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1. Objetivo

Estabelecer critérios para realizagéo de analise biométrica em estudos de
bioequivaléncia/biodisponibilidade do Centro de Pesquisa Clinica Rosinha Viegas.

2. Abrangéncia

Todos os envolvidos na anaise biométrica dos estudos de bioequivaléncia/biodisponibilidade do Centro
de Pesquisa Clinica Rosinha Viegas.

3. Analise farmacocinética

A analise farmacocinética podera ser realizada com o apoio dos seguintes softwares:
. Microsoft Excel

. Graph Pad Prism

. WinNonlin

. Instat

A documentagdo relativa a analise contém para cada voluntario, um grafico com as formulagoes,
relacionando concentracdo individual x tempo, em escala linear, em conjunto com os parametros
farmacocinéticos.

E também produzido um grafico das médias das concentragdes x tempo, em escala linear, para ambas
formulagbes, juntamente com uma tabela contendo a média e desvio padrao (ou mediana e valores
min/max quando apropriado) relativo aos parametros farmacocinéticos relevantes.
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Parametros farmacocinéticos
A avaliagao inclui, pelo menos:

3.1 — Caculo de:

ASCio-ditimo] Area sob a curva de concentragdo da droga versus tempo do tempo O (zero) ao tempo
da ultima concentragdo acima do Limite de Quantificagdo (LOQ), calculada pelo método
linear trapezoidal;

ASCo-] Area sob a curva de concentragdo da droga versus tempo do tempo 0 (zero) extrapolada
ao infinito, calculada pelo método linear trapezoidal. ASCio-) = ASCio-utime] + Ct/Ke, onde Ct
€ a ultima concentragdo quantificavel;

Ke Constante de Eliminacdo de Primeira Ordem, estimada pela inclinacdo da regressao
linear pelo método dos minimos quadrados do tempo x logaritmo da concentragao.

Tw Meia-vida, calculada como In(2) / Ke

3.2 — Determinacgao de:

Crmax Maior concentragao alcangcada, com base nos dados experimentais;
Tmax Tempo no qual ocorreu 0 Cmax

* No caso de substancias enddgenas, a analise estatistica devera ser realizada empregando as
concentragbes plasmaticas quantificadas com e sem correcdo dos niveis basais, sendo que a conclusao
da bioequivaléncia devera ser baseada nos valores corrigidos.

** Para estudos que empregam doses multiplas deverao ser determinados os seguintes parametros: (a)
ASCio-atimo] calculado no intervalo de dose (tau) no estado de equilibrio; (b) Cmax € Tmax, Obtidos sem
interpolacdo de dados; concentragdo minima do farmaco (Cmin), determinada no final de cada intervalo
de dose do estado de equilibrio; (c) concentragdo média do farmaco no estado de equilibrio (C* = ASCio-
atimoj/tau); (d) grau de flutuacdo no estado de equilibrio; Neste caso (doses multiplas), para avaliagéo da
bioequivaléncia devem ser empregados os parametros ASCio-uttimo], Cmax € Tmax;

*** No caso de farmacos que apresentam meia-vida de eliminagéo longa (superior a 24 horas), podera
ser utilizado um cronograma de coletas alternativo, no minimo de 72 horas, que possibilite a
determinagao da area sob a curva truncada (ASC0-72), ou um estudo paralelo;

4. Estatistica e definigdo dos critérios de bioequivaléncia
4.1 — Descrigcdo dos métodos estatisticos e critérios

As andlises estatisticas serdo conduzidas apds transformagéo logaritmica baseada em modelo aditivo
para os valores de ASC e Cmax.

Os parametros farmacocinéticos transformados logaritmicamente (ASC/o-ultimo] € Cmax) seréo analisados
usando modelo ANOVA para efeitos-mixtos, o qual levara em conta os efeitos de tratamento, periodo e
seqliéncia como efeitos fixos e voluntario dentro da sequéncia como o efeito aleatdrio.

Um modelo ANOVA sera usado analisar cada um dos parametros. Efeito de sequiéncia sera testado para
um nivel de significancia de 10% usando o quadrado médio da ANOVA dos voluntarios dentro da
seqliéncia como termo de erro. Todos outros efeitos serdo testados com nivel de significancia de 5%
contra o erro residual (erro do quadrado médio ou MSE) do ANOVA como o termo do erro.

Centro de Pesquisa Clinica Rosinha Viegas — EST 01/20 - Page 2 of 18



Procedimento Operacional Padrao

Cada andlise de variancia incluira o calculo da média dos minimos quadrados, a diferenca entre a média
das formulagdes ajustadas e o erro padrao associado com a diferenca.

Coerentemente com os dois testes unicaudais, o intervalo de confianca de 90% para a diferengca média
dos minimos quadrados (LSM) da formulagdo-droga sera calculado para os paradmetros ASCip-itimo] €
Cmax, Usando dados transformados logaritmicamente. O intervalo de confianga serd expresso como
porcentagem relativa para a LSM da formulagéo referéncia.

A razédo da LSM também sera calculada para os ASCio-itimo] € Cmax transformados logaritmicamente. A
razdo serd na forma: Teste/Referéncia. Razbes das médias serdo expressas como porcentagem da LSM
para a formulacao referéncia. Os valores de média geométrica ser&o reportados.

