizara en
ellos.
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Capitulo 2

Disenos cruzados de 2 x 2 x 2

El objetivo de este diseno, es probar bioequivalencia promedio entre dos
farmacos, uno de referencia (A) y uno de prueba (B). Cada sujeto es asignado
aleatoriamente a la secuencia 1 (AB) o a la secuencia 2 (BA). Los voluntarios
en la secuencia AB, ingieren el farmaco de referencia en el primer periodo y
el de prueba en el segundo y viceversa para la segunda secuencia.

El modelo general (1.1) se puede usar para describir este diseno:

Yijg =+ S + Pj + Fiir + C(j—l,k) + €ijk (2.1)
Donde:
. k=12
m ;=1,2,---,n; donde n, es el nimero de voluntarios en la secuencia

Fj ), es el efecto fijo directo de farmaco en la k-ésima secuencia cuando
es administrado en el j-ésimo periodo. Como se tienen dos secuencias y dos
periodos, el farmaco ingerido en el primer periodo de la primera secuencia,
es el de referencia, asi como el del segundo periodo de la segunda secuencia.
Por lo tanto, se definen Fy vy Fg como sigue:

F. . FA st j =k
UK T Fp osi j£k
Cj—1,k), es el efecto fijo de acarreo del fairmaco que es administrado en

el periodo (j-1) en la secuencia k. En el diseno cruzado de 2x2x2, este efecto

11
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solo puede ocurrir en el segundo periodo. Denotamos al efecto de acarreo del
farmaco de referencia (prueba) del primer periodo al segundo en la secuencia
1 (2), como C4 (Cp), es decir:

o _[Caosi k=1 j=2
UL = 0 si k=2, j=2

Las restricciones de los efectos fijos del modelo (2.1) (efecto directo de
farmaco, efecto de acarreo y efecto de periodo), se pueden expresar de la
siguiente forma:

-FA+FB:0
s Cy+Cp=0
IP1+P2:0

Los siguientes supuestos son fundamentales para realizar inferencia sobre
los efectos:

1. {Si} son independientes con distribucién normal con media 0 y va-
rianza %

2. {eijr} son independientes con distribucién normal con media cero y
varianza o>

3. {eijr} y {9} son mutuamente independientes.

Los supuestos hechos sobre {e;;r} v {Six} serdn suficientemente fuertes
para realizar inferencia estadistica con respecto a estimacién, intervalos de
confianza y pruebas de hipdtesis sobre los efectos fijos basandose en la prueba
estadistica de t-student.

2.1. Analsis estadistico de efectos fijos

2.1.1. Efecto de acarreo

Para estudiar el efecto de acarreo, se definen de las siguientes variables:

Uik :K1k+}/;2ka 1= 1725"'7nk; k= 1721 (22)
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_ 1
Up=— Up ,k=1,2 2.3
K nk; K (2.3)
_ 1 &
ijzn—anjk; jk=1,2 (2.4)
=1
C=Cg—0Cy

Las ecuaciones(2.2) y (2.3) representan la respuesta total por secuencia
con varianza ¢ y la media total de la respuesta por secuencia U, respecti-
vamente.

Si no existe efecto de acarreo (C' = Cp — Cy = 0) y considerando la
restriccion Cg + Cy = 0, entonces Cp = C'4 = 0. Por lo tanto, probar que
no existe efecto de acarreo es equivalente a probar que los efectos de acarreo
por farmaco son iguales.

La prueba de hipdtesis planteada para determinar igualdad entre los efec-
tos de acarreo es la siguiente:

HolCZO (] (CB:CA)
vs (2.5)
Ha:C%O % (CB%OA)

Se puede obtener un estimador para C con base en las ecuaciones (2.3) y
(2.4):

C=Us—Us=YVia+ V) — (Vi1 + Ya). (2.6)

Con C' que se distribuye normal con media C y varianza V(é), cuando
la hipotesis nula es cierta. Donde:

V(€)= + )

ny U

La varianza V(C) se puede estimar remplazando o7, por su estimador,
entonces se tiene:
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Donde:
1 2 ng
A2 T2
o =—""—— Ug — Uy 2.7
U (n1+n2_2>;;< ) ( )
Ahora se puede calcular el estadistico de prueba como:
C
oy n% + 7%2
Que se distribuye como una t de student con (n; + ny — 2) grados de
libertad cuando la hipdtesis nula es cierta. Se rechaza Hy a un nivel de sig-
nificancia « si y sélo si:

|TC| > t(l—a/2,n1+n2—2) (28)

Donde t(1-a/2,n,+ns—2), s €l cuantil 1 —a/2 en tablas de una distribucion
t-student con (n; + ny — 2) grados de libertad.

El intervalo de confianza para C puede obtenerse de la siguiente forma:

A 1 1
C E£ta-a/2m+ns—2)00\] — + —
L)
Si el intervalo de confianza contiene a 0, entonces no se rechaza la hipote-
sis nula y los efectos de acarreo son iguales. Si el intervalo de confianza no
incluye a 0, se concluye que los efectos de acarreo no son iguales.

En el célculo del intervalo de confianza, Grizzle (Grizzle, 1965) recomien-
da utilizar un nivel de significancia o = 10 % en vez de la significancia usual
a = 5% ya que, la varianza de la variable U, definida en la ecuacién (2.2),
contempla la variabilidad intra e inter-sujeto. .

2.1.2. Efecto directo de farmaco

Para analizar este efecto, se definen las diferencias por sujeto de la si-
guiente manera:

1
dik=§(yizk—yz'1k); 1=1,2,--+, nu k=12
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o}

La varianza de estas diferencias es V(dy) = 0] = %

Para construir el estadistico de prueba se consideraran las medias de las
diferencias por sujeto:

_ 1 &
dpy=— dy; k=12

Nuevamente, si no existen efectos de acarreo es posible encontrar un es-
timador insesgado para el efecto directo de farmaco (F' = Fp — Fa) que
esta dado por la siguiente expresion:

F=dy—dy
= 2 [(Vor — Vo) — (Vo — Vo) (29)
=Yz -V,
Donde:
Yy = %(Y-n +Y) y Yp= %(Yzl + Yio)
Cuya varianza esta dada por:
V(E) = o3+ )
El estimador para o2 estd dado por:
Y 1 2 -
e ; ;(dik —dy) (2.10)

A

De manera que, para encontrar el estimador de V' (F'), basta con sustituir
o2 por su estimador.

Para analizar la igualdad entre efectos de farmaco, se plantean las siguien-
tes hipotesis:
Hy: Fg =F4
vs (2.11)
H,: Fg #Fy
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El estadistico de prueba Ty, esta dado por la siguiente expresién:

F
fa= 1 1
Td\/ T na

Este estadistico tiene distribucién t de student con (n; 4+ ny — 2) grados
de libertad, cuando la hipétesis nula es cierta. Se rechaza Hy a un nivel de
significancia « si y sélo si:

Tal > t(1-a/2m4n2-2)

Se puede obtener el intervalo de (1 —«) % 100 % de confianza para F como
sigue:
- 1 1

FEti_aomsn,—20qt] — + —
(1—a/2,n1+n2—2)0d n1+n2

2.1.3. Efecto de periodo

Para construir estimadores, intervalos de confianza y probar si los efectos
de periodo son iguales, se definen las diferencias cruzadas de la siguiente
forma:

O — di. para los sujetos en la secuencia 1
ik —dy, para los sujetos en la secuencia 2

Cuya varianza es:
V(Ozk) = O'C2l

El estimador insesgado para el efecto de periodo (P = P, — P es:
P=0,-0., (2.12)
Donde:

0. — cfl_.l para k=1
T —dy para k=2

Las hipdtesis a contrastar, son las siguientes:

H()ZPl:PQ
vs
Halpl%Pg



2.1. ANALSIS ESTADISTICO DE EFECTOS FLJOS 17

Se rechaza Hjy a un nivel de significancia « si y sélo si:

‘TO‘ > t(lfa/Q,nH*nZ*Q)

Donde:

~

P

~ /1 1
9d n1+n2

El intervalo de (1 — a) X100 % de confianza para P estd dado por:

- R 1 1
P xta-a/2mi+n—2)0d/ - + -

En la Tabla 2.1, se resumen las pruebas correspondientes a los efectos
fijos de este diseno.

To =



Tabla 2.1: Analisis estadistico de efectos fijos

Efecto Estimador Estadistico de prueba Intervalo de confianza

Acarreo C'=(Yiz+Ya) — (Vi1 + V) T. = ﬁ C+ t(lfa/2,n1+n272)5’U\/,,%l + o0
ny ' ng

Directo de féI'IIlaCO F = %[(Yzl — Yll) — (YQQ — le)} Td = Cﬂzﬁ F :l: t(l—a/Q,nl—}—nQ—Q)Ocdw / nill —+ 7%2
ny - ng

Periodo P = %[(Y21 — Yll) — (le — YQQ)} Td = ;fdﬁ P+ t(l—a/2,n1+7L2—2)6d1 / nil + 7%2
n T g

81

7

¢ X ¢XcHdSoAvzZNdD SONHSIA ‘¢ OTNLIdVO
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2.2. Analisis de varianza

El analisis anterior para efectos fijos se basé en estadistica t-student para
muestras no apareadas. Ahora, se presenta el analisis de varianza.

El andlisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) es el estudio
de la variabilidad de las observaciones mediante la particién de la suma de
cuadrados total (SCruqe) en componentes de efectos fijos y errores aleatorios.

En el caso del diseno estandar de 2x2x2, se puede partir la SCryq de
las 2(n; 4+ ny) observaciones en efecto de acarreo, efecto de periodo, efecto
directo de farmaco y error.

Se denota al promedio de todas las observaciones como Y., entonces la suma
de cuadrados total se expresa como sigue:

2 2 ng
SCTotal = Z Z Z(Y;jk - }_/)2

k=1 j=1 i=1
2 2 ng
= Z Z Z(Yz’jk —Vig + Yip — Y.)?
k=1 j=1 i=1
2 2 ng 2 ng
=3 D) Vi =Y +2> > (Vi —Y.)?
k=1 j=1 i=1 k=1 i=1
:SCIntra + SCInter
Donde
= Vi = %Z Yijk

» SCrutre: Es la suma de cuadrados intra-sujetos.
= SCrpier: Es la suma de cuadrados inter-sujetos.

Como hay 2(ny + ny) observaciones, entonces SCryq tiene 2(ng +ng) — 1
grados de libertad. En cada secuencia hay n; +ns sujetos por lo que SCrper ¥
SClntre tienen (n;+nyo—1) y (n1+ns2) grados de libertad respectivamente. La
SCrpier se puede dividir en dos componentes, uno para los efectos de acarreo
y otro para el error inter-sujeto, esto es:
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SCInter - SCAcarreo + SCResE

Donde:
u SCAcarreo - s?j_?; {(Y12 + Y22) (Yll + Y21)}2
» SC es &
e =3 5 30

» Vi vy Y., son las sumas de Yjj; sobre el indice correspondiente.

SCucarreo Y SCresg tienen 1y (ny + ny — 2) grados de libertad respec-
tivamente. Cada SC dividida entre sus grados de libertad corresponde al
cuadrado medio (CM).

Para demostrar igualdad de efectos de acarreo, se consideran las hipotesis
(2.5) y el estadistico de prueba es:

El cual sigue una distribuciéon F con (1, n; + ny — 2) grados de libertad
cuando la hipétesis nula es cierta y se rechaza Hy a un nivel de significancia
« si 'y sélo si:

Fc > F(l—a,17n1+n2—2)

Por otro lado, la suma de cuadrados intra sujeto se puede descomponer
de la siguiente forma:

SCIntra = SCFérmaco + SOPem'odo + SCResI
donde:

& SCrirmaco = 22 {1V — Viy) = (Vg — Vi) }

ni+n2

& SCpepiodo = 252 [1[(Vo) — Viy) — (Vg — Vi) ]}

ni+ng

2 mg ng 22 Y?k
u SCResI ZZZ ijk ;227_;2 N ZQ_TL]C
=1 1= =1J=

k=1 j=1 =1



2.2. ANALISIS DE VARIANZA 21

Donde, SCrgrmaco ¥ SCperiodo tienen 1 grado de libertad y SCgeqr tiene
(ny + ng — 2) grados de libertad.

Cuando C4 = Cp, se plantean las hip6tesis (2.11) sobre el efecto directo
de farmaco y se usa el estadistico Fy, que se obtiene como sigue:

CMFdrmaco

F, =
I OMR@SI

El cual se distribuye como una F con (1, n; + ns — 2) grados de libertad
cuando la hipdtesis nula es cierta, se rechaza Hy a un nivel de significancia
a si y sélo si:

Fd > F(lfa,l,n1+n272)

Finalmente, para probar la hipdtesis nula de efectos de periodo iguales,
se tiene el siguiente estadistico de prueba:

Que sigue una distribucién F con (1, n; + ny — 2) grados de libertad
cuando la hipétesis nula es cierta, se rechaza Hy a un nivel de significancia
« si:

Fp > Fa—o1,m+ns-2)

En este modelo, el andlisis hecho con pruebas t es un caso particular del
andlisis de varianza. Recordando que una distribucién F con 1 y v grados de
libertad es igual al cuadrado de una distribuciéon t con v grados de libertad.

