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1. Objetivo 
 
Estabelecer critérios para realização de análise biométrica em estudos de 
bioequivalência/biodisponibilidade do Centro de Pesquisa Clínica Rosinha Viegas. 
 
2. Abrangência 
 
Todos os envolvidos na anáise biométrica dos estudos de bioequivalência/biodisponibilidade do Centro 
de Pesquisa Clínica Rosinha Viegas. 
 
3. Análise fármacocinética 
 
A análise farmacocinética poderá ser realizada com o apoio dos seguintes softwares:  
 Microsoft Excel 
 Graph Pad Prism  
 WinNonlin 
 Instat 
 
A documentação relativa à análise contém para cada voluntário, um gráfico com as formulações, 
relacionando concentração individual x tempo, em escala linear, em conjunto com os parâmetros 
farmacocinéticos. 
É também produzido um gráfico das médias das concentrações x tempo, em escala linear, para ambas 
formulações, juntamente com uma tabela contendo a média e desvio padrão (ou mediana e valores 
min/max quando apropriado) relativo aos parâmetros farmacocinéticos relevantes. 
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Parâmetros farmacocinéticos 
 
A avaliação inclui, pelo menos: 
 
3.1 – Cáculo de:   
 
ASC[0-último] Área sob a curva de concentração da droga versus tempo do tempo 0 (zero) ao tempo 

da última concentração acima do Limite de Quantificação (LOQ), calculada pelo método 
linear trapezoidal; 

 
ASC[0-] Área sob a curva de concentração da droga versus tempo do tempo 0 (zero) extrapolada 

ao infinito, calculada pelo método linear trapezoidal. ASC[0-] = ASC[0-último] + Ct/Ke, onde Ct 
é a última concentração quantificável; 

 
Ke Constante de Eliminação de Primeira Ordem, estimada pela inclinação da regressão 

linear pelo método dos mínimos quadrados do tempo x logaritmo da concentração. 
 
T½ Meia-vida, calculada como ln(2) / Ke 
 
3.2 – Determinação de: 
 
Cmax Maior concentração alcançada, com base nos dados experimentais; 
 
Tmax Tempo no qual ocorreu o Cmax 
 
* No caso de substâncias endógenas, a análise estatística deverá ser realizada empregando as 
concentrações plasmáticas quantificadas com e sem correção dos níveis basais, sendo que a conclusão 
da bioequivalência deverá ser baseada nos valores corrigidos. 

** Para estudos que empregam doses múltiplas deverão ser determinados os seguintes parâmetros: (a) 
ASC[0-último] calculado no intervalo de dose (tau) no estado de equilíbrio; (b) Cmax e Tmax, obtidos sem 
interpolação de dados; concentração mínima do fármaco (Cmin), determinada no final de cada intervalo 
de dose do estado de equilíbrio; (c) concentração média do fármaco no estado de equilíbrio (C* = ASC[0-

último]/tau); (d) grau de flutuação no estado de equilíbrio; Neste caso (doses múltiplas), para avaliação da 
bioequivalência devem ser empregados os parâmetros ASC[0-último], Cmax e Tmax; 

*** No caso de fármacos que apresentam meia-vida de eliminação longa (superior a 24 horas), poderá 
ser utilizado um cronograma de coletas alternativo, no mínimo de 72 horas, que possibilite a 
determinação da área sob a curva truncada (ASC0-72), ou um estudo paralelo; 

 
4. Estatística e definição dos critérios de bioequivalência 
 
4.1 – Descrição dos métodos estatísticos e critérios 
 
As análises estatísticas serão conduzidas após transformação logarítmica baseada em modelo aditivo 
para os valores de ASC e Cmax.  
 

Os parâmetros farmacocinéticos transformados logaritmicamente (ASC[0-último] e Cmax) serão analisados 
usando modelo ANOVA para efeitos-mixtos, o qual levará em conta os efeitos de tratamento, período e 
seqüência como efeitos fixos e voluntário dentro da seqüência como o efeito aleatório. 
 
Um modelo ANOVA será usado analisar cada um dos parâmetros. Efeito de seqüência será testado para 
um nível de significância de 10% usando o quadrado médio da ANOVA dos voluntários dentro da 
seqüência como termo de erro. Todos outros efeitos serão testados com nível de significância de 5% 
contra o erro residual (erro do quadrado médio ou MSE) do ANOVA como o termo do erro. 
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Cada análise de variância incluirá o cálculo da média dos mínimos quadrados, a diferença entre a média 
das formulações ajustadas e o erro padrão associado com a diferença.  
 