As formulagbes serdo consideradas como tendo biodisponibilidade equivalente quando o intervalo de
confianca de 90% da estimativa dos minimos quadrados da razdo teste/referéncia estiver dentro do
intervalo de 80-125% para ASC (no que diz respeito a extensdo da absorgdo) e Cmax (no que diz
respeito a velocidade de absorgéo) - regras do FDA para estudos de bioequivaléncia e da RDC 103 de
08 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Resolugbes
complementares.

A entrada de dados e seu processamento inicial se dara através de arquivos MS Excel, com base nos
dados derivados dos equipamentos de analise. Os dados brutos bem como os resultados das avaliagbes
farmacocinéticas e estatisticas ficarao disponiveis em papel e em meio eletrnico.

A analise € realizada com o emprego dos seguintes softwares: WinNonLin Professional Network Edition,
Versao 6.4.0.768 ou posterior, por Jerman P Wijnand; Microsoft Excel Versao 7.0 ou posterior e Graph
Pad Prism Versao 3.02, pelo menos. As metodologias de calculos estdo descritas no ANEXO |.

4.2 — Numero de voluntarios a serem estudados

A andlise podera ser realizada com um menor numero de voluntarios em funcao da saida destes antes
do final da etapa clinica ou devido a razbes de natureza analitica. De forma a ndo contrapor as restrigdes
da regulamentacdo aplicdvel em fungédo da finalidade do estudo, apds iniciada a etapa clinica (12
internacdo do estudo), ndo é recomendada a substituicdo dos casos de dropout. O numero de
voluntarios sera planejado levando-se em conta a informagdes sobre a variabilidade da droga, disponivel
na literatura e/ou experiéncia prévia com o farmaco. O numero de voluntarios previsto levara em conta a
possibilidade de ocorréncia de “dropouts” (em média 10%).

4.3 — Procedimento para tratamento de dados faltantes, nao usados e espurios

Sao realizados todos os esforgcos durante a coleta e gerenciamento de amostras e dados para que se
evitem dados faltantes ou incorretos. Na etapa clinica do estudo, deve-se redobrar a atencao em relacao
a problemas que possam ocorrer apés a aleatorizagdo, implicando tendéncias e/ou ndo balanceamento

do estudo (erro no tratamento dado, ndo aderéncia e outras violagbes do protocolo). A entrada de todos
os dados é devidamente verificada a fim de evitar erros.

5. Procedimento adotado para efeito de seqiiéncia e efeito residual, carryover

Efeitos de seqliéncia

Conforme consta no item 4, Anexo, Resolugdo RE n°® 898/2003, “para um estudo cruzado 2x2, a
presenca de efeitos sequenciais pode ser aceita se alguns critérios forem observados”:
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i) € um estudo de dose Unica;

ii) estudo envolve somente voluntarios sadios;

iii) o farmaco nao é uma substancia enddgena;

iv) um periodo de eliminagao adequado foi estabelecido e as amostras de pré-dosagem néo apresentam
qualquer nivel de farmaco detectavel em todos os voluntarios;

v) o estudo satisfaz todos os critérios cientificos e estatisticos, por exemplo, protocolo, validagcao, dados
de concentracgdo, analise estatistica, intervalo de confianga);

Em o estudo cumprindo com todos os itens supra-citados (de acordo com o item 4, Anexo, da Resolugao
RE n° 898/2003), a presenca de efeito de seqliéncia sera aceita e, por conseguinte, ndo ha qualquer
condigéo que implique a necessidade efetuar procedimento estatistico adicional ou refazer o estudo.

Efeitos residuais (carryover effects)

Em periodo de estudo de dose Unica, os voluntarios que apresentarem na amostra coletada antes da
administragdo da medicagao, concentragao plasmatica superior a 5% da concentragdo maxima
alcancada no periodo e tal fato ocorrer apenas no 2° periodo de administracao, de forma a caracterizar
efeito de carryover em relagéo a administragéo realizada no periodo de estudo anterior, sera excluido da
analise estatistica. Sempre que tal fato ocorrer, serdo apresentadas no relatério final do estudo as
analises estatisticas com e sem este(s) voluntario(s). A conclusao sobre resultados apresentados cabera
ao pesquisador principal e/ou a agéncia regulatéria a qual o estudo vier a ser submetido.

6. Ocorréncia de observagoes faltantes

Amostras perdidas por motivos como, por exemplo, perda da veia do voluntario durante a coleta, atraso
excessivo na coleta para determinado tempo, quebra de tubos durante a centrifugagdo e quebra de
tubos nas fases seguintes ndo serdo interpoladas.

7. Observacoes atipicas (outliers)

A identificagdo inicial de observagoes atipicas é realizada em funcdo da analise do perfil farmacocinético
observado nas curvas de concentragdo x tempo, bem como em fung&o dos parédmetros farmacocinéticos
calculados. Apds a avaliagdo, caso seja identificado algum valor atipico, 0 mesmo devera ser confirmado
pela realizagédo do Teste de Grubbs.

As razdes (T/R) (transformadas para logaritmo natural) de Cmax € ASCs s&o avaliadas pelo Teste de
Grubbs para confirmagéo dos casos atipicos identificados.