En la Tabla 2.2, se encuentra la tabla ANOVA correspondiente al diseno
de 2x2.

Concluir igualdad entre los efectos fijos, no garantiza que exista equiva-
lencia entre los farmacos, solo avala que las variaciones del parametro ABC
entre los participantes, se debe a las variaciones entre e intra-sujeto y no se
atribuye a diferencias entre los efectos considerados en el modelo. Es decir,
los efectos fijos “aportan”siempre la misma informacion al parametro ABC.
Ademas, concluir homogeneidad entre los efectos, indica que las variables
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consideradas en el modelo aditivo, modelan adecuadamente al parametro
ABC.



Tabla 2.2: Tabla ANOVA corresponiente a los efectos fijos.

Fuente de variacion

Grados de libertad Suma de cuadrados

Cuadrado medio F

Inter-sujetos
Acarreo

Residuos
Intra-sujetos
Directo de farmaco
Periodo

Residuos

Total

1 SOAcarreo
ny + ng — 2 SCRGSE
1 SCDirecto
1 SCPcriodo
TL1+TL2—2 SCResI
2(ny +ny) — 1 SC7otal

S CAcarreo

S CDirecto
S CPeriodo

Fc = CMAcarreo/CMResE

Fd - CMDirecto/CMResI
Fp = CMPeriodo/CMRcsI

7

VZNVIHVA Hd SISI'TVNV ¢'¢

€¢
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2.3. Analisis estadistico para establecer bio-
equivalencia promedio.

Entre 1975 y 1995, se desarrollaron algunos métodos para establecer bio-
equivalencia promedio tales como la aproximacion por intervalos de confian-
za, el método de pruebas de hipdtesis, aproximaciéon bayesiana y algunos
métodos no paramétricos. Se profundizara solo en los primeros dos métodos,
ya que son los mas usados en la practica.

Se denotard por Y, y Yp al promedio de las observaciones del farmaco de
referencia y prueba, respectivamente. Donde:

= Yy = %(Yll + Yao)

" Yp = %(Ym + Yi2)

Cuya esperanza es: B
ElYal =p+ Fa = pia
EYp] =pu+ Fp = pip

Donde pup y pa son las medias verdaderas desconocidas del parametro
ABC para los farmacos de referencia y prueba, respectivamente.

2.3.1. Aproximacion por intervalos de confianza.

En este método, se construye el intervalo de (1 — 2a)X100% confianza
para la diferencia up — 4 0 la razon pp/pa y se compara con los limites de
referencia establecidos por la regulacion. Si el intervalo para la diferencia o
razon, esta dentro de los limites de referencia, entonces se concluye bioequi-
valencia.

Si se usa la regla 420 y o« = 0.05, entonces los limites de referencia se
construyen de la siguiente forma:

s +20 % del promedio de las observaciones del pardmetro ABC del farma-
co de referencia. Si se usa el intervalo de 90 % de confianza para la
diferencia pug — 4.

= 80 % y 125 %. Si se usa el intervalo de 90 % de confianza para la razén
{5/ 1A
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Es decir, si la variacién entre el promedio del parametro ABC del farmaco
de referencia y el de prueba es menor a 20 %, entonces, se concluye bioequi-
valencia promedio.

El intervalo de (1 — 2a) X100 % de confianza bajo el método clésico, se
obtiene usando la siguiente cantidad pivotal:

(?B - YA)*(#B — [ia)

~ 1 1
9d ni ng

T =

El cual, bajo supuestos de normalidad, sigue una distribucion t-student
con (n;+ny—2) grados de libertad. Entonces, el intervalo de (1 —2a)X 100 %
de confianza para pug — pa es:

LI (YB - YA) t(l an1+na—2)0

LS1 =(Yg — Ya) + t(—am+ns—2)0

T (2.13)
\/ m

Si los datos estan log-transformados, se obtiene el intervalo de confianza

para la razén Z—i a partir del intervalo de confianza para la diferencia de

medias dividiendo ambos extremos entre Y. Es decir:

LI
LI, (71 +1) %100 %

Lg‘, (2.14)
LSy =(%= +1) % 100 %

Ya

Por otro lado, si 6.5 y 0r; son los limites de equivalencia superior e
inferior, respectivamente, para la diferencia y d;51 v 90171, lo son para la
proporcion. Entonces, se concluye bioequivalencia si:

(LI, LSy) C(0r1,01s)
O
(L1, LSy) C(0rm,d0s1)
Donde:

[ ] eL] = —OQIMA
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[ ] HLS = OQIMA
L] 5L11 = 80%
» 0751 = 1256%

El intervalo (2.13) para la diferencia de medias, es simétrico respecto a
(Ys —Y,), no respecto a cero, asi como el intervalo (2.14) para la proporcién
de medias, lo es respecto (Yp/Y4) y no respecto al 100 %. Westlake (Westlake,
1976), propone un ajuste para obtener la simetria, éste resulta méas adecuado
para farmacos con variabilidad farmacocinética grande, sin embargo, solo se
analizara el intervalo clasico por ser el mas usado.

2.3.2. Meétodo de pruebas de hipdtesis.

El estudio de bioequivalencia se basa en la comparacion de perfiles de
biodisponibilidad entre farmacos, dificilmente estos seran iguales entre dos
medicamentos. Por lo tanto, si estos perfiles difieren en menos de un limite
clinico significativo (@), se podra concluir que los fAirmacos son equivalentes.
Teniendo esto en mente, Schuirmann (Schuirmann, 1981) plantea las siguien-
tes hipdtesis:

Ho:pp—pa<0rr o pp—ja>0rs
vs (2.15)

Hy: 00 < pp—pa <Ors

Concluimos bioequivalencia promedio si se rechaza la hipétesis nula. Es
importante notar que, rechazar la hipotesis nula, equivale a probar que la
diferencia up — p 4 se encuentra entre los limites de equivalencia 67 y 0,5, es
decir, las hipotesis de esta prueba son equivalentes al método de intervalos
de confianza.

Si los datos estan log-transformados, se consideran las siguientes hipotesis:
KB . HB
i — <0 6 — >dLs»

Ha Ha
(O

Hy

B
H, :dopme < ks < 0rs2
Ha

Donde:
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» drr2 = BZUP(QLI)
m 050 = 690P(6'Ls)

Las hipdtesis (2.15) se pueden descomponer de la siguiente forma:

Hoy : pp—pa < 0r1
vs
Hay i pp—pa > O
Yy (2.16)
Hoo : pp—pa > 015
Vs

Hyo:pp—pa <0rs

Si se rechaza Hy; v Hos, se cumple la restriccion de la hipdtesis alternativa
de (2.15), por lo que se concluye bioequivalencia promedio.

Con el fin de probar las hipdtesis (2.16), Schuirmann (Schuirmann, 1981)
introdujo la prueba doble unilateral (TOST, por sus siglas en inglés), que es-
tablece que se concluye la equivalencia de ug y 114 a un nivel de significancia
« siy solo si se rechazan Hy, y Ho del conjunto de hipétesis (2.16) .

Bajo supuestos de normalidad, se rechaza Hy; y Hgs si y solo si:

Yp—Ya)—0
Trr :( b A> & > t(lfa/2,n1+n272)
A 1 1
Td\/ 7y T 7
Yy (2.17)
Yp—Ya)—0
Trs :( b A> L3 < _t(lfa/Z,nH»nng)

S 1 1
9d ni + n2

2.4. Analisis de supuestos
Todas las pruebas estadisticas, se basan en los tres supuestos basicos:

1. {eijx} son independientes con distribucién normal con media cero y
varianza o>
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2. {Six} son independientes con distribucién normal con media 0 y va-
rianza %

3. {eijr} v {Si} son mutuamente independientes.

Para verificar que estos supuestos se cumplen, se definen los residuos
intra-sujeto del sujeto i en la secuencia k, durante el periodo j (é;x), de la
siguiente manera:

éijk = Yigr — Yijr = Yige — Yo + Y — Vi
Donde:

Yijk =Y — ij + Y.

La correlacion entre los residuos del mismo sujeto es p = —1, por lo
que basta examinar los residuos de un periodo, se considerara é;1,. En la
practica, se trabaja con los residuos intra-sujeto estudentizados (€;;;), cuya
distribucién marginal es normal estandar. Estos residuos estan dados por la
siguiente expresion:

Por otro lado, se definen los residuos inter-sujeto estudentizados (Si),
como sigue:

~

~ S;
S =
2(nk—1)
ng C’]\4ResE

i i=1 e k=12

Donde:

gik =Y — Yy

Para verificar que {e;x} y {Su} tienen distribucién normal, se hace la
grafica cuantil.cuantil de {€;1x} v {Si}, respectivamente. También, resulta
adecuada la prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro-Wilk, 1965).



Capitulo 3

Caso practico.

A continuacién, se desarrolla un caso practico para observar la aplicacién
de las pruebas, calculo de estimadores e intervalos de confianza que se des-
cribieron anteriormente.

Debido a que los datos utilizados en este trabajo provienen de un estudio
realizado para comparar medicamentos que actualmente se comercializan y
por motivos de confidencialidad, no se integra la base de datos, nombres de
los farmacos, ni el nombre de la empresa que los comercializa. Todo ello sin
mermar el interés que genera uso de datos reales y su importancia didéctica.

El objetivo de este estudio es demostrar bioequivalencia de un medica-
mento usado en terapias de sustituciéon hormonal, especificamente progeste-
rona, y el mismo que difiere en un excipiente.

La progesterona es una hormona fundamental en la vida de las mujeres.
Tal y como indica su nombre, es la sustancia responsable de preparar el or-
ganismo femenino para el embarazo. Ademads, interviene en el crecimiento
de los pechos antes de la primera menstruaciéon y durante la gestacién. Si la
mujer queda embarazada, los niveles de progesterona ascienden para evitar
que el cuerpo rechace la implantacion y el crecimiento del embrion.

La produccion de progesterona, que tiene lugar en los ovarios y en la pla-
centa, comienza después de la pubertad, una vez que la mujer ha tenido su
primera menstruaciéon. A partir de entonces, sufre un descenso hasta llegar
al climaterio, la etapa del ciclo bioldogico en el que se presenta la menopausia
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o Ultima menstruacion.

La menopausia es el momento de la vida de una mujer en el que sus pe-
riodos menstruales cesan. En la mayoria de los casos, se trata de un cambio
corporal normal y natural que casi siempre ocurre entre los 45 y 55 anos de
edad, aunque puede ocurrir antes en mujeres cuyos ovarios o utero han sido
extirpados por medios quirurgicos.

Las variaciones hormonales sufridas en esta etapa son causa de sintomas
como sofocos, sudoraciones nocturnas, dolor en los pechos, insomnio, dolor de
cabeza y cambios de humor. Para aminorar estos sintomas, se suelen realizan
tratamientos de sustitucién hormonal en los que se administra un farmaco
adecuado para elevar artificialmente los niveles de estrégeno o progesterona.

3.1. Caracteristicas del ensayo
El ensayo tiene las siguientes caracteristicas:
= Monocéntrico
= Abierto

= Se trata de un estudio cruzado replicado con dos tratamientos, dos
secuencias y cuatro periodos (2x2x4)

= Un minimo de 80 voluntarias tendran que completar el estudio, se in-
cluirdan 8 voluntarias mas para garantizar el tamano de muestra minimo.
En total hay 88 voluntarias.

= Habra tres periodos de lavado de dos semanas minimo entre las cuatro
fases del estudio.

= Cada una de las voluntarias seran aleatorizadas para recibir una de
las dos posibles secuencias de administracion del farmaco las cuales
constaran de 44 mujeres cada una.

= Todas las voluntarias que hayan sido aleatorizadas y que completen el
estudio seran evaluadas.