Coerentemente com os dois testes unicaudais, o intervalo de confiança de 90% para a diferença média 
dos mínimos quadrados (LSM) da formulação-droga será calculado para os parâmetros ASC[0-último] e 
Cmax, usando dados transformados logaritmicamente. O intervalo de confiança será expresso como 
porcentagem relativa para a LSM da formulação referência. 
 

A razão da LSM também será calculada para os ASC[0-último] e Cmax transformados logaritmicamente. A 
razão será na forma: Teste/Referência. Razões das médias serão expressas como porcentagem da LSM 
para a formulação referência. Os valores de média geométrica serão reportados. 
 

As formulações serão consideradas como tendo biodisponibilidade equivalente quando o intervalo de 
confiança de 90% da estimativa dos mínimos quadrados da razão teste/referência estiver dentro do 
intervalo de 80-125% para ASC (no que diz respeito à extensão da absorção) e Cmax (no que diz 
respeito à velocidade de absorção) - regras do FDA para estudos de bioequivalência e da RDC 103 de 
08 de maio de 2003 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e Resoluções 
complementares. 
 

A entrada de dados e seu processamento inicial se dará através de arquivos MS Excel, com base nos 
dados derivados dos equipamentos de análise. Os dados brutos bem como os resultados das avaliações 
farmacocinéticas e estatísticas ficarão disponíveis em papel e em meio eletrônico. 
 

A análise é realizada com o emprego dos seguintes softwares: WinNonLin Professional Network Edition, 
Versão  6.4.0.768 ou posterior, por Jerman P Wijnand; Microsoft Excel Versão 7.0 ou posterior e Graph 
Pad Prism Versão 3.02, pelo menos. As metodologias de cálculos estão descritas no ANEXO I. 

 
4.2 – Número de voluntários a serem estudados 
 
A análise poderá ser realizada com um menor número de voluntários em função da saída destes antes 
do final da etapa clínica ou devido a razões de natureza analítica. De forma a não contrapor as restrições 
da regulamentação aplicável em função da finalidade do estudo, após iniciada a etapa clínica (1ª 
internação do estudo), não é recomendada a substituição dos casos de dropout. O número de 
voluntários será planejado levando-se em conta a informações sobre a variabilidade da droga, disponível 
na literatura e/ou experiência prévia com o fármaco. O número de voluntários previsto levará em conta a 
possibilidade de ocorrência de “dropouts” (em média 10%).  

 

4.3 – Procedimento para tratamento de dados faltantes, não usados e espúrios 
 
São realizados todos os esforços durante a coleta e gerenciamento de amostras e dados para que se 
evitem dados faltantes ou incorretos. Na etapa clínica do estudo, deve-se redobrar a atenção em relação 
a problemas que possam ocorrer após a aleatorização, implicando tendências e/ou não balanceamento 
do estudo (erro no tratamento dado, não aderência e outras violações do protocolo). A entrada de todos 
os dados é devidamente verificada a fim de evitar erros. 
 
5. Procedimento adotado para efeito de seqüência e efeito residual, carryover 
 
Efeitos de seqüência   
 
Conforme consta no item 4, Anexo, Resolução RE nº 898/2003, “para um estudo cruzado 2x2, a 
presença de efeitos seqüenciais pode ser aceita se alguns critérios forem observados”: 
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i) é um estudo de dose única; 
ii) estudo envolve somente voluntários sadios; 
iii) o fármaco não é uma substância endógena; 
iv) um período de eliminação adequado foi estabelecido e as amostras de pré-dosagem não apresentam 
qualquer nível de fármaco detectável em todos os voluntários; 
v) o estudo satisfaz todos os critérios científicos e estatísticos, por exemplo, protocolo, validação, dados 
de concentração, análise estatística, intervalo de confiança); 
 
Em o estudo cumprindo com todos os itens supra-citados (de acordo com o item 4, Anexo, da Resolução 
RE nº 898/2003), a presença de efeito de seqüência será aceita e, por conseguinte, não há qualquer 
condição que implique a necessidade efetuar procedimento estatístico adicional ou refazer o estudo. 
 