Apo6s a confirmagéo da observagéo atipica, o voluntario somente serd excluido da andlise estatistica
mediante a fato que justifique a ocorréncia da observagéo atipica. No relatdrio final do estudo sao
apresentadas as analises estatisticas com e sem a exclusdo dos dados discrepantes.

8. Procedimentos para relatar qualquer desvio do plano estatistico original
Desvio do plano estatistico original deve ser descrito e justificado no Relatorio Final.
9. Selegdo dos voluntarios a serem incluidos na analise

Sao inicialmente incluidos na analise todos os voluntarios que vierem a completar todos os periodos do
estudo.

Podem ser excluidos voluntarios que apresentem comportamento discrepante em relagdo aos demais
voluntarios, no que se refere aos parametros farmacocinéticos*. As exclusdes devem ser documentadas
e justificadas no Relatério Final e ambos os resultados (com e sem as exclusdes) sao apresentados no
relatorio final.

A realizacao das analises estatisticas sera conduzida de acordo com o planejado no protocolo clinico e
com os procedimentos operacionais definidos neste POP. Somente o investigador principal podera
solicitar analise estatistica adicional, desde que, devidamente justificada.

Centro de Pesquisa Clinica Rosinha Viegas — EST 01/20 - Page 4 of 18



Procedimento Operacional Padrao

*ver item 7

10. Procedimento para situagdes nas quais o poder do teste estad aquém do limiar
recomendado pela legislagao vigente, 80%.

ApOs a realizacao da analise estatistica, nas situagbes nas quais o poder do teste estiver aquém do
limiar recomendado pela legislagédo vigente (80%) sera 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

Obtengéo dos dados brutos

11.1 — Verificagado da sequéncia de aleatorizagao:

E. o_btid~a através do protocolo clinico do estudo e verificada a partir dos dados brutos clinicos por 2 dupla
gg:ﬁﬁ:gbs de quantificacdes aprovadas pelo diretor de estudo: as amostras quantificadas séo enviadas
em planilha excel.

11.2 - Planilha de dados quantificados aprovados pelo diretor de estudo:

Deve ser nomeada com “numero do estudo - droga - dados quantificados”. A planilha € composta de
todas as amostras quantificadas identificadas por voluntario, periodo 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 concentragcdes aprovadas pelo diretor de estudo devem ser
verificadas.

11.4 — Tempo real de coleta:

E utilizado o tempo real de coleta das amostras na analise estatistica 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 analise estatistica sdo:

. Microsoft Excel Version 7.0 ou posterior;

. Graph Pad Prism Versao 3.02 ou posterior;

. WinNonLin Professional Edition, Versao 6.4.0.768 ou posterior;

Todos os arquivos gerados pelos softwares sdo salvos no diretério nomeado “etapa estatistica” do
estudo. Os diretdrios sdo nomeados por “numero do estudo — droga — patrocionador” do estudo (por
exemplo: 2102 — fluconazol — medley).

12.1 — Panilha excel:

Planilha 1 — “Aleatorizagdo” - Sequéncia de aleatorizagao, identificagdo da formulagao referéncia e teste,
limite de quantificagdo e voluntarios aprovados no estudo.
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Planilha 2 — “Dados quantificados” - Quantificagdes aprovadas pelo diretor de estudo ordenadas por
voluntario e periodo, importadas da planilha gerada pelo diretor de estudo.

Planilha 3 — “Lista de dados” - Lista de identificagdo de amostras por voluntario, formulagéo, periodo,
sequéncia, tempo, tempo real e concentragéo. Células de comparagéo de dados brutos com os dados da
planilha de dados aprovada pelo diretor do estudo. Verificagdo do limite de quantificagdo (as amostras
que apresentaram nos dados brutos valores quantificados abaixo do limite de quantificacao passam a
“zero”).

Planilha 4 — “Farmacocinética” — Voluntarios ordenados por formulagao referéncia e teste para os valores
das quantificagbes e parametros farmacocinéticos.

Planilha 5 — “WinNonlin” — parametros farmacocinéticos importados do WinNonlin em método linear
trapezoidal.

Planilha 6 — “Bioequivaléncia” — Analise estatistica para biodisponibilidade relativa para comparagdo com
a analise estatistica para biodisponibilidade relativa do software WinNonlin.

12.2 — WinNonlin

Passo 1: Abrir o software:

Phoenix 64 = =

File Edit Window Help

4 Bl

[Object Brovser =

Properties | Information | History

[Read,
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Passo 2: As quantificagdes aprovadas pelo diretor de estudo identificadas por voluntario, nome da
formulagdo, periodo, sequéncia de administragdo, tempo, tempo real e concentragdo da planilha excel

salvas na extansao *.csv sdo importadas para o WinNonlin 6.4.0.768 ou superior.

| etapa estatistica

estatistica descritica das concentragdes p...