3.2. OBTENCION DE LOS DATOS 31

Como la progesterona es un elemento endégeno en el cuerpo, se traba-
jard con la serie de datos corregidos. Esta correccion se hace de la siguiente
manera para cada voluntaria:

1. Se toman tres muestras de sangre previas a la administracion del farma-
co.

2. Se promedian los datos obtenidos.

3. El promedio anterior, se resta de la serie original de datos de concen-
tracién observados.

3.2. Obtencion de los datos

Los datos primarios constan de las concentraciones plasmaticas de las
voluntarias en diferentes tiempos, especificando la secuencia a la que perte-
necen y el periodo de toma. Con estos datos, se calculé el parametro ABC
por medio del método trapezoidal y se determiné el pardmetro Cp,.. (por
ahora se considera el analisis mencionando sélo el parametro ABC ya que
para Ci,q., el andlisis es andlogo). De tal forma que, cada voluntaria tiene
asociados cuatro parametros correspondientes al ABC, uno por cada toma de
farmaco. Para visualizar un ejemplo, supongamos que la participante i esta en
la secuencia ABAB y la participante j en la secuencia BABA, donde A re-
presenta al farmaco de referencia y B al de prueba. Entonces, las respuestas
correspondientes al parametro ABC de cada una son las siguientes:

Tabla 3.1: Respuestas PK por secuencia
Secuencia | Periodo 1 | Periodo 2 | Periodo 3 | Periodo 4
ABAB Yin Yio1 Yis2 Yiso
BABA Y Yo Y30 Yjao

Para construir los datos que se usaran en el ejemplo del diseno cruzado
de 2x2x2, se define lo siguiente:

» Vi = 1(Yia + Yiao)
= Y = 5(Yig1 + Yiga)

» Vi = 5(Yjm + Yin2)

N |=
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n Vi = 2(Yjar + Yja2)

Donde Y, es la respuesta del sujeto i, en la secuencia k’, en el j-ésimo
periodo. Es decir, se asigna a cada respuesta de farmaco, el promedio de los
valores del parametro de las dos tomas y se conserva la asignacion inicial de
secuencias, es decir, las voluntarias que se encontraban en la secuencia ABAB,
estdn ahora en la secuencia AB (secuencia 1) y las que fueron asignadas
a la secuencia BABA, ahora estdn en BA (secuencia 2), por lo tanto, la
aleatoriedad de la asignacién de las participantes no se altera.

3.3. Analisis grafico

Antes de realizar cualquier prueba estadistica, resulta util observar y ana-
lizar algunas graficas de los datos para visualizar su comportamiento, detectar
datos atipicos, tendencia o la existencia de alguno de los efectos de interés.
Las unidades del parametro ABC son miligramos por hora (mg/hr)

Para apreciar mejor el comportamiento de los datos, se les aplicara la
transformacién logaritmica. Con el fin de mostrar que esta transformacion
es de utilidad, se muestra la grafica del parametro ABC, con y sin transfor-
macién, de cada sujeto en el periodo 1 vs su respuesta en el periodo 2 de la
secuencia 1. Se incluye, ademas, la grafica de la recta identidad que servira de
guia, ver Graficas 3.1 y 3.2.
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Graéfica 3.1: ABC, datos sin transformar

Secuencia 1

Periodo 1

Gréfica 3.2: ABC, datos log-transformados
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En la Gréfica 3.1 los datos sin transformar, es dificil apreciar y describir
el comportamiento de los datos, ya que éstos no se distribuyen de manera
uniforme a lo largo del rango del parametro ABC. En contraste, en la Gréfi-
ca 3.2, se pueden visualizar todos los datos y sus variaciones de una forma
mas clara. Los puntos en la Gréfica 3.2 se encuentran alrededor de la recta,
salvo algunas excepciones, lo cual indica que las respuestas del periodo 1 y
2 son muy parecidas en la secuencia AB. Ademas, el hecho que los puntos
se encuentren dispersos simétricamente alrededor de la recta indica que los
efectos de periodo son iguales.

A partir de ahora y a lo largo del resto del trabajo, los ejemplos se tra-
bajaran con los datos transformados logaritmicamente.

En la Grafica 3.3, se concentran los datos de las dos secuencias juntas,
donde se indica también, el centroide de cada grupo de secuencia. El hecho
que los centroides se encuentren cerca uno de otro es evidencia de igualdad
de efectos de tratamiento e indica que el orden en que se administraron los
farmacos no tiene relevancia en el In(ABC).
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Grafica 3.3: In(ABC)
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El analisis de bioequivalencia por medio de un diseno cruzado, se basa
primordialmente en las diferencias intra-sujeto. Para observar el comporta-
miento de estas diferencias, resulta 1til graficar el In(ABC) de las voluntarias
de una secuencia y diferenciarla por periodo, como se observa en la Grafica
3.4, que concentra los datos de la secuencia 1.

Secuencia 1

|

i
\o

,.
.!

_‘-‘—__________

——
o= —a
— ﬂ
—=

— - er—”/f =
I I

1.0 2.0

Periodo

Gréfica 3.4: Perfiles por sujeto

Se observa que los segmentos que unen el In(ABC) de una participante
en el periodo 1 y el In(ABC) de la misma en el periodo 2, no tienen pen-
dientes pronunciadas, lo cual nos confirma que la variabilidad intra-sujeto es
pequena. Idealmente, los segmentos serian paralelos al eje de las abscisas.
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Resulta util comparar el promedio de la respuesta del farmaco A(B) por
secuencia, es decir, Y11 , Y2, Ya1 v Yas. Los cuales se denotan por 1A,2B,
1B'Y 2A, respectivamente. En la Gréfica 3.5, se muestran estos promedios,
asociando 1A con 2A y 1B con 2B.
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Grafica 3.5: Promedio por periodo y farmaco

Se observa que no existen variaciones significativas de la respuesta prome-
dio del primer periodo respecto al segundo en ambos farmacos, lo cual indica
que es indistinto el periodo y el orden en que se administran los farmacos.
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En la Grafica 3.6, se puede apreciar el comportamiento de los farmacos
de manera individual. Se obtuvo asociando el In(ABC) de la toma del me-
dicamento A (B) de todas las voluntarias. Identificamos la distribucién del
farmaco A con el color rojo (linea continua) y la del farmaco B con el azul
(linea punteada).

En general, no se observan distancias significativas entre las lineas, lo que
significa que la variabilidad intra-sujeto es pequena. Ademas, no se aprecia
alguna tendencia en los datos, esto es evidencia de la ausencia de efectos
de acarreo. Finalmente, en general, el farmaco de referencia, tiene el mismo
comportamiento que el de prueba en cuanto a direccion. Es decir, si entre el
sujeto (i-1) e i, el In(ABC) del farmaco de referencia aumenté (disminuyo),
entonces, el In(ABC) del farmaco de prueba hizo lo mismo. Es decir, los
efectos directos de farmaco son iguales. En un caso ideal, la distribucion del
farmaco de prueba seria idéntica a la del farmaco de referencia.
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Distribucion del In(ABC) de los voluntarios
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Féarmaco B
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T
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Gréfica 3.6: Distribucion del In
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3.4. Analisis estadistico

A continuacion, se presenta el andlisis estadistico de los efectos fijos que
considera el modelo por medio de las pruebas t, considerando los datos transformados.
También, se incluye el célculo de los intervalos de confianza correspondientes
a los efectos fijos.

En la siguiente tabla, se concentran los promedios por secuencia y periodo:

Tabla 3.2: Promedios por secuencia y periodo.

Periodo | Secuencia | Y
1 1 3.0977
2 1 3.1379
1 2 2.9778
2 2 3.0043

En seguida, se calculan los estimadores de cada efecto segin las ecuaciones
(2.6), (2.9) y (2.12):

Tabla 3.3: Estimadores de los efectos.

Efecto Estimador
Acarreo -0.2533
Directo de farmaco 0.0068
Periodo 0.0334

Con el proposito de construir los estadisticos de prueba para cada efecto,
se obtienen los estimadores de las varianzas de la respuesta total por farmaco
(U) y de las diferencias por sujeto (d), definidas en las ecuaciones (2.7) y
(2.10), respectivamente, ver Tabla 3.4

Tabla 3.4: Varianza de U y d.

Varianza | Estimador
ot 5.1713
03 0.0874
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Con esta informacién, se calculan los estadisticos de prueba correspon-
dientes a cada efecto, en la Tabla 3.5, se presentan las hipotesis que se con-
trastan para cada uno , asi como el calculo del estadistico de prueba.

Tabla 3.5: Pruebas de hipétesis para los efectos fijos.

Efecto Hipdtesis Estadistico | Valor p
Acarreo Hy:C=0vs H,:C#0 T.= —0.5099 | 0.6113
Directo de farmaco | Hy: Fx = Fgvs H, : Fyx # Fg | T, =0.1043 | 0.9171
Periodo H() . P1 = PQ VS Ha . P1 7é P2 TO = 0.5104 0.6110

Si se considera un nivel de significancia o = 5% y observando los valores
p de la tabla, no se rechaza la hipdtesis nula de igualdad de efectos en ningiin

caso.

En la Tabla 3.6, se resumen los cédlculos del limite inferior y superior de
los intervalos de confianza para cada efecto. Donde, como se esperaba, todos
contienen a cero, con lo que se refuerza la conclusién de igualdad de efectos

fijos.
Tabla 3.6: Intervalos de confianza para los efectos fijos.
Efecto Limite inferior | Limite superior
Acarreo -1.0798 0.5731
Directo de farmaco -0.1019 0.1156
Periodo -0.0753 0.1421
3.5. Analisis de varianza

En la Tabla 3.7, se resumen los resultados del In(ABC) correspondientes
al andlisis de varianza para las hipdtesis expuestas en la Tabla 3.5:
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Tabla 3.7: Anélisis de varianza

Fuente  de | Grados de | Suma  de | Cuadrado F Valor p
Variacion libertad cuadrados | medio

Inter-sujeto

Acarreo 1 0.6724 0.6724 0.2601 | 0.6114
Residuo 86 222.3544 2.5855 - -
Intra-sujeto

Directo de | 1 0.0019 0.0019 0.0119 | 0.9171
farmaco

Periodo 1 0.0445 0.0445 0.2606 | 0.6110
Residuo 86 14.6831 0.1707 - -

Como todos los valores p son mayores a 0.05, no se rechazan las hipdtesis
nulas de igualdad de efectos.

3.6. Analisis de bioequivalencia promedio

Para verificar si existe bioequivalencia promedio entre los farmacos A y B,
se aplicard el método de aproximacion por intervalos de confianza y después,
se probaran las hipétesis planteadas por Schuirmann (Schuirmann, 1981).

Considerando que Y, = %(37.11 +Yo)y Yp = %(17.12 + Y15), tenemos lo
siguiente:

Yi 30510
Vs | 3.0578
t(0.05.56) | 1.6636

Primero, se construye el intervalo de confianza de 90 % para la diferencia
KB — [A:

oo 1 1
LI =(Yp —Ya) — ta—amni4ns—2)0ay | — + — = —0.1019
ny na

_ I 1
LS]- :(YB + YA) + t(l*a,n1+n272)d—\d - _I_ - = 01156
s N9

(3.1)
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Después, se obtienen los limites correspondientes al intervalo de confianza
B .
ra BE:
para 72

LI
LI, :Y_l 11 =96.6591%

A
e (3.2)
LS, :Y_ +1=103.7879 %

A
Los limites de equivalencia, segtin la regla 420 estan dados por:

n 0 =—0.204 = —0.6102
s 05 =0.2014 = 0.6102

» 51 =80%

s 51 =125%

Como los intervalos de las expresiones (3.1) y (3.2) estdn dentro de
(0r1,00s) y (0r11,0Ls1), respectivamente, se concluye que el farmaco de prue-
ba es bioequivalente en promedio al farmaco de referencia.

Por otro lado, las hipétesis de la prueba doble unilateral son las siguientes:

Hy - BB < 05447 ws H,y - B2 > 05447
[ta o
y (3.3)
UB KB
Hy : — > 18358 ws Hg:— < 1.8358
A 27\

Donde:

= 0.5432 = 070 = exp(Oy1)

= 1.8408 = 0150 = exp(frs)

Los estadisticos de prueba correspondientes estan dados por:
» T =7.0216

s T = —12.8285

Como:
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Trr = 7.0216 > t(0.95,86) = 1.6636

y
Tre = —12.8285 < _t(0.95,86) = —1.6636.

No se rechazan Hy, y Hge, por lo que se concluye bioequivalencia promedio
entre el farmaco A y B.

3.7. Analisis de supuestos

En la Grafica 3.7, se encuentra la gréfica cuantil-cuantil de los residuos
intra-sujeto estudentizados donde no se observan desviaciones significativas
en los datos.

Cuantiles muestrales

| | | | |
B, 1 0 1 2

Cuantiles tedricos

Grafica 3.7: Errores intra-sujeto estudentizados
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Se realizé la prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro-Wilk, 1965) para los erro-
res intra e inter-sujeto estudentizados, cuyos valores p son 0.1204 y 0.0621,
respectivamente. Por lo tanto, no se rechaza la hipdétesis nula de normalidad
para ambos casos.

3.8. Analisis de bioequivalencia usando In(C,,.,)

Como se menciond, los parametros farmacocinéticos que se evalian en
un estudio de bioequivalencia son ABC y C,,.,. Anteriormente, se desa-
rroll6 el andlisis del In(ABC) y ahora se realizard el andlisis para [n(Chu:)
cuyas unidades son miligramos. La Tabla 3.8, corresponde al analisis de va-
rianza para probar que los efectos fijos son iguales.