Efeitos residuais (carryover effects)   
 
Em período de estudo de dose única, os voluntários que apresentarem na amostra coletada antes da 
administração da medicação, concentração plasmática superior a 5% da concentração máxima 
alcançada no período e tal fato ocorrer apenas no 2º período de administração, de forma a caracterizar 
efeito de carryover em relação à administração realizada no período de estudo anterior, será excluído da 
análise estatística. Sempre que tal fato ocorrer, serão apresentadas no relatório final do estudo as 
análises estatísticas com e sem este(s) voluntário(s). A conclusão sobre resultados apresentados caberá 
ao pesquisador principal e/ou à agência regulatória a qual o estudo vier a ser submetido. 
 
6. Ocorrência de observações faltantes 
 
Amostras perdidas por motivos como, por exemplo, perda da veia do voluntário durante a coleta, atraso 
excessivo na coleta para determinado tempo, quebra de tubos durante a centrifugação e quebra de 
tubos nas fases seguintes não serão interpoladas. 
 
7. Observações atípicas (outliers) 
 
A identificação inicial de observações atípicas é realizada em função da análise do perfil farmacocinético 
observado nas curvas de concentração x tempo, bem como em função dos parâmetros farmacocinéticos 
calculados. Após a avaliação, caso seja identificado algum valor atípico, o mesmo deverá ser confirmado 
pela realização do Teste de Grubbs.  
As razões (T/R) (transformadas para logarítmo natural) de Cmax e ASCs são avaliadas pelo Teste de 
Grubbs para confirmação dos casos atípicos identificados.  
Após a confirmação da observação atípica, o voluntário somente será excluído da análise estatística 
mediante a fato que justifique a ocorrência da observação atípica. No relatório final do estudo são 
apresentadas as análises estatísticas com e sem a exclusão dos dados discrepantes. 
 
8. Procedimentos para relatar qualquer desvio do plano estatístico original 
 
Desvio do plano estatístico original deve ser descrito e justificado no Relatório Final. 
 
9. Seleção dos voluntários a serem incluídos na análise 
 
São inicialmente incluídos na análise todos os voluntários que vierem a completar todos os períodos do 
estudo.  
Podem ser excluídos voluntários que apresentem comportamento discrepante em relação aos demais 
voluntários, no que se refere aos parâmetros farmacocinéticos*. As exclusões devem ser documentadas 
e justificadas no Relatório Final e ambos os resultados (com e sem as exclusões) são apresentados no 
relatório final. 
 
A realização das análises estatísticas será conduzida de acordo com o planejado no protocolo clínico e 
com os procedimentos operacionais definidos neste POP. Somente o investigador principal poderá 
solicitar análise estatística adicional, desde que, devidamente justificada. 
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*ver item 7 
 
10. Procedimento para situações nas quais o poder do teste está aquém do limiar 
recomendado pela legislação vigente, 80%. 
 
Após a realização da análise estatística, nas situações nas quais o poder do teste estiver aquém do 
limiar recomendado pela legislação vigente (80%) será realizado o teste de igualdade de variabilidades, 
conforme preconizado no capitulo 7 do livro “DESIGN AND ANALYSIS OF BIOAVAILABILITY AND 
BIOEQUIVALENCE STUDIES” de Shein-Chung Chow e Jen Pei Liu. 
 
11. Procedimento 
 
Obtenção dos dados brutos 
 
11.1 – Verificação da sequência de aleatorização: 
 
É obtida através do protocolo clínico do estudo e verificada a partir dos dados brutos clínicos por 2 dupla 
digitação. 
Resultados de quantificações aprovadas pelo diretor de estudo: as amostras quantificadas são enviadas 
em planilha excel.  
 
11.2 – Planilha de dados quantificados aprovados pelo diretor de estudo:  
 
Deve ser nomeada com “número do estudo - droga - dados quantificados”. A planilha é composta de 
todas as amostras quantificadas identificadas por voluntário, período e tempo de coleta.  
 
11.3 – Listas aprovadas (dados brutos): 
 
As listas aprovadas pelo diretor de estudo devem ser enviadas em planilha Excel devidamente 
nomeadas. As listas de dados brutos e as concentrações aprovadas pelo diretor de estudo devem ser 
verificadas.  
 