& Phoenix 64 - B
@ Import File(s) E
@ ~ 1 ) « 01415- ASAjejum... » etapa estatistica v o Search etapa estatistica -]
Organize v New folder = @
J CONTRATOS A Name Date modt * o R e
; ubmit Date ubmit Machine job Queue
I\ cuRricuLOS | aalite - ists 10/09/2015
. DOCUMENTOS GAIENG: ] dados para report_f Ty pe: Microsoft Excel Comma Separated Values File
Ji EMEA ) esttistics descrtc] 5221 134K
|| FOTOS DAS ETAPAS ] orans - asa el D2iE madisck 1010872015 11714
|| GALENO ) 10 word
J| ANDAMENTO & o word
L 01415 - ASA jejum piloto - biolab 2] dados para report_portugues
)l comissio de ética em pesquisas @ owas
11 documentos sdministrativos ] anslise estatistica - teste x referénciad0
1l etapa analtica & ratio
1| etapa clinica B medin
)

inventario de amostra de retencdo ,, ¢

File name: | analito - lista

| Al Files () v|

Properies | Information | History

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

@ Phoenix 64 = =l
File Edit Insert To Window Help
| tmelE X ialsBle
| Pl % | New Proicct > Workfiow >> NCA
& S|4
=7 New Praeet Setup | Results | Verification
(2 Data +Main (analito _lista) ‘@ IS
( analito _lista P Dosing — ]
(P Code | View Source |
o Slopes Selector " New Project Data.analto _lista
ables
(3] BQL Rules {”S‘“‘B Mappings
{3 Documents P Partial Areas
Z None Sort camy =
++{"] Shortcuts P Therapeutic Response
-Fy Workdlow Units e 9 [ s
4 e PParameter Names eriod & c [ c 6
sequence @ s s & &
form @ c [s) [s) (s}
subject 15 & ¥ (o @
formulation I O O (8] o]
v
Mapping | Output Sort Order
Options
Model Typ Model Settings:
oy [ Page Breaks
[ Sparse Weight o
A 7] Intermediate Output
Latoda [ Excluds Profiles with Insufficient data
[[] Disable Curve Stipping
= Fit Slopes
v | Preview | Clear S
3 = Selections Exclusions | m |
Calculation Method Unit Normalization S
| Linear Trapezoidal Linear Interpolation ~| [ None v Max & of Profiles for User Range Selections lT

Propertiss | Information | History
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Passo 4: Abre se a janela abaixo:

@ Phoenix 64 &
File Edit Inset SendTo Window Help
5% tablE AiX dsBlO
[Coject B“TW @I 4 | Mew Proiect >> Workflow > NCA
& S |8F
S g
577 Now Prect Sewp | Results | Verification
-2 Data ' Main (analito_lista) EEIEES
H analto _ist § = 5
(=) o szmgsamr ok New Projsct Dsta anaito _|
i M Taes 5, pes lew Project Data.analito _ lista
(5 BAL Rules ¥ Slopes Mappings
{3 Documerts J'Partial Areas | Hone ot =
{1 Shorteuts I Therapeutic Respanse —
=B Worlow nits n < » ® s 2
g‘l NCA {}’Parﬂme&er Names period * O O &) c
sequence @ el sl el el
form 5 [s) [ [ o)
subject 5 & s (o) (sl
formulation ® o (5] (5] 9]
concentration - (8] ) ) (&) .

Mapping | Output Sart Order

Options | Plots

Properies | Information | History

_ [212 M8
- =2 eon

Passo 5: Abra se a janela abaixo e em “short” coloca-se a formulagao e voluntario e nesta ordem. Em
“carry” coloca-se o periodo e a sequéncia. Seleciona-se tempo e concentragéo.

@ Phoenix 64 = =l
File Edit Insert SendTo Window Help

¥ ismplaivaXx sBlO

[Object Brovser |

i | New Project >> Workflow >> NCA

R ]
57 Now Proect Setup | Results | Verification g

&-{E3 Data #PMain (analito _ lista) ‘@ RS /
] analito _lista < Dosing = =
() Code | View Source | i
T Tl Slopes Selector — o Project. Data analfo _lista
(3] BQL Rules gi‘np&; e
+{] Documerts P Partial Areas
1 Shoteuts ' Therapeutic Response / | None. Sort cary ncentra
=-% Workdlow HUnits. ime ® « I - ral
- Bed F'Parameter Names perogfl 8] (o) [ & fal
seqifnce e 'S & E &
for 3 ol F & &
suffect el & & = &
i ] @ fs) s -
confgntration : (%) o el & P

Mapping | Output Sort Order

[ options | Plots
Properties | Information | History

[214 M8

EE - = oeon

Passo 6: Clicar no opcao “run”. O software inicia o calculo dos parametros farmacocinéticos.
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) Phoenix 64 - o3
File Edit Inset SendTo Window Help
dev smala wnx {sgle
e F 3 | New Proied P precute NCAp HCA
B
] -
5] New Profect Setup | Resutis | Verification
& {28 Data & Main (analito _lista) RS
i fH anato _lista P Dosing
H View Source | Source
| %1 =) Slopes Selector | S Projsct Dats analto _ista
(31 BOL Rues Pslopes Mappings
. G Toarbints 4 Partial Areas
H e None Sort carry
{1 Shortcuts <P Therapeutic Response. .
5% Wordow ) Units e o) o) ®) o) o)
ik NeA - Parameter Names period 8] (8] “ 8] 8]
sequence Pal el & el el
form 5 [ [ [s 6]
subject C . C ) C
Formulation & 5 E E E
cancentration & & & & &