Tabla 3.8: Andlisis de varianza

Fuente  de | Grados de | Suma  de | Cuadrado F Valor p
Variacién libertad cuadrados medio

Inter-sujeto

Acarreo 1 7.2863 7.2863 2.2724 | 0.1354
Resuduo 86 275.7558 3.2065

Intra-sujeto

Directo de | 1 0.2142 0.2142 0.4142 | 0.5216
farmaco

Periodo 1 0.0048 0.0048 0.0094 | 0.9231
Residuo 86 44.4648 0.5170 - -

En ningin caso se rechaza la hipotesis de igualdad de efectos.
En la Tabla 3.9, se encuentran los calculos de los limites superior e inferior

de los intervalos de confianza para los efectos fijos. Donde, como se esperaba,
cada intervalo contiene a 0.

Tabla 3.9: Intervalos de confianza para los efectos.

Efecto Estimador | Limite inferior | Limite superior

Acarreo -0.4170 -1.711 0.8767
Directo de farmaco 0.1011 -0.1586 0.3608

Periodo -0.0107 -0.2704 0.2489
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Finalmente, se realiza la prueba doble unilateral planteando las siguientes
hipétesis:

Ho - BB < 06808 vs H,y: M2 > 0.6808
2 Ha
Yy (3.4)
UB KB
Hy : — >1.4688 wvs Hgo: — < 1.4688
A Ha

Donde:
0.6808 = (SL[ == GZL'p(QL[)

1.4688 = 15 = exp(frs)
O =02%Yp =0.2%1.9223 = (0.3844

09 =—02%Yp=0.2%1.9223 = —0.3844
Los estadisticos de prueba correspondientes estan dados por:
s T = 3.2682

» 79 = —3.6591

El cuantil 0.95 de una distribucion t con 86 grados de libertad es (g.95,86) =
1.6636. Se tiene que:

T = 3.2682 > t(0.95,86) = 1.6636
y
Trg = —3.6591 < _t(0.95,86) = —1.6636.
Por lo tanto, se rechazan Hy; y Hgs, entonces, concluimos bioequivalencia
promedio entre el farmaco de prueba y de referencia para In(Chuaz)

Estos resultados, son congruentes con los obtenidos para los datos de
In(ABC). Es decir, los farmacos tienen, en promedio, la misma cantidad y
velocidad de absorcién, por lo que se espera que tengan, en promedio, el mis-
mo efecto terapéutico.

En México, las pruebas, procedimientos y reglas para establecer bioequi-
valencia, estdn establecidas en Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-
2013, la cual, se apega a las condiciones establecidas por la FDA y otras
agencias regulatorias.

En el apéndice A, se encuentra el codigo de R empleado para realizar las
graficas y calculos presentados.
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Capitulo 4

Diseno cruzado replicado

Hasta el momento, se han descrito herramientas para concluir bioequiva-
lencia promedio. Sin embargo, como se dijo, mostrar que las distribuciones
de ABC y C),4: de los farmacos A y B tienen la misma media, solo respalda
la eficacia del farmaco de prueba. Para amparar la seguridad y estabilidad
del mismo, es necesario descartar la presencia de la interaccion farmaco-por-
sujeto mencionada en el Capitulo 1 y verificar que las variaciones intra-sujeto
del farmaco de prueba, no sean significativamente diferentes a las del farma-
co de referencia. Para medir estas variaciones, es necesario que los sujetos
ingieran, al menos uno de los farmacos, mas de una vez, es decir, es necesario
un diseno cruzado replicado. Se describira el diseno cruzado de 2x2x4, cuya
estructura se encuentra en la Grafica 4.1, por ser el mas usado en la préctica.

Grafica 4.1: Diseno cruzado replicado de 2x2x4

El modelo general (1.1) se puede usar para describir este diseno:

47
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Yije = p+ St + Pj + Fijpy + Ciim1 ) + €ijie (4.1)
Donde:

» Y, Es la respuesta del i-ésimo sujeto en la k-ésima secuencia durante
el j-ésimo periodo. k =1,2, 5 =1,--- ,4.

= 4 Es la media general.
= S Es el efecto aleatorio del i-ésimo sujeto en la k-ésima secuencia.
» Pj: Es el efecto fijo en el j-ésimo periodoy Py + P, +---+ P, = 0.

» Fijr: Es el efecto directo de farmaco en la k-ésima secuencia cuando
es administrado en el j-ésimo periodo y > F{; ) = 0.

» C(j—1,k): Es el efecto de acarreo del fairmaco que es administrado en el
periodo (j-1) en la secuencia k. Donde Cgry =0y > Cri—1x) = 0.

= ¢;;,: Es el error aleatorio inter-sujeto en la observacion Y.
Se usara la notacion de los efectos fijos de este modelo méas adelante.

Con la finalidad de enfatizar las réplicas por farmaco del diseno, se define
Yijkn como la respuesta farmacocinética del sujeto k en la secuencia i la h-
ésima vez que recibié el farmaco j. Donde:

0 =1,2
= 7 =1,2. El fairmaco de referencia sera el farmaco 1 y el de prueba el 2.
s k= 1, , Ny

= h=1,2

Suponiendo que {Y;;xs} siguen una distribucién normal con media g;;x. ¥
varianza o7, + 0ng i =1,2, 7 =1,2, k=1,--- ,n,

025 es la variabilidad de las respuestas farmacocinéticas entre los suje-
tos, es decir, la variabilidad inter-sujeto. Esta puede ser diferente para cada
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sujeto, sin embargo, se supondra que es la misma para todos. Asi, se deno-
tard a oj,g como o2 para toda i y k. Por otro lado, o7, es la variabilidad
que existe entre las respuestas de las tomas del farmaco j dadas al sujeto k
en la secuencia i, es decir, la variabilidad individual intra-sujeto.

4.1. Analisis de efectos fijos

Por medio del analisis de varianza, se verifica que los efectos de acarreo,
directo de farmaco y periodo son iguales. Las sumas de cuadrados se dividen
de la misma forma que en el andlisis del diseno estandar, es decir:

2 2 2 n;
SCrotar = > > > (Yign — Y..)?

i=1 h=1 j=1 k=1

23D D)) DT ASLEND P B AU P

i=1 h=1 j=1 k=1 i=1 k=1

:SCIntra + SCInter

Donde:

N9 —
= Yio. — Y11..) — (Yoo = Y&
77,1—1-712{( 12 11 ) ( 22 21 )}
n1n9 —
Yio. —Y11..) — (Yo1.. — Y&
n1+n2{( 12 11 ) ( 21 22 )}
2 2 Y2 2 Y2
zk 1] geee
DM PP RCH ZZ 22 5 T,
i=1 h=1 j=1 k=1 i=1 k=1 =1 j=1 i=1

:SODirecto + SOPeriodo + SOResI
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2 n;
SC[nteT :422(5_/;’6 -Y

i=1 k=1
ninsg

n1+n2

{(Yoo. + Yar.) — (Vi + Yia.)}

2
sz

47%
i=1 k=1 =1

:SCAcarreo + SCRESE

La tabla ANOVA, en términos de grados de libertad (GL) y para este
diseno es la siguiente:

Tabla 4.1: ANOVA Para un disefio de 2 x 2 x 4

Fuente de variaciéon Grados de libertad
Inter-sujeto ny+ne —1
Secuencia 1
Residuo ny+ng — 2
Intra-sujeto 3(n1 + ng)
Periodo 3
Farmaco 1
Acarreo 1
Residuo 3(n1 +ng) —5

Las hipdtesis que se contrastan, son esencialmente las mismas que en el
caso del diseno estandar de 2x2x2, la hipdtesis nula es la igualdad de efectos
en todos los periodos y secuencias.

Considerando la notacién del modelo (4.1), las hipdtesis correspondientes
al efecto de acarreo son las siguientes:

HO : C(j—l,k) = C(j’—l,k’) Y (j — 1, k) 7£ (j/ — 1, kl> j = 2,3,4, k= 1, 2.
vs.

H O(j 1,k) ?éO —1,k") p.a (j—l,/{?>§£(j/—1,k/>
(4.2)

En cuanto al efecto directo de farmaco, se tienen las siguientes hipotesis:
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Ho: Figpy = Fyowy ¥V (G,k) # (G )
vs. (4.3)
Ha . F(y,k) 7£ F(j’,k’) p.a (j, ]{) 7£ (j/,k/). j = 1, 2,3,4, k= 1,2

Finalmente, las hipdtesis a contrastar respecto al efecto de periodo, son
las siguientes:

Hy:Pi=PF; ¥ j#7
vS. (4.4)
Hy:P;#P; pa j#j. j=1,---,4
Para probar las hipdtesis (4.2),(4.3) y (4.4), se tienen los siguientes es-
tadisticos de prueba:

Efecto Estadistico

Acarreo F. = CM acarreo/ C Mpesk
Directo de farmaco Fy = CMpirecto/ C MResr

Periodo F, = CMperiodo/ C Mpest

El cuadrado medio (CM), se obtiene dividiendo la suma de cuadrados del
efecto correspondiente entre sus grados de libertad.

Los estadisticos de prueba siguen una distribucién F con (3, 3(ni+ns)—5)
grados de libertad para el efecto de periodo y (1, 3(n; + ny) — 5) grados de
libertad para los efectos directo de farmaco y acarreo.

4.2. Prueba de homogeneidad de varianza

Las hipétesis para probar homogeneidad de la varianza individual intra-
sujeto se pueden plantear de la siguiente forma para el farmaco de referencia:
Ho:ohy, =0pp, YV i k#K, K=1--n;, i=12
vs (4.5)
H,: 0%, #0000, pa i#id k#K, K=1,-n; i=12

Existen dos formas de probar homogeneidad de variabilidad individual intra-
sujeto para la referencia (prueba). La primera es la prueba de Bartlett (Bartlett,
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1959) para homogeneidad de varianza y la segunda es la prueba de Levene,
que es mas adecuada si los datos no tienen distribucién normal. Dado que la
normalidad es uno de los supuestos, es posible aplicar la prueba de Bartlett
cuyo estadistico de prueba es el siguiente:

Donde:

2n1—1
(=51

=1+ 3(n1+1)

2

2 zlk .
=1 k=1

2

" Ok = E Yikn — Yiik.)

Se rechaza Hj a un nivel de significancia « si y solo si:

X02 > X%l—oz,nl—l) (46)

Donde x l—ami—1) €8 el cuantil superior de una distribucién x? con n; — 1
grados de hbertad

4.3. Bioequivalencia promedio

Para concluir bioequivalencia promedio, se debe calcular primero la des-
viacién estdndar intra-sujeto para el farmaco de referencia (S4). Si no se
rechaza la hipdtesis nula de igualdad de varianzas del conjunto de hipdtesis
(4.5), es posible calcular la variabilidad intra-sujeto para ambos farmacos
definiendo las siguientes variables:

» Fijr = Yijr — Yie

n;
_ k=1

ng
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La variabilidad intra-sujeto del parametro ABC del farmaco de referencia
(prueba) estda dado por la siguiente relacién:

>, i(ﬂjk~ — Fy.)?

2 i=1 k=1
= 4.
S’”" 2(n1 + ng — 2) ( 7)

Como S.;.. es la variabilidad intra-sujeto del parametro ABC del farmaco
de referencia, se denotara por S4, asi como S... se denotard por Spg.

Si Sa4 < 0.294, se usa la prueba doble unilateral descrita previamente
para concluir bioequivalencia promedio. De lo contrario, si S4 > 0.294 se
usa el método de referencia escalada para concluir bioequivalencia promedio
(FDA, 2000), en este caso, se determina que el fairmaco de referencia es de
alta variabilidad.

El método de referencia escalada para concluir bioequivalencia promedio,
toma en cuenta la diferencia de los farmacos y la variabilidad intra-sujeto del
farmaco de referencia para parametro ABC. Para concluir bioequivalencia
promedio por este método se deben cumplir las siguientes condiciones al
mismo tiempo:

» El limite superior del intervalo de 95% de confianza (LS.), debe ser
menor a cero.

= El cociente % debe estar contenido en el intervalo (0.80,1.25)

Donde:
LS, = (YB — YA)2 — 0531 (4.8)

Donde:

N 1 N 1
] YA = 2(n1+n2)Y1” y YB = 2(n1+n2)Y2”

= 0, es una constante que corresponde al limite de bioequivalencia esca-
lada, dado por (L22)2

oWwo

= oy es el limite regulatorio igual a 0.25 .
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4.4. Equivalencia en variabilidad intra-sujeto

Como se mencioné al inicio del capitulo, es importante verificar que el
comportamiento de la variabilidad intra-sujeto del farmaco de prueba, es
muy similar al de la variabilidad del farmaco de referencia. Se desea que el
farmaco de prueba se comporte casi igual al de referencia, ya que el iltimo
ha probado su eficacia, estabilidad y seguridad.