11.4 – Tempo real de coleta: 
 
É utilizado o tempo real de coleta das amostras na análise estatística toda vez que houver atraso ou 
adiantamento da coleta de amostra. 
 
12. Software utilzados 
 

Os softwares que podem ser utilizados em todo o processo de análise estatística são: 
 
 Microsoft Excel Version 7.0 ou posterior; 
 Graph Pad Prism Versão 3.02 ou posterior; 
 WinNonLin Professional Edition, Versão 6.4.0.768 ou posterior; 
 
Todos os arquivos gerados pelos softwares são salvos no diretório nomeado “etapa estatística” do 
estudo.  Os diretórios são nomeados por “número do estudo – droga – patrocionador” do estudo (por 
exemplo: 2102 – fluconazol – medley). 
 
12.1 – Panilha excel: 
 
Planilha 1 – “Aleatorização” - Sequência de aleatorização, identificação da formulação referência e teste, 
limite de quantificação e voluntários aprovados no estudo. 
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Planilha 2 – “Dados quantificados” - Quantificações aprovadas pelo diretor de estudo ordenadas por 
voluntário e período, importadas da planilha gerada pelo diretor de estudo. 
 
Planilha 3 – “Lista de dados” - Lista de identificação de amostras por voluntário, formulação, período, 
sequência, tempo, tempo real e concentração. Células de comparação de dados brutos com os dados da 
planilha de dados aprovada pelo diretor do estudo. Verificação do limite de quantificação (as amostras 
que apresentaram nos dados brutos valores quantificados abaixo do limite de quantificação passam a 
“zero”). 
  
Planilha 4 – “Farmacocinética” – Voluntários ordenados por formulação referência e teste para os valores 
das quantificações e parâmetros farmacocinéticos. 
 
Planilha 5 – “WinNonlin” – parâmetros farmacocinéticos importados do WinNonlin em método linear 
trapezoidal. 
 
Planilha 6 – “Bioequivalência” – Análise estatística para biodisponibilidade relativa para comparação com 
a análise estatística para biodisponibilidade relativa do software WinNonlin. 
 
12.2 – WinNonlin 
 
Passo 1: Abrir o software: 
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Passo 2: As quantificações aprovadas pelo diretor de estudo identificadas por voluntário, nome da 
formulação,  período, sequência de administração, tempo, tempo real e concentração da planilha excel 
salvas na extansão *.csv são importadas para o WinNonlin 6.4.0.768 ou superior. 
 

  
 
Passo 3: Selecionar “nca”  e seleciona-se o “plasma 200-202”. 
 

  
 



Procedimento Operacional Padrão 

Centro de Pesquisa Clínica Rosinha Viegas – EST 01/20 - Page 8 of 18 

Passo 4: Abre se a janela abaixo: 
 

  
 
Passo 5: Abra se a janela abaixo e em “short” coloca-se a formulação e voluntário e nesta ordem. Em 
“carry” coloca-se o período e a sequência.  Seleciona-se tempo e concentração.  
 

  
 

 
Passo 6: Clicar no opção “run”. O software inicia o cálculo dos parâmetros farmacocinéticos. 
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Passo 7: Ao final a janela abaixo se abre: 
 

 
 
Passo 8: Seleciona-se “Bioequivalence”. 
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Passo 9: Abre-se a janela abaixo. Em “Reference value”, seleciona-se a fomulação de referência. 
 

  
 
 
 
Passo 10: Seleciona-se os parâmetros farmacocinéticos (Cmax, ASCúltimo) para avaliação de 
bioequivalência. Os parâmetros farmacocinéticos selecionados são colocados na opção “Dependent” e 
em seguida “run”. 
 

  
 
Passo 11: Ao final da análise pelo software a janela “Bioequivalence” se abre. Para obtenção da análise 
estatística de biodisponibilidade relativa em formato de texto seleciona-se “Bioequivalence Text”. 
Todos os arquivos gerados pelo WinNonlin são salvos no diretório do estudo em questão na pasta “etapa 
estatística”.  
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12.3 – Graph Pad Prism 
 
Cada voluntário terá gráfico com ambas as formulações, relacionando concentração individual x tempo, 
em escala linear. Os gráficos são salvos no diretório específico do estudo e salvos de acordo com a 
numeração do voluntário. 
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ANEXO I 
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