Mapping | Output Son Order

Options | Plots

Properties | Information | History
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Passo 7: Ao final a janela abaixo se abre:

o NCA.Workflow.01415 (Current) =

o

Verification
= ot
= i
Fiter. y . . Lambda_z | Lambda_z_lower | Lambda_z. HL_lambda_z | Tlag | Tmax | Cmax ~
subject Rsq_adjusted | Corr XY | No_points_lambda = == == = =
7 Output D s = 2 P Y oty ® [0) () ®) | ) | meim
B ;:smg i 1 |reference & 0.99637135 0.99606897: -0.99813403 14 038938716 175 12 17800977 0.5 1 58%
B Brclusions 2 |reference 2. 099838236 059956471 099898110 3 028065358 10 16 24697607 15 35 e
ﬁ} Final Parameters 3 |reference 3 0.99992596 0.99985192: -0.99996298 - 038504585 10 16 1.8001674 5 8 36€
[ Final Parameters Fivoted
R Partial Areas 4 |reference | 0.9991458 0.9982916:  -0.39957281 3 031701925 10 16 2.1864514 2 55 Ll
2 Plot Titles 5 |reference 5 0.99936092 0.99872185 -0.99968041 3 030083204 10 16 23041003 05 233 630
K Slopes Settings & |reference 6 099877372 0.99754744 . -0.99938667 3 027213724 10 15 25470501 15 35 502
() Summary Table
[Z Plots 7 |reference ¥ 0.39860663 0.39721326:  -0.99930307 3 0.2928364 10 16 23670117 0.5 237 80¢
. |, Observed Y and Predicte| g |reference 3 0.60395301; 0.54737487; -0.77714414 9 0.12254326 45 36 56563469 15 i
%] Text Oulput
s vl o |reference 9 033692803 09965456, -0.99646334 10 043564543 3 12 1591081 17 267
Settings 10 |reference 10 0.99103541 0.98879426:  -0.99550762 6 023990837 6 24 28892163 4.02 55 58
11 |reference 11 0.96635069 0.36261187: -0.98303138 11 026817512 35 24 25846812 1 3 B4 -
< > L£ >
Options | Plets
Model Type | Plasma (200 - 202) v [ oo
= L] Page Breaks
Sparse Weighting | Ui ¥|[0
U s s oty 1 L] ntermediste Output
Thles (o to 51
e tpio sy ] Exclude Frofies with Insuficiert data
[] Disable Curve: Strpping
Dose Options Fit Siopes
Type | Extravascular vl o]
- - Selections Exclusions e |
Caiculation Method Unit Nomaiization
[Linear Trapezoidsl Linear Interpolation - g [=] [Mone v Mo f Pofis fo User Range Selectons [100

Passo 8: Seleciona-se “Bioequivalence”.

@ Final Pa Pivoted.NCA 01415 (Current) - " IEE
Eile Edit | Send To| Window
System v
Data 3 i
Plotting » el
Nk onbox + T B e
WNLS Classic Modeling inequivalence B 14 038938716 175 e 17800977 05 il 5850, 72202222 12
Phoenix Modeling |3 Convoldtol 999118 3 028065358 10 16 24697607 15 35 4540 56.049383 16
VNG » |24 Crossover 99628 3 038504595 0 16 18001674 5 8 3660 45.185185 16
ar- » | Deconvolution 957281 31031701925 0 16 21864514 2z 55 35300 43.580247 16
Table v B Descriptive Stats 968041 3 030083204 10 16 23041003 05 233 6300, 72777778 16
Reporter b |l#  Linear Mixed Effects 938667 3 0272iITae 10 i 25470501 15 35 5020, 61975300 16
NONMEM + B&  NonParametric Superposition 930307 3 02828364 i0 i6 23670117 05 237 8080 99.878543 16
Y » |[% semicompartmental Modeling 7714414 91 012254326 45 3 5.6563469 15 & 6070, 74938272 36
SigmaPlot » | 099692003 099654516, -0.99846334 10 043564543 3 I+ 1591081 1 267, 6430, 79382716 12
S-PLUS > | 099103541 098879426 -0.99550762 6. 023990837 [3 24 2.8892163 402 55 5830: 71975309 24
PSN b | 096635069 096261187  -0.98303138 11i  0.26817512 35 24 2.5846812 i 3 8440;  104.19753 24
R v | nsssinest 099416427 -0.99805286 4 0399473 3 16 17351788 2 55 ses0, 7220222 16
13 [reference 13, 088035665 085642796 -0.93027323 7. 0356057 55 3 5414001 175 5 420 60.740741 36
14 |reference 14 n8es2773 05980364 -0.99963859 5. 034559414 5. i6 18998814 175 45 5350 64814815 16
15 |reference 15! 0.93800202 092914516  -0.96850504 91 025110293 45 24 27604105 025 & 6010 74197531 24
16 [test 1 0.93993522 087987045, -0.96950257 3 066628813 10 16 10403115 (5 6 3620 44691358 16
17 [test 2 099999913 099939825 -0.99999956 3 026543285 0 16 26113843 075 233 5790 71481481 16
18 [test 31099816702 089633405 -0.99908309 31 nansaase2 0 16 1754712 175 E 3520 4345679 16 e
< >
Columns Display Fomat 2
;.E::mn ~ @i ?eq.redl)wlﬂs ()TmrﬂADu:mﬂs
Req =
Req_adusted o Use Thousands Separator
<k >
- ®custom  Jag v
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Passo 9: Abre-se a janela abaixo. Em “Reference value”, seleciona-se a fomulagao de referéncia.