Las hipoétesis que se plantean para establecer equivalencia en variabilidad
intra-sujeto (Liu y Chow, 1995), son las siguientes:

Hy:0%=0% wvs H,:0%# 0%

Se rechaza Hy con el criterio del valor p, usando como valor critico la
2

, S . e
razén o#, que tiene distribucién F con (ny + ng — 1,n1 + ny — 1) grados de
A

libertad. Donde S4 y Sg, se obtienen usando la ecuacién (4.7).

4.5. Bioequivalencia individual

Bajo supuestos de normalidad y con base en la prueba de razones de bio-
equivalencia individual sugerida por Anderson y Hauck (Anderson y Hauck,
1990), se puede construir la prueba doble unilateral para verificar si existe
bioequivalencia individual.

Sea Xijk,, la media de la respuesta del sujeto k en la secuencia i cuando
tom¢ el formaco j, en la escala original y Y, la media geométrica para los
datos log-transformados. También, se define:

Pr =P[R; < X;p1./ Xiar. < Rs]
=P|[LI < Y;pp. — Yiar. < LS|

Donde:
» LS =log(Rgs), representa el limite superior de equivalencia.
» LI =log(Ry), representa el limite inferior de equivalencia.

De tal forma que, las hipétesis a probar son las siguientes:
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Hy: Py < PPM
vs. (4.9)
H,: P > PPM

Donde, PPM es la Proporcion de Poblaciéon Minima en la cual los farmacos
deben ser equivalentes.

Se supondra que la proporcién maxima de poblacién que esta por arriba
de LS es la misma que existe por debajo de LI, la cual denotamos por P.
Entonces, las hipétesis (4.9) son equivalentes a las siguientes:

Hy, - El p—ésimo cuantil inferior < LI
vs.
H,, : El p—ésimo cuantil inferior > LI
Yy (4.10)
Hyy : El p—ésimo cuantil superior > LS
vs.

H.,y: El p—ésimo cuantil superior < LS

Las hipdtesis (4.10) expresan que, si el p-ésimo cuantil inferior de la dis-

tribucién de (Y;pk, — Yiaxr.) es mayor que el limite inferior de equivalencia LI
y el p-ésimo cuantil superior de la distribucion de (YZ’Bk. -Y; Ak.) €S menor
que el limite superior de equivalencia LS, entonces, la proporcién de pobla-
cién contenida entre LI y LS es, al menos, PPM. Si LS = —LI y P < 0.5,
se pueden usar los estadisticos de prueba de la prueba doble unilateral pa-
ra concluir bioequivalencia promedio T7; v Trs expresados en la ecuacion
(2.17). Sin embargo, Tr; v TLs tienen, en este caso, una distribucién t no

central con (n; + ny — 2) grados de libertad y pardmetro de no centralidad

NC dado por:
2
NC =, ,|=———xZ(p
\/%Jr% (p)

Donde Z(p) es el p-ésimo cuantil superior de una distribucién normal esténdar.
Por lo tanto, se rechaza Hy;, v Hoy si y solo si:

Trr > ta—a,NCmi4na—2) ¥ 115 < —t(1—a,NCni+na—2)

Es importante observar que si P = 0.5, se esta realizando la prueba
doble unilateral para probar bioequivalencia promedio. Es decir, la region
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de rechazo de la bioequivalencia promedio, estd contenida en la regién de la
bioequivalencia individual. Por lo tanto, bioequivalencia individual, implica
bioequivalencia promedio.



Capitulo 5

Caso practico

Se retoma el caso real descrito en la Seccién 3.1. El objetivo es verificar

que el parametro ABC obtenido de las voluntarias que tomaron un farmaco
de sustitucion hormonal que funge como referencia, no es significativamente
diferente a las respuestas de las mismas voluntarias al tomar el farmaco mo-
dificado en un excipiente, que es el medicamento de prueba.
Se cuenta con 88 mujeres que toman el farmaco en cuatro periodos, entre los
cuales se tiene un periodo de lavado de al menos dos semanas. Las participan-
tes son asignadas aleatoriamente a una de dos secuencias, ABAB (secuencia
1) o BABA (secuencia 2).

5.1. Analisis estadistico para In(ABC)

5.1.1. Analisis grafico

A continuacién se realiza el analisis grafico para tener una primera pers-
pectiva de los datos y visualizar su comportamiento en busca de tenden-
cias, detectar datos atipicos o presencia de la interaccion farmaco-por-sujeto.
Los datos que se presentan, estan transformados logaritmicamente.

En la distribucién del In(ABC) de los farmacos (ver Grafica 5.1), Cada
sujeto tiene asociados 4 puntos en el eje de las ordenadas correspondientes a
la primera toma del farmaco A (A1), la segunda toma del farmaco A (A2),
la primera toma del farmaco B (B1) y la segunda toma del farmaco B (B2).
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ABC) por farmaco

Sujeto

Gréfica 5.1: Distribucion del In(
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En general, no existen distancias significativas entre los puntos ya que
tienen la misma direccién, es decir, todos bajan o suben dentro del mismo
sujeto, lo que significa que no existen efectos de periodo e indica ausencia de
la interacciéon farmaco-por-sujeto. Los datos no muestran tendencia alguna,
lo cual es evidencia de la ausencia de efectos de acarreo y se debe a que el
periodo de lavado indicado en el ensayo fue suficientemente largo.

En la Gréfica 5.2, se observa el comportamiento del In(ABC) a lo largo
de los periodos de la secuencia 2. Es decir, la distribucién del In(ABC) por
sujeto.

Perfiles por sujeto de la secuencia BABA

IN(ABC)

Periodo
Gréfica 5.2: Distribucion del In(ABC) por voluntario

En general, no existe alguna tendencia de las lineas, lo que indica que los
efectos de farmaco son iguales. Se observa que no existen cambios pronun-
ciados en las lineas de un periodo a otro, es decir, la variabilidad intra-sujeto
es pequena.

Finalmente, se grafican los promedios por periodo, farmaco y secuencia,
asociando los promedios por farmaco. Donde:

» Aij: Promedio del In(ABC) de la i-ésima toma del farmaco A, en la
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secuencia j.

» Bij: Promedio del In(ABC) de la i-ésima toma del farmaco B, en la
secuencia j.

3.2

INfABC) Promedio
28
|

25

B12

24

| | | | | | |
1.0 § 5 2.0 2.5 3.0 35 4.0

Periodo

Grafica 5.3: Promedios por periodo y farmaco

Los promedios son muy parecidos, lo cual es favorable para el andlisis
ya que muestra indicios de equivalencia. Por otro lado, los promedios de las
segundas tomas son mayores, segun la literatura, este es un efecto comiin en
estos estudios y se atribuye a efectos biolégicos.
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5.1.2. Analisis estadistico

A continuacion, se presenta la tabla ANOVA que contrasta las hipdtesis
planteadas en las hipdtesis (4.2), (4.3) y (4.4) respecto a la homogeneidad de
efectos fijos, ver Tabla 5.1

Tabla 5.1: Anélisis de varianza

Fuente  de | Grados de | Suma  de | Cuadrado F valor p
Variacion libertad cuadrados | medio

Inter-sujeto | 87

Acarreo 1 0.4758 0.4758 0.0966 | 0.7568
Residuo 86 409.0294 4.9280 - -
Intra-sujeto | 264

Directo de | 1 0.0293 0.0293 0.0749 | 0.7849
farmaco

Periodo 3 0.2818 0.0934 0.2392 | 0.6661
Residuo 259 98.1003 0.3971 - -

Como todos los valores p son mayores a 0.05, entonces, no se rechaza la
hipotesis nula de igualdad de efectos para todos los efectos fijos.

Una vez que se ha concluido que los efectos fijos no presentan diferencias
significativas, se analiza si existe bioequivalencia promedio entre los farmacos.
La herramienta de este andlisis es la variabilidad intra-sujeto del farmaco de
referencia, por lo tanto, se verifica primero que exista homogeneidad de esta
variabilidad entre todas las participantes por medio de la prueba de Bartlett.
Las hipétesis de homogeneidad son:

Hy: 0%, =02, para todo i#i k#k; K=1,---44, i=1,2
vs
H,: 0%, #00w., para alguna i#i k#kK; K=1,---44, i=1,2.

Estadistico de prueba:

2 n;
Lo52 1 SZ
xX2=_1 In(Zaky = — In(—=2k_) = 58.82
F= =022 ) = ~Tgas 2= 2 (G000

i=1 k=1 ’ i=1 k=1
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X2 tiene distribucién X%43)' Si a = 0.05 es el nivel de significancia de la
prueba, el cuantil 0.95 de esta distribucion es wgg5 = 59.3035, por lo tanto,
no se rechaza la hipétesis nula de homogeneidad de varianza para el farma-
co de referencia. La prueba para el farmaco de prueba, tiene un valor p de
0.0545, por lo tanto, no se rechaza la hipdtesis nula de homogeneidad de va-
rianza para el farmaco de prueba.

Como no se rechaza la hipotesis nula de homogeneidad de varianza, se

puede obtener el estimador de la variabilidad intra-sujeto para los farmacos
de referencia y prueba.

2
EE zlk_zl
2 _ 1=1 k=

S
A 2(77/1 + no — 2)
1 44
=15 ((Fiir. — 0.0697)% 4+ (Faip. — 0.0727)%)
k=1
=0.3978
y
2 n;

Z Z(lek - }?il--)2

g2 =1 k=1

B 2(711 + ng — 2)
1 44
=15 ((Fiig. — 0.3581)% + (Fyyy. — 0.0415)?)
k=1
—=0.4721

Por lo tanto S, = 0.6307. Como la desviacién estandar intra-sujeto del
farmaco de referencia es mayor a 0.294, se aplicard el método de referen-
cia escalada para analizar bioequivalencia promedio. Para ello, se construye
el limite superior del intervalo de 95% de confianza para la diferencia de
promedios (Y — Yy). Utilizando la ecuacién (4.8):

In(1.25) ,
0.25 ))

LS, = (Vg — V4)? — 052 =(2.9522 — 2.9681)> — ((
— —0.3167

% 0.3978)
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El limite superior del intervalo es menor que cero. Por lo tanto, se cumple
la primera condicién para establecer bioequivalencia.

Por otro lado, el cociente g—ﬁ = 0.9946, estd contenido en el intervalo
(0.80,1.25). Como se cumplen las condiciones establecidas, concluimos bio-

equivalencia promedio entre el farmaco de referencia y de prueba.

Hasta el mometo, se sabe que la distribucién del In(ABC) del farmaco de
prueba, tiene la misma media que la distribucién del In(ABC) del farmaco de
referencia. Es decir, los farmacos tienen, en promedio, la misma absorcion,
por lo que se espera la misma eficacia en ambos.

Para sustentar la seguridad y eficacia del farmaco de prueba, se debe mos-
trar equivalencia en variabilidad intra-sujeto. Las hipdtesis para establecer
este hecho son:

Hy:0%=0% ws H,:0%+# 0%

2
El estadistico de prueba esta dado por g—g = gég% = 1.2015 que tiene

distribucién F con (87,87) grados de libertad. El valor p correspondiente
a esta prueba es 0.1968, por lo tanto no se rechaza la hipotesis nula de
equivalencia en variabilidad intra-sujeto.

Finalmente, se verificara si existe bioequivalencia individual para descar-
tar la interaccion farmaco-por-sujeto. Las hipdtesis a contrastar en términos
de la distribucién de Y;pp — Y;ax., son las siguientes:

Hy, : El p—ésimo cuantil inferior < LI
vs.
H,;: El p—ésimo cuantil inferior > LI
y (5.1)
Hyy : El p—ésimo cuantil superior > LS
vs.

H.,;: El p—ésimo cuantil superior < LS

Los estadisticos de prueba para estas hipdtesis son los mismos que los de
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la prueba doble unilateral, es decir:

(Y/Ya) = os

TLI - A 1 1
Td\/7r T3,
Yy
7o Vs/Ya) b

o 1 1
Ta\/ i T

Que tienen distribucién t-student no central con (86) grados de libertad
y parametro de no centralidad 0.4994. Se tomaran las siguientes considera-
ciones para llevar a cabo esta prueba:

p 0.47
Ya 2.9681
Z(0.47) 0.0753
0d 0.5289
1(0.95,0.4994,86) | 2-1740

Para determinar los limites inferior y superior, se toma en cuenta la regla
420, entonces:

s LS =29681%0.2=0.5936

s L] =29681x%—0.2=—-0.5936

» i = exp(LS) = 1.8105

» Orr = exp(LI) = 0.5523

Finalmente, se obtienen T7; y T1s de la siguinte manera:

~ 0.9958 — 0.5523

T — —3.931
= 0.1128 3.9317 (5.2)
0.9958 — 1.8105 '
Tig = — _7.922
LS 0.1128 7.2225

Como 3.9317 > 2.1740 y —7.2225 < —2.1740, se rechazan Hyy, y Hyy, por
lo tanto, se garantiza la bioequivalencia individual.