o Bioequivalence.Workflow.01415 (Current) - g
Window

ERE.Y

Setup | Results | Verification

57 Main (NCA Final Parameters Pivoted)| | = & ‘ x
View Source
Mapped to resut of: 01415 Workflow NCA.Final Parameters Pivoted
Mappings
None Sort subject Sequence Period e o Regressor ~

formulation () L) O g C - () C C
subjert & (o) 0 o) [¢) s & & [=)
Feq & (o) [o o) a c a c (o
Rsq_adjusted @ el el & al = = & &
Corr Xy i ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ b
Source Data

. . 5 5 Lambda_z | Lambda_z_lower | Lambda_z_t HL_tambda_z | Thg | Tmax | ~

‘ Im-lmlhtnm‘ subject ‘ Rsq ‘ Rsq_adjusted | Corr_XY | No_points_lambda_z pos: i ot s e P

1 |reference 1 099637135 093606057,  -0.89919403; 14 036838716 175; 12 17800877 05 1w
< >
Mapping [ Output Sort Order

Model | Fixed Effects | Variance Structure | Options | General Options

Type of study Type of Biosguivalence
() Parcllel/Other ~ (®) Crossover (@) Average ) Population/Individual

Reference Formulation
reference v

Passo 10: Seleciona-se os parametros farmacocinéticos (Cmax, ASCutmo) para avaliagdo de
bioequivaléncia. Os parametros farmacocinéticos selecionados sédo colocados na opgado “Dependent”’ e
em seguida “run”.

o BioequivalenceWorkflow.01415 (Current) -0
Wi
4 | &
gup Resuliff| Verification
2 el Parsmeters Pvoted] [ 3 [ %
View Source | Source
Mapped to result of: 01415 Workflow NCA Final Parameters Pivoted
Mappings
[ Mone Sort Subject Sequence Period je a e ~
Cmax [9 0 0 » O C & [e c
Cma D & 8] [ 0 [ [a [ [s ©
Tiast & o o # £ s £ [s [
Ciast ® [9) [3) o) [6) 8 [8) e [e]
AlClast ~ ~ ~ ~ ~ ~ a P i b
Source Data
lnﬂnulaﬁm‘ subject ‘ Rsq ‘ Rsq. anp'st¢d| Corr_xy |Nn points_lambda_z “;'17‘:;—1 l“'“""‘(ﬁ)’f"""‘ L""“"“—;—"“’" “L—L‘(';:"'“—’ '(‘:)‘1 ‘ "("‘S" i
1 |reference 1 099637135 0.99606897; -0.99818403 | 14, 038938716 175} 12 17800977 [5 ik
Z >

Mapping | Output Sort Order

Model | Fixed Effects | Variance Structure | Options | General Options

Type of study Type of Bioequivalence
() Parallel/Other (@) Crossover (@) Average () Population/Individual

Reference Fomulation
reference v

Passo 11: Ao final da analise pelo software a janela “Bioequivalence” se abre. Para obtengao da analise
estatistica de biodisponibilidade relativa em formato de texto seleciona-se “Bioequivalence Text”.

Todos os arquivos gerados pelo WinNonlin sdo salvos no diretério do estudo em questéo na pasta “etapa
estatistica”.
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al

BioequivalenceWorkflow.01415 (Current) - g
Window
EIES

Setup | Results | Verification

= T =R

= | & 15

Fitter: Dependent Units FormVar | FormRef ReflSM ReflSM_SE RefGeolSH Test TestLSM TestLSM_SE TestGeolSM Difference Diff_SE Di
(% Additional Output e Ln{Cmax) ng/mL reference 8.6219079 0.065289739 5551.9688 : test 85711519 0.06528973% 5277.2049 -0.050756024 0.083249983
- I::,' Core Output 2 |Ln(AuClast) h*ng/mL reference 9.9364207 0.055589254 20669.63 | test 9.9651657 0.055589254 21272.4 0.028745008 0.061503372
(%) Output Data

£ Average Bioequivalen

(1 Disgnostics

& Final Fixed Parometer:

£ Final Variance Parame

& nkial Variance Params

(] teration History

& Least Squares Means

£ LSM Diferences

] Parameter Key

A Partial S5

& Partial Tests

£ Ratios Test=test

£ Residuale v
< > <

=

Model | Fixed Effects | Variance Structure | Options | General Options

Type of study Type of Biosguivalence
() Parcllel/Other ~ (®) Crossover (@) Average ) Population/Individual

Reference Formulation
reference v

Erecuion Camplele

12.3 — Graph Pad Prism

Cada voluntario tera grafico com ambas as formulagdes, relacionando concentragao individual x tempo,
em escala linear. Os graficos sdo salvos no diretério especifico do estudo e salvos de acordo com a
numeragéao do voluntario.
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Average bioequivalence

Study designs

The most common designs for bioequivalence studies are replicated crossover, nonreplicated crossover, and parallel. In a parallel design, each
subject receives only one formulation in randomized fashion, whereas in a crossover design each subject receives different formulations in different
time periods. Crossaver designs are further broken down into replicated and nonreplicated designs. In nenreplicated designs, subjects receive only
one dose of the test formulation and only one dose of the reference formulation. Replicated designs invelve multiple doses. The FDA recommends
that a biocequivalence study should use a crossover design unless a parallel or other design can be demenstrated to be more appropriate for valid
scientific reasons. Replicated crossover designs should be used for individual bioequivalence studies, and can be used for average or population
bioequivalence analysis.