Por lo tanto, los farmacos son bioequivalentes, con base en el parametro

ABC.
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5.2. Analisis de supuestos

En la Gréfica 5.4, se encuentran los residuos intra-sujeto estudentizados,
graficados en papel normal. Donde no se observan desviaciones significativas
en los datos.

Cuantiles muestrales
0

Cuantiles teoricos

Graéfica 5.4: Errores intra-sujeto estudentizados

Se realizé la prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro-Wilk, 1965) para los errores
intra e inter-sujeto estudentizados, cuyos valores p son 0.5318 y 0.08327,
respectivamente. Por lo tanto, no se rechaza la hipétesis nula de normalidad
para ambos casos.
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Anédlisis estadistico para [n(C),.,)

Es importante verificar bioequivalencia entre los farmacos usando los
datos del nivel de concentracién méaximo alcanzado por cada participante
(Crnaz), para determinar que los farmacos se absorben a la misma velocidad.
Como se menciond, el razonamiento y procedimiento para concluir bioequi-
valencia usando (C,q.) es idéntico al empleado para ABC, por lo que solo se
presentan los resultados. Se trabajara con los datos log-transformados.

La Tabla 5.2 es la tabla ANOVA correspondiente a los efectos fijos. De
manera simple, se prueba:

Hy:Todos los efectos son iguales

VS.

H,:Algtn efecto es distinto.

Como todos los valores p de la tabla son mayores a la significancia o = 0.05,
se concluye que los efectos fijos son iguales.

Tabla 5.2: Andlisis de varianza

Fuente  de | Grados de | Suma  de | Cuadrado F Valor p
Variacién libertad cuadrados medio

Inter-sujeto | 87

Acarreo 1 1.3702 1.3702 0.2229 0.638
Resuduo 86 510.1937 6.1469 - -
Intra-sujeto | 264

Directo de | 1 0.000002 0.000002 0.000003 | 0.9961
farmaco

Periodo 3 0.006 0.002 0.0023 0.9615
Residuo 259 218.7232 0.8679 - -

A continuacion, se realiza la prueba de Bartlett para comprobar que todas
las varianzas intra-sujeto del farmaco de referencia son iguales. Se tiene el
siguiente estadistico de prueba:

S2
X2 = _% > In( égk) = _1.01146 > In(

X2, tiene distribucién X?44)- Si a = 0.05 es el nivel de significancia de la
prueba, el cuantil 0.95 de esta distribucion es wg g5 = 59.3035, no se rechaza

SPak
0.6817

) = 50.3606
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la hipétesis nula de homogeneidad de varianza. Para el farmaco de prueba, el
valor p es 0.7831. Por lo tanto se puede calcular la variabilidad intra-sujeto
para los farmaco de referencia y prueba.

2(711 + ng — 2)
1 44
=15 ((Fiig. — 0.0813)% + (Fyyp. — 0.2209)?)
=1
=0.7150

B 2(”1 + ng — 2)
1 44
=13 ((Fiip. — 0.5515)% + (Fhip. — 0.0814)%)
=1
=0.9613

Como S, = 0.8455 > 0.294, se aplicard el método de referencia escalada
para concluir bioequivalencia promedio. Se tiene que:

» LS. =-0.6672<0

= 0.80 < Y& =1.0002 < 1.25
A

Por lo tanto, concluimos bioequivalencia promedio entre el farmaco de
referencia y de prueba. Es decir, los farmacos tienen, en promedio, la misma
velocidad de absorcién.

A continuacién, se verifica que la variabilidad intra-sujeto del farmaco de
prueba no difiere significativamente de la variabilidad intra-sujeto del farmaco
de referencia. Es decir:

Hy:0%4=0% ws H,:0%# 0%
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2
El estadistico de prueba estda dado por g—g = 8:?%3 = 1.3444 que tiene

distribucién F con (87,87) grados de libertad. El valor p correspondiente a
esta prueba es 0.0847, por lo tanto no se rechaza la hipétesis nula de equiva-
lencia en variabilidad intra-sujeto.

Finalmente, se verificara si existe bioequivalencia individual para descar-
tar la interaccion farmaco-por-sujeto.

Los estadisticos de prueba para estas hipdtesis son los mismos que los de
la prueba doble unilateral, es decir:

YB/?A) - 6L11

~ 1 1
9d ni ng

TLI :<

()
(Yg/Ya) — 151

~ /1 1
7d n1+n2

Que tienen distribucién t-student no central con (86) grados de libertad
y parametro de no centralidad 0.4994. Donde:

Trs =

p 0.47

Y 1.7824
Z(p) 0.0753

04 0.6214
1(0.95,0.4994,86) | 2-1740

Para determinar los limites de equivalencia inferior y superior, se toma
en cuenta la regla £20, entonces:

LS =1.7882 % 0.2 = 0.3564

LI =1.7882 % —0.2 = —0.3564

" Or52 = exp(LS) = 1.4283

» p0 = exp(LI) =0.7001
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Finalmente, se obtienen T7; v T1g de la siguinte manera:

1.0002 — 0.7001
T, = 0002 — 0.700 _ 99785

1.0002 — 1.4283
Trg = — 321
LS 0.1325 3.2173

Como 2.2785 > 2.1740 y —3.2173 < —2.1740, se rechazan Hy;, y Hyy, por
lo tanto, se garantiza la bioequivalencia individual.

Se concluye equivalencia terapéutica y por lo tanto intercambiabilidad
entre el farmaco de prueba y de referencia.

En el apéndice B, se encuentra el cédigo de R empleado para realizar las
graficas y cédlculos expuestos.
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Capitulo 6

Conclusiones

Una vez explicada la teoria y la aplicacién del diseno cruzado, se llego a
las siguientes conclusiones:

= Los estudios de bioequivalencia, permiten verificar que la cantidad y
velocidad de absorcion de un farmaco genérico no difieren de forma
significativa con los mismos parametros de uno de referencia y tienen
la finalidad de garantizar la calidad y seguridad de todos los farmacos
existentes en el mercado, asi como disminuir los precios de los mismos.

= Como es practicamente imposible que los farmacos muestren exacta-
mente la misma biodisponibilidad, se acepta que existan variaciones
clinicas entre ellos, las cuales no comprometen la seguridad y eficacia
esperada del farmaco de prueba.

» Los parametros farmacocinéticos que se deben analizar para evaluar
bioequivalencia, son ABC y Cmax, que ofrecen informacién sobre la
cantidad y velocidad de absorcion del farmaco, respectivamente.

= Los estudios de bioequivalencia, requieren de un diseno que permi-
ta minimizar la variabilidad bioldgica entre los sujetos y permita una
comparacion intra-sujetos, por lo que el diseno cruzado, resulta ser la
mejor opcion para evaluar bioequivalencia.

= Por medio del diseno cruzado estandar de 2x2x2, es posible verificar
igualdad de efectos, construir intervalos de confianza y estimadores
para ellos, asi como evaluar bioequivalencia promedio. Sin embargo, no
es posible estimar la variabilidad intra-sujeto de cada farmaco.

71
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» Kl disenio cruzado replicado de 2x2x4, es la version en medidas repetidas
del diseno cruzado estandar. Este diseno, permite obtener estimadores
de la variabilidad intra-sujeto para ambos farmacos y con ello, evaluar
homogeneidad de varianza, equivalencia en variabilidad intra-sujeto y
bioequivalencia individual, la cual implica la bioequivalencia promedio.

= Si por alguna razon, no se cuenta con la informacién de los ultimos
periodos, se puede seguir adelante con la investigacion analizando el
diseno estandar, o en su caso, el disenno de Balaam.

Las siguientes conclusiones respecto al andlisis grafico, son aplicables tan-
to para el caso practico presentado para el diseno estandar de 2x2x2, como
para el replicado de 2x2x4.

» No existe efecto de acarreo.

s El efecto de periodo es igual para cada toma, asi como el efecto directo
de farmaco.

s No existen interacciones entre efectos.
= No existe gran variacién entre los promedios por periodo y farmaco.

= Los perfiles por sujeto no presentan pendientes pronunciadas entre cada
toma.

Respecto al ANOVA para efectos fijos y el analisis de bioequivalencia pro-
medio, las siguientes conclusiones son aplicables tanto para el caso practico
presentado para el diseno estandar de 2x2x2, como para el replicado de 2x2x4.

= Como todos los valores p son mayores a 0.05, entonces no se rechaza la
hipdtesis nula de igualdad de efectos para todos los efectos fijos.

= Las variables consideradas en el modelo, aportan siempre la misma in-
formacion a los parametros ABC y C,,,4, v los resumen adecuadamente.

= Se concluye bioequivalencia promedio para los parametros de interés,
ABC y Chaz, por lo que, ambos farmacos tienen, en promedio, la misma
cantidad y velocidad de absorcion. Por ello, se espera que el farmaco de
prueba, tenga la misma eficacia que el de referencia en una poblacién.
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El diseno cruzado replicado, permite sacar conclusiones adicionales:

» La varianza intra-sujeto de cada farmaco es la misma para cada una
de las voluntarias, indistinto de la secuencia. Lo cual indica que, la
cantidad y velocidad de absorcion del farmaco de prueba, varian dentro
de un margen fijo.

= Dado lo anterior, es posible calcular la variabilidad intra-sujeto de los
farmacos de referencia y de prueba.

= Los farmacos tiene la misma variabilidad intra-sujeto. Por lo que, la
cantidad y velocidad de absorcion del farmaco de prueba, varia en la
misma medida que el farmaco de referencia. Por lo tanto, se espera que
el farmaco de prueba, cause los mismos efectos terapéuticos y adversos
que el de referencia, en una poblacién.

= Se concluye bioequivalencia individual entre los farmacos, considerando
los parametros ABC y C),.2, por lo tanto, se espera que el farmaco
de prueba, cause los mismos efectos terapéuticos y adversos que el de
referencia, en cada individuo.

= Se espera que el farmaco de prueba sea tan eficaz y seguro como el de
referencia, lo cual se esperaba ya que el cambio solo fue en el excipiente
del farmaco y la empresa y procesos de produccién son los mismos.
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Capitulo 7
Discusion

El hecho de poder mostrar que un farmaco genérico es intercambiable con
uno innovador, representa ventajas para las empresas farmacéuticas y para la
poblacién en general. Las primeras, disminuyen sus costos de produccion al
evitar las pruebas de seguridad y eficacia por las que atraviesan los farmacos
innovadores y la poblaciéon obtiene alternativas farmacéuticas de calidad a
un menor precio.

En ese contexto, el diseno cruzado y su andlisis aplicado a estudios de bio-
equivalencia, resulta muy t1til ya que permite estudiar las variaciones entre
los farmacos, minimizando la variabilidad proveniente de la diferencia entre
sujetos. En este trabajo, se presento el anélisis del diseno cruzado estandar de
2x2x2, por ser el mas utilizado, y su versién en medidas repetidas, el diseno
cruzado replicado de 2x2x4.

La importancia del analisis de estos estudios estriba en que, los usuarios
finales de los farmacos genéricos, son seres humanos, por lo que cualquier fa-
lla cientifica o ética, puede repercutir de manera grave en la salud y bienestar
de las personas.

La FDA estima que el 10 % de los farmacos sometidos a estudios de bio-
equivalencia, son altamente variables, ademas, se observaron algunos casos
en los que no se logré establecer bioequivalencia entre un farmaco de alta
variabilidad y él mismo, bajo las condiciones estandar de diseno y tamano
de muestra. Por ello, estos farmacos requieren modificaciones analiticas, que
tome en cuenta la variabilidad intra-sujeto, lo cual ha sido tema de amplia

5
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discusion entre la comunidad cientifica.

Existen alternativas metodoldgicas para lidiar con esta dificultad como
aumentar el tamano de muestra, manteniendo los limites de equivalencia
estandar (80,125). Sin embargo, estos aumentos son notables y se considera
que no son adecuados, ya que se pone en riesgo la seguridad de algunos par-
ticipantes debido a la alta variabilidad.

Las alternativas mas adecuadas comprenden, expandir los limites de equi-
valencia por medio de métodos escalados. El método de escalamiento que se
abordd en el caso practico, es uno de los multiples que se han propuesto.
Estos métodos, permiten disminuir el tamano de muestra necesario para es-
tablecer bioequivalencia.