In the Bioequivalence Wizard, if all formulations have at least one subject given more than one dose of that formulation, then the study is
consicered a replicated design. For example, for the two formulations T and R, a 2¥3 crossover design as described in the table below is a
replicated crossover design.

Period 1 Period 2 Period 3
Sequence 1 T R T
Sequence2 |R T R
An example of a nonrepli design is the standard 2x2 crossover design described in the 1992 FDA guidance and in the table below.
Period 1 Period 2
Sequence1 |T R
Sequence2 |R T

Recommended models for average bioequivalence

The recommended model to be used in average bioequivalence studies depends en the type of study design that was used — parallel,
nonreplicated crossover, or replicated crossover.
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Replicated crossover designs

For replicated crossover designs, the default model used in the Bioequivalence Wizard is the example model given for replicated designs in
Appendix E of the FDA guidance:

Fixed effects model is:

« DependentVariable = Intercept + Sequence + Formulation + Period
Random effects model is:

«  Treatment

« Variance Blocking Variable set to Subject

« Type set to Banded No-Diagonal Factor Analytic with 2 factors
Repeated specification is:

+ Period

« Variance Blocking Variables set to Subject

+  Group set to Treatment

« Type set to Variance Components

Rather than using the implicit repeated model as in Appendix E, the time variable is made explicit as Period.

Nonreplicated crossover designs

For nonreplicated crossover designs, the default model is as follows.

Fixed effects model is:

« DependentVariable = Intercept + Sequence + Formulation + Period

Random effects model is the nested term:

- Subject(Sequence)

There is no repeated specification, so the default error model £ ~ N(0, 02 1) will be used. This is equivalent to the classical analysis method, but
using maximum likelihood instead of method of moments to estimate inter-subject variance. Using Subject as a random effect this way, the correct
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standard errors will be computed for sequence means and tests of sequence effects. Using a fixed effect model, one must construct pseudo-F tests
by hand to accomplish the same task.

When this default model is used for a standard 2x2 crossover design, WinNonlin creates two additional tabs in the output called Sequential SS and
Partial SS, which contain the degrees of freedom (DF), Sum of Squares (SS), Mean Squares (MS), F-statistic and p-value, for each of the modiel
terms. These tables are also included in the text output. Note that the F-statistic and p-value for the Sequence term are using the correct error term
since Subject(Sequence) is a random effect.

If, in addition to using the default model, the data is also In-transformed, then the Final VVariance Parameters tab will contain two additional
parameters:

Intersubject CV = sqrt( exp(Var(Subj(Seq)) - 1)
Intrasubject CV = sqrt( exp(Residual_Variance) - 1)

Note that, for this default model, Var(Subj(Seq)) is the intersubject (between subject) variance, and Residual_Variance is the infrasubject (within
subject) variance.

Paralle| designs

For parallel designs, the default model is as follows.

Fixed effects model is:
+ Formulation

There is no random model and no repeated specification, so the residual error term is included in the model.

Note: In each case, the user may supplement or modify the model to suit the analysis needs of the data set in consideration.

Least squares means

In determining the bicequivalence of a test formulation and a reference formulation, the first step is the computation of the least squares means
(LSM) and standard errors of the test and reference formulations and the standard error of the difference of the test and reference least squares
means. These quantities are computed by the same process that is used for the Linear Mixed Effects module. See also "Least squares means”.

To simplify the notation for this section, let:
+ RefLSM = reference least squares mean (computed by LinMix),
+  TestLSM = test least squares mean (computed by LinMix),

« fractionToDetect = (user-specified percent of reference to detect) / 100,
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- DIffSE = standard error of the difference in LSM (computed by LinMix),
« RatioSE = standard error of the ratio of the least squares means.
The geometric LSM are computed for transformed data. For In-transform or data already In-transformed,
RefGeoLSM = exp(RefLSM)
TestGeoLSM = exp(TestLSM)
For log10-transform or data already log10-transformed,

RefGeoLsM = 107™-SM

TestGeoLSM = 101 51-SM

The difference is the test LSM minus the reference LSM,
Difference = TestLSM — RefLSM
The ratio calculation depends on data transformation. For non-transformed,
Ratio(%Ref) = 100 (TestLSM / RefLSM)
For In-transform or data already In-transformed, the ratio is obtained on arithmetic scale by exponentiating,
Ratio(%Ref) = 100exp(Difference)
Similarly for log10-transform or data already log10-transformed, the ratio is
Ratio(%Ref) = 100 - 10DifTerence
Classical and Westlake confidence intervals

Quitput from the Bioequivalence module includes the classical confidence intervals and Westlake confidence intervals for confidence levels equal to
80, 90, 95, and for the confidence level that the user gave on the bioequivalence tab if that value is different than 80, 90, or 95. To compute the
classical confidence intervals, first the following values are computed using the students-t distribution, where alpha = (100 — confidenceLevel) / 100

lower = Difference —t - DIffSE

(1-alpha/2),df

upper = Difference + Q( - DIffSE

1-alphal2),df

These values are then transformed if necessary to be on the arithmetic scale, and translated to percentages. For In-transform or data already In-
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transformed,
CI_Lower = 100 - exp(lower)
Cl_Upper = 100 - exp(upper)
For log10-transform or data already log10-transformed,