En cuanto a diseno, se recomienda usar un diseno cruzado replicado de
2x3x3, con secuencias BAA, ABA y AAB. Este disefio permite calcular uni-
camente la variabilidad intra-sujeto del farmaco de referencia, sin embargo,
esto no representa una desventaja ya que los métodos propuestos no requieren
el célculo del estimador de la varianza intra-sujeto del farmaco de prueba.
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Apéndice A

Cddigo para el diseno cruzado
de 2x2x2

BD_BA <- read.csv("BD_BA.csv", sep=";",header=T)
attach(BD_BA)

BD_AB <- read.csv("BD_AB.csv", sep=";",header=T)
attach(BD_AB)

BD_2x2 <- read.csv("parametros.csv", sep=";",header=T)

attach(BD_2x2)

##Grafica del ABC de la secuencia 1

plot (P1_AB,P2_AB, main="Secuencia 1", xlab="Periodo 1", ylab="Periodo 2",pch="#*", cex=1.5)
abline(0,1)

##Grafica del 1n(ABC) de la secuencia 1

plot(P1_Abl,P2_Abl, main="Secuencia 1",xlim=c(1,6),ylim=c(1,6), xlab="Periodo 1",
ylab="Periodo 2",pch="x*",6cex=1.5)

abline(0,1)

##Calculo de los centroides
prom_1A=sum(P1_Abl) /44
prom_1B=sum(P2_Abl) /44
prom_2B=sum(P1_Bal) /40
prom_2A=sum(P2_Bal) /40

##Grafica del ABC, incluyendo centroides de ambas secuencias

plot(P1_Abl,P2_Abl, main="1n(ABC) de todos los voluntarios", xlim=c(1,6),ylim=c(1,6),
xlab="Periodo 1", ylab="Periodo 2",pch=1,cex=1.5,col="red")

for (i in 1:88){

points(P1_Bal[i],P2_Bal[i],col="blue",pch=0)}
points(prom_1A,prom_1iB,col="red",pch=16,cex=2.5)
points(prom_2A,prom_2B,col="blue",pch=15,cex=2.5)

legend(4.5, 2, legend=c("Secuencia 1", "Secuencia 2"), col=c("red", "blue"), pch=c(1,0))

##Distribuciones por farmaco

plot(Voluntario,ABC,main="Distribucion del 1n(ABC) de los voluntarios",xlab="Sujeto",
ylab="1n(ABC)",pch="x",

ylim=c(0,6) ,x1im=c(0,89))
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for (i in 1:176){

if (i%2==1){
lines(c(Voluntario[i],Voluntario[i+2]),c(ABC[i],ABC[i+2]),col="red",pch=8,type="b",1ty=2)2}
else{}

}

for (i in 1:176){

if (i%%2==0){
lines(c(Voluntario[i],Voluntario[i+2]),c(ABC[i],ABC[i+2]),col="blue",pch=2,type="b")}
else{}

}

legend (60, 0.8, legend=c("Farmaco B", "Farmaco A"), col=c( "blue","red"), lty=1:2)

##Distribuciones por sujeto de la secuencia 1

plot (PerAB,AULAB,xlab="Periodo",ylab="1n(ABC)",main="Secuencia 1")
for(j in 1:87){

if (j%%2!=0){lines(c(AULAB[j],AULAB[j+11))}

}

##Promedios por secuencia
plot(c(1,2),c(prom_1A,prom_2A),ylim=c(2.9,3.2),pch=10,x1lab="Periodo",ylab="1n(ABC) _Promedio")
points(1,prom_2B,pch=10)

points(2,prom_1B,pch=10)

lines(c(1,2),c(prom_1A,prom_24))

lines(c(1,2),c(prom_2B,prom_1B))

text(1.03,0.005+prom_1A,"1A")

text(1.99,0.008+prom_1B,"1B")

text (1.03,0. 001+prom_2B, "2B")

text(1.99,0.01+prom_24A,"2A")

nil=length(Voluntario_AB)/2
n2=length(Voluntario_BA)/2

#Promedios por secuencia y periodo;
avg=matrix(0,2,2)
avg[1,1]=mean(dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 1, 5])
avg[2,1]=mean(dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 2, 5])
avg[1,2]=mean(dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 1, 5])
avg[2,2]=mean(dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 2, 5])

#Respuesta total

Uil=dat_AB[dat_AB$Periodo_AB 1,1[5] + dat_AB[dat_AB$Periodo_AB
Ui2=dat_BA[dat_BA$Periodo_BA 1,1[5] + dat_BA[dat_BA$Periodo_BA =
Ul_avg=sum(Uil)/n1

U2_avg=sum(Ui2) /n2

sigma_u=(sum((Uil-Ul_avg) ~2)+sum((Ui2-U2_avg) "2))/(n1+n2-2)

1]
]
]
]
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o
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#Diferencia de respuestas

dil=(dat_AB[dat_AB$Periodo_AB 2,1[5] - dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 1,]1[5])/2
di2=(dat_BA[dat_BA$Periodo_BA 2,]1[5] - dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 1,]1[5])/2
d1l_avg=sum(dil)/n1

d2_avg=sum(di2)/n2

sigma_d=(sum((dil-d1_avg) "2)+sum((di2-d2_avg)~2))/(n1+n2-2)

sigma_d
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efectos=matrix(0,3,4)
rownames (efectos)=c("Acarreo","Farmaco","Periodo")
colnames (efectos)=c("Estimador", "IC_LS","IC_LI","Estadistico")

#Estimadores
efectos[1,1]=avg[1,2]+avg[2,2]-(avg[1l,1]+avg[2,1])
efectos[2,1]1=((avg[2,1]-avg[1,1])-(avg[2,2] -avg[1,2]))/2
efectos[3,1]1=((avg[2,1]-avg[1,1])-(avgl1,2]-avg[2,2]))/2
efectos[1,1]

#IC

t_0=qt(0.95, n1+n2-2, 0, lower.tail = T, log.p = F)
efectos[1,2]=efectos[1,1]+t_O*sqrt(sigma_u*((1/n1)+(1/n2)))
efectos[1,3]=efectos[1,1]-t_Oxsqrt(sigma_u*((1/n1)+(1/n2)))
efectos[2,2]=efectos[2,1]+t_O*sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2)))
efectos[2,3]=efectos[2,1]-t_O*sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2)))
efectos[3,2]=efectos[3,1]+t_O*sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2)))
efectos[3,3]=efectos[3,1]-t_O*sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2)))
#Estadisticos de prueba
efectos[1,4]=efectos[1,1]/sqrt(sigma_u*((1/n1)+(1/n2)))
efectos[2,4]=efectos[2,1]/sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2)))
efectos[3,4]=efectos[3,1]/sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2)))

#ANOVA
Y..._avg=mean(ABC)

SC_total=sum((ABC-Y..._avg)~2)

SC_total
Yi.1l=dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 1,][5]+dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 2,][5]
Yi.2=dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 1,][5]+dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 2,][5]
..1=sum(Yi.1)
.. 2=sum(Y¥i.2)

.11=sum(dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 1,]
.21=sum(dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 2,][5])
.12=sum(dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 1,]
.22=sum(dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 2,]
Yi.1l avg=Yi.1/2

Yi.2_avg=Yi.2/2

.11_avg=Y.11/n1

.21_avg=Y.21/n1

.12_avg=Y.12/n2

.22_avg=Y.22/n2
..1_avg=sum(Yi.1)/(2%n1)
..2_avg=sum(Yi.2)/(2%n2)

<o ]

<o

SC_intra=sum((dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 1,][5]-Yi.1_avg)~"2)+sum((dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 2,][5]-Yi.1_avg)~2)+
sum( (dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 1,][5]-Yi.2_avg) "2)+sum((dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 2,][5]-Yi.2_avg)~2)
SC_entre=2*(sum((Yi.1_avg-Y..._avg) "2)+sum((Yi.2_avg-Y..._avg)"2))
SC_acarreo=(2*n1*n2/(n1+n2))*(((avgl[1,2]+avg[2,2])-(avg[l,1]l+avg[2,1]))"2)
SC_errorE=(sum(Yi.1"2)/2+sum(¥i.2"2)/2)-(Y..172/(2*n1)+Y..272/(2*n2))

CM_resI=

SC_farmaco=(n1*n2/(2x(n1+n2)))*(((avg[2,1]-avg[1,1])-(avg[2,2] -avg[1,2])) ~2)
SC_periodo=(n1*n2/(2x(n1+n2)))*(((avg[2,1]-avg[1,1])-(avgl[1,2]-avg[2,2]))"2)
SC_errorI=sum(ABC"2)-((sum(Yi.172)/2+sum(Yi.272)/2))-(((Y.1172+Y.2172) /n1)+((Y.1272+Y.2272) /n2) )+
((Y..172/(2%n1))+Y..272/(2*n2))
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CM_resI=SC_errorI/(nl+n2-2)

ANOVA=matrix(0,3,5)

rownames (ANOVA)=c("Acarreo","Farmaco","Periodo")
colnames (ANOVA)=c("Suma de cuadrados", "Grados de libertad","CM","Estadistico","Valor p")
ANOVA[1,1]=SC_acarreo

ANOVA[2,1]=SC_farmaco

ANOVA[3,1]=SC_periodo

ANOVAL,2]=1

ANOVA[,3]=ANOVA[,1]/ANOVAL,2]
ANOVA[1,4]=ANOVA[1,3]/(SC_errorE/86)
ANOVA[2,4]=ANOVA[2,3]/(SC_errorI/86)
ANOVA[3,4]=ANOVA[3,3]/(SC_errorI/86)
ANOVA[l,5]=1-pf(ANDVA[1,4], 1, ni1+n2-2)
ANOVA[2,5]=1-pf (ANOVA[2,4], 1, nl+n2-2)
ANOVA[3,5]=1-pf (ANOVA[3,4], 1, n1+n2-2)

YA_avg=(avg[1,1]+avg[2,2])/2
YB_avg=(avg[2,1]+avgl[1,2])/2
T_0=qt(0.95, ni+n2-2, 0, lower.tail = T, log.p = F)

#Intervalos de confianza
LI_1=(YB_avg-YA_avg)-(T_O*sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2))))
LS_1=(YB_avg-YA_avg)+(T_O*sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2))))
LI_2=((LI_1/YA_avg)+1)*100

LS_2=((LS_1/YA_avg)+1)*100

#Limites de equivalencia
theta_LI=-0.2%YA_avg
theta_LS=0.2*YA_avg
delta_LI1=80
delta_LS1=125

#Criterio

if (LI_1>theta LI && LS_1<theta_LS){

print("El intervalo esta contenido en los limites de equivalencia")
Yelseq{

print("El intervalo NO esta contenido en los limites de equivalencia")}

#TOST

#Limites de equivalencia
delta_LI2=exp(theta_LI)
delta_LS1=exp(theta_LS)

#Estadisticos de prueba
T_LI=((YB_avg/YA_avg)-delta_LI2)/(sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2))))
T_LS=((YB_avg/YA_avg)-delta_LS1)/(sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2))))

#Criterio

if (T_LI>T_O && T_LS<(-T_0)){

print(" Se rechaza HO, por lo tanto se concluye bioequivalencia promedio")
Yelseq{

print("No se rechaza HO")}

#validacién de supuestos

Yill_hat=Yi.1l_avg-Y.11l_avg+Y..1_avg
Yi21_hat=Yi.1_avg-Y.21_avg+Y..1_avg
Yil2_hat=Yi.2_avg-Y.12_avg+Y..2_avg



Yi22_hat=Yi.2_avg-Y.22_avg+Y..2_avg
eill_hat=dat_AB[dat_AB$Periodo_AB == 1,][5]-Yill_hat
eil2_hat=dat_BA[dat_BA$Periodo_BA == 1,][5]-Yi12_hat
eill_st=eill_hat/sqrt (((n1-1)/(2*n1))*CM_resI)
eil2_st=eil2_hat/sqrt(((n2-1)/(2*n2))*CM_resI
errores=matrix(0,n1+n2,1)

for (i in 1:n1){

errores[i,1]=eill_st[i,1]

}

for (i in 1:n2){

errores[ni+i,1]=eil2_st[i,1]

}

qqnorm(errores)

qqline(errores)

shapiro.test(errores)
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Apéndice B

Cddigo para el diseno cruzado
replicado de 2x2x4

datos <- read.csv("datos.csv", sep=";",header=T)
attach(datos)

dat_ABAB <- read.csv("BD_ABAB.csv", sep=";",header=T)
attach(dat_ABAB)

dat_BABA <- read.csv("BD_BABA.csv", sep=";",header=T)
attach(dat_BABA)

##Distribucién del 1n(ABC) por farmaco

plot(Voluntario,LAUC,main="Distribucion del 1n(ABC) de las voluntarias",xlab="Sujeto",ylab="1n(ABC)")
##Distrubucién Al

for (i in 1:352){

if (i%h4==1){
lines(c(Voluntario[i],Voluntario[i+4]),c(LAUC[i],LAUC[i+4]),col="red",pch=2,type="b",cex=1.5)}
else{}

}

##Distrubucién A2

for (i in 1:352){

if (inh4==2){
lines(c(Voluntario[i],Voluntario[i+4]),c(LAUC[i],LAUC[i+4]),col="blue",pch=3,type="b",1lty=2,cex=1.5)}
else{}

}

##Distrubucién Bl

for (i in 1:352){

if (i%%h4==3){

lines(c(Voluntario[i],Voluntario[i+4]),c(LAUC[i],LAUC[i+4]) ,pch=4,type="b",1ty=3,cex=1.5)}

else{}

¥

##Distrubucién B2

for (i in 1:352){

if (i%%4==0){
lines(c(Voluntario[i],Voluntario[i+4]),c(LAUC[i],LAUC[i+4]),col="green",pch=5,type="b",1ty=4,cex=1.5)}
else{}

}

legend(70, 0.8, legend=c("A1", "A2", "B1i", "B2"), col=c( "red","blue","black", "green")

, 1ty=1:4, cex=0.9)
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##Perfiles por sujeto ABAB

plot(Periodo_AB,LAUC_ABAB,main="Perfiles por sujeto de la secuencia ABAB",xlab="Periodo"
,ylab="1n(ABC)")

for (i in 1:176){

if (i%h4==1){

lines(c(Periodo_AB[i] ,Periodo_AB[i+1],Periodo_AB[i+2],Periodo_AB[i+3]),

c(LAUC_ABAB[i] ,LAUC_ABAB[i+1] ,LAUC_ABAB[i+2] ,LAUC_ABAB[i+3]))}

else{}

}

##Calculo de los promedios por toma
p_AB=matrix(0,2,4)
p_AB
#proedios AB
for (j in 1:3){
s=0
for(i in 1:176){

if (i%%4==3){

s=s+LAUC_ABAB[i]

}
else{}
p_AB[1,j]=s/44
1}

s=0

for(i in 1:176){
if (i%%4==0){
s=s+LAUC_ABAB[i]

}

else{}

p_AB[1,4]=s/44

}

#proedios BA

for (j in 1:3){

s=0

for(i in 1:160){
if (i%hd==3)1
s=s+LAUC_BABA[i]

}

else{}

p_AB[2,j]l=s/44

3

s=0

for(i in 1:160){
if (i%%4==0){
s=s+LAUC_BABA[i]

}

else{}

p_AB[2,4]=s/44

}

#Promedio por toma
plot(c(1,2,3,4),p_AB[1,],ylim=c(2.4,3.2),pch=10,x1lab="Periodo",ylab="AUC_Promedio")
points(p_AB[2,])

lines(c(p_AB[1,1],p_AB[2,2],p_AB[1,3],p_AB[2,41))



lines(c(p_AB[2,1],p_AB[1,2],p_AB[2,3],p_AB[1,4]))
text(1.1,0.03+p_AB[1,1],"A11")
text(2.1,0.03+p_AB[1,2],"B11")
text(3.1,0.03+p_AB[1,3],"A21")
text(3.9,0.01+p_AB[1,4],"B21")
text(1.1,p_AB[2,1]-0.03,"B12")
text(2.1,p_AB[2,2]-0.03,"A12")
text(3.1,p_AB[2,3]-0.03,"B22")
text(3.9,p_AB[2,4]1-0.03,"A22")

Y...._barra=mean(LAUC)
lines(c(0,5),c(Y...._barra,Y...._barra))
#Preliminares
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Y1.k.=dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 1,][9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 3,][9]+
dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 2,] [9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 4,][9]
Y2.k.=dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 2,][9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 4,][9]+
dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 1,][9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 3,][9]

Y..._avg=mean(LAUC)

Y11.._avg=(sum(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB =
Y12.._avg=(sum(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB =
Y21.._avg=(sum(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA =

1,1 [9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB
2,]1[9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB
2,]1[9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA
Y22.._avg=(sum(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 1,][9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA

Y1.k._avg=(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 1,][9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB ==
+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 2,][9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 4,]1[9])/4
Y2.k._avg=(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 2,][9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA ==
+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 1,][9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 3,][9])/4
Y11..=dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 1,][9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 3,][9]

Y12..=dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 2,] [9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB =
Y21..=dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 2,][9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA =
Y22..=dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 1,][9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA

Y1i...=sum(Y1l.k.)

Y2...=sum(Y2.k.)

Y1i..._avg=Y1.../(4%n1)
Y11k._avg=(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 1
Y12k._avg=(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 2
Y21k._avg=(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 2,
Y22k._avg=(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 1
Y1.k1_avg=(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 1
Y1.k2_avg=(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 3
YA=(sum(Y11..)+sum(Y21..))/(2*(n1+n2))
YB=(sum(Y12..)+sum(¥22..))/(2*(n1+n2))

#SC

SC_total=sum((LAUC-Y..._avg)~2)
SC_intra=sum((dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 1,]1[9]-Y1.k._avg) 2+
(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 2,][9]-Y1.k._avg) "2+
(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 3,][9]-Y1.k._avg) "2+
(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 4,][9]-Y1.k._avg)~2)+

sum( (dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 1,][9]-Y2.k._avg) 2+
(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 2,]1[9]-Y2.k._avg) "2+
(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 3,][9]-Y2.k._avg) "2+
(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 4,][9]-Y2.k._avg)~2)
SC_inter=4*(sum((Y1.k._avg-Y..._avg) "2)+sum((Y2.k._avg-Y..._avg)~2))

SC_directo=(n1*n2/(n1+n2))*((Y12.._avg-Yil.._avg)-(¥Y22.._avg-Y21.._avg)) "2
SC_periodo=(n1*n2/(n1+n2))*((Y12.._avg-Yil.._avg)-(Y21.._avg-Y22.._avg)) "2

SC_resI=SC_intra-(SC_directo+SC_periodo)

SC_acarreo=(n1*n2/(n1+n2) ) *((Y22.._avg+Y21.._avg)-(Y1l.._avg+Y12.._avg)) "2

[9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB ==
[9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB ==
[9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA ==
[9]+dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA ==
[9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB ==

3,1091))/(2#n1)
== 4,1[91))/(2*n1)

4,1091))/(2*n2)
== 3,1[91))/(2*n2)
3,109]

4,1[9]

= 4,1[9]

= 4,1[9]

== 3,]1[9]
3,1[91)/2
4,1091)/2
4,1091)/2
3,1091)/2
2,1091)/2
4,1091)/2

[9]+dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB ==
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SC_resE=SC_inter-SC_acarreo
CM_resI=SC_resI/((3*(n1+n2))-5)

#Estadisticos de prueba

gl=matrix(0,8,1)

rownames (gl)=c("Inter-sujeto","Secuencia","Residuo",
"Intra-sujeto","Periodo","Farmaco","Acarreo","Residuo")
gl[,1]=c(ni1+n2-1,1,n1+n2-2,3*(n1+n2),3,1,1,3*x(n1+n2)-5)
sc=matrix(0,8,1)

rownames (sc)=c("Inter-sujeto","Secuencia","Residuo",
"Intra-sujeto","Periodo","Farmaco","Acarreo","Residuo")
sc[,1]1=c(SC_inter,0,SC_resE,SC_intra,SC_periodo,SC_directo,SC_acarreo,SC_resI)
cm=sc/gl

Fc=cm[7,1]/cm([3,1]

Fd=cm[6,1]/cm[8,1]

Fp=cm[5,1]/cm[8,1]

value_acarreo=1-pf (Fc,1,gl[8,1])
value_directo=1-pf(Fd,1,gl[8,1])

value_periodo=1-pf (Fp,3,gl[8,11)

#Homogeneidad de varianza
S11k.=(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 1,][9]-Y11k._avg) "2+
(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 3,][9]-Y11k._avg) "2
S21k.=(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 2,][9]-Y21k._avg) "2+
(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 4,][9]-Y21k._avg) "2
S_ref=(sum(S11k.)+sum(S21k.))/(n1-2)
c_ref=1+((1/(3*(n1+1)))*((2*n1-1)/2))
Xc1=(-1/c_ref)*(sum(log(S11k./S_ref))+sum(log(S21k./S_ref)))
cuantil=qchisq(0.95, ni-1, ncp=0, lower.tail = T, log.p = F)
S12k.=(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 2,][9]-Y12k._avg) "2+
(dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 4,][9]-Y12k._avg) "2

S22k .=(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 1,][9]-Y22k._avg) 2+
(dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 3,][9]-Y22k._avg) "2
S_test=(sum(S12k.)+sum(522k.))/(n2-2)
c_test=1+((1/(3*(n2+1)))*((2*n2-1)/2))
Xc2=(-1/c_test)*(sum(log(S12k./S_test))+sum(log(S22k./S_test)))
cuantil2=qchisq(0.95, n2-1, ncp=0, lower.tail = T, log.p = F)

#Calculo de varianza por farmaco

F1ik.=dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 1,][9]-dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 3,][9]
F12k.=dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 2,][9]-dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 4,][9]
F21k.=dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 2,][9]-dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 4,][9]
F22k.=dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 1,][9]-dat_BABA[dat_BABA$Periodo_BABA == 3,][9]

F11.._avg=sum(F11k.)/nl
F12.._avg=sum(F12k.)/n1
F21.._avg=sum(F21k.)/n2
F22.._avg=sum(F22k.)/n2
SA=(sum((F11k.-F11.._avg) "2)+sum((F21k.-F21.._avg) "2))/(2*(n1+n2-2))
SB=(sum((F12k.-F12.._avg) "2) +sum((F22k.-F22.._avg) "2))/(2x(n1+n2-2))

#BE promedio

theta_e=(log(1.25)/0.25)"2

LS_e=((YB-YA) "2)-(theta_e*SA)

YB/YA

#Criterio

if (LS_e<0 && YB/YA>0.8 && YB/YA<1.25 ){
print("Se concluye bioequivalencia promedio")
Yelse{
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print ("NO se concluye bioequivalencia promedio")

}

#Equivalencia en variabilidad intra-sujeto

if (1-pf (YB/YA,n1+n2-1,n1+n2-1)>0.05){

print("Se concluye equivalencia en variabilidad intra-sujeto")
Yelse{

print ("NO se concluye equivalencia en variabilidad intra-sujeto")
}

#Bioequivalencia individual

dl.k.=Y12k._avg-Y11lk._avg

dl.k._avg=sum(dl.k.)/nl

d2.k.=Y22k._avg-Y21k._avg

d2.k._avg=sum(d2.k.)/n2

sigma_d=(sum((dl.k.-d1.k._avg) "2)+sum((d2.k.-d2.k._avg) ~2))/(2*(n1+n2))

#Limites de equivalencia

theta_LI=-0.2%YA

theta_LS=0.2%YA

delta_LI2=exp(theta_LI)

delta_LS1=exp(theta_LS)

#Estadisticos de prueba
T_LI=((YB/YA)-delta_LI2)/(sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2))))
T_LS=((YB/YA)-delta_LS1)/(sqrt(sigma_d*((1/n1)+(1/n2))))
#Parametro de no centralidad

Zp=qnorm(0.47, mean = 0, sd = 1, lower.tail = T, log.p = F)
NC=sqrt(2/((1/n1)+(1/n2)))*Zp

T_0=qt(0.05, nl+n2-2, NC, lower.tail = F, log.p = F)
#Criterio

if (T_LI>T_0 && T_LS<(-T_0)){

print("Se concluye bioequivalencia individual")

Yelsed{

print ("NO se concluye bioequivalencia individual")}

#Validacién de supuestos
Y_11k1_hat=Y1.kl_avg-Y11l.._avg+Yl..._avg
Y_11k2_hat=Y1.k2_avg-Y11l.._avg+Yl..._avg
Y_12k1_hat=Y1.kl_avg-Y12.._avg+Yl..._avg
Y_12k2_hat=Y1.k2_avg-Y12.._avg+Yl..._avg
ellkl=dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 1,][9]-Y_11ki_hat
ellk2=dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 3,][9]-Y_11k2_hat
el12kl=dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 2,][9]-Y_12k1_hat
e12k2=dat_ABAB[dat_ABAB$Periodo_ABAB == 4,][9]-Y_12k2_hat
ellkl_st=el1lk1l/sqrt(((n1-1)/(2*n1))*CM_resI)
el11k2_st=el11k2/sqrt(((n1-1)/(2%n1))*CM_resI)
e12k1_st=e12k1/sqrt(((n1-1)/(2*n1))*CM_resI)
e12k2_st=e12k2/sqrt(((n1-1)/(2%n1))*CM_resI)
errores=matrix(0,4*n1,1)

for (i in 1:n1){

errores[i,1]=el1k1_st[i,1]}

for (i in 1:n1){

errores[ni+i,1]=el11k2_st[i,1]}

for (i in 1:n1){

errores[(2*n1)+i,1]=e12k1_st[i, 1]}

for (i in 1:n1){

errores[(3*n1)+i,1]=e12k2_st[i,1]}

qqnorm(errores)
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qqline(errores)
lines(c(-3,3),c(-3,3))
shapiro.test (errores)
#Inter-sujeto

x <- runif (1000, 0, 1)
qgqnorm(x)

qqline(x)
shapiro.test(x)
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