Cl_Lower = 100 - 101"

CI_Upper = 100 - 10"PPE"
For no transform,
Cl_Lower = 100 (1+lower/RefLSM)

(TestLSM - RefLSM ) DiffSE ‘

1001
T ReALIM — 1y g2,y RefLSM

where the approximation RatioSE = DiffSE / RefLSM is used. Similarly,
CI_Upper = 100 (1 + upper / RefLSM)

The procedure for computing the Westlake confidence intervals is given in many statistical references. See, for example, Chow and Liu (2000),
page 86. Computing these intervals is an iterative procedure for which the Nelder-Mead simplex algerithm is used. It is possible that there will not
be convergence, in which case the Bioequivalence module will print “Not Estimable.”

The bioequivalence conclusion that appears in the text output depends on the user-specified values for the confidence level and for the percent of
reference to detect; these options are entered on the bioequivalence options tab of the Bioequivalence wizard. To conclude whether bioequivalence
has been achieved, the CI_Lower and CI_Upper for the user-specified value of the confidence level are compared to the following lower and upper
bounds. Note that the upper bound for log10 or In-transforms or for data already transformed is adjusted so that the bounds are symmetric on a
logarithmic scale.

LowerBound = 100 — (percent of reference to detect)

UpperBound (In-transforms) = 100 exp( —In(1 — fractionToDetect) )
=100 (1 /(1 — fractionToDetect))

UpperBound (log10-transforms)=100 - 10*( —log10(1.0—fractionToDetect))
=100 (1 /(1 — fractionToDetect))

UpperBound (no transform) = 100 + (percent of reference to detect)
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If the interval (CI_Lower, CI_Upper) is contained within LowerBound and UpperBound, average bioequivalence has been shown. If the interval
(Cl_Lower, CI_Upper) is completely outside the interval (LowerBound, UpperBound). average bioinequivalence has been shown. Otherwise, the
modiule has failed to show bioeguivalence or bioinequivalence.

Two one-sided T-tests
For In-transform or data already In-transformed, the first t-test is a left-tail test of the hypotheses:

HO: Difference < In(1 — fractionToDetect) (bioinequivalence for left test)

HW: Difference = In(1 — fractionToDetect) (bioequivalence for left test)

The test statistic for performing this test is:
r,‘ = ( (TestLSM — RefLSM) — In(1 — fractionToDetect) ) / DiffSE
The p-value is determined using the t-distribution for this t-value and the degrees of freedom. If the p-value is <0.05, then the user can reject H0 at
the 5% level, i.e. less than a 5% chance of rejecting HD when it was actually true.
For log10-transform or data already log10-transformed, the first test is done similarly using log10 instead of In.
For data with no transformation, the first test is (where Ratio here refers to Ratio(%Ref) / 100 ):
HO: Ratio < 1 - fractionToDetect
H1: Ratio S 1 - fractionToDetect
The test statistic for performing this test is:
t1 =[(TestLSM / RefLSM) — (1 — fractionToDetect) | / RatioSE
where the approximation RatioSE = DiffSE / RefLSM is used.

The second t-test is a right-tail test that is a symmetric test to the first. However for \cgm or In-transforms, the test will be symmetric on a

logarithmic scale. For example, if the percent of reference to detect is 20%, then the left-tail test is Pr(<80%). but for In-transformed data, the right-
tail test is Prob(>125%), since In(0.8) = —In(1.25).

For In-transform or data already In-transformed, the second test is a right-tail test of the hypotheses

HD: Difference > - In(1 - fractionToDetect) (bicinequivalence for right test)
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H1: Difference £ - In(1 - fractionToDetect) (bioequivalence for right test)

The test statistic for performing this test is:
t2 = ( (TestLSM — RefLSM) + In(1 — fractionToDetect) ) / DiffSE

For log10-transform or data already log10-transformed, the second test is done similarly using Ing10 instead of In

For data with no transformation, the second test is:

HG: Ratio > 1 + fractionToDetect

HW: Ratio £ 1 + fractionToDetect

The test statistic for performing this test is:
tZ =( (TestLSM / RefLSM) — (1 + fractionToDetect) ) / RatioSE

where the approximation RatioSE = DiffSE / RefLSM is used.

The output for the two one-sided f-tests includes the p-value for the first test described above, the p-value for the second test above, the maximum
of these p-values, and total of these p-values. The two one-sided t-tests procedure is operationally equivalent to the classical confidence interval
approach. That is, if the classical (1-2¥alpha) ¥100% confidence interval for difference or ratio is within LowerBound and UpperBound, then both
the Hy's given above for the two tests are also rejected at the alpha level by the two cne-sided ttests.

Anderson-Hauck test
See Anderson and Hauck (1983), or page 99 of Chow and Liu (2000). Briefly, the Anderson-Hauck test is based on the hypotheses:

Hyqt By - <8 Vs Hy gt - Mg > 8y

Hogtip - 28y vs. Hyptip -1 <8y
where SL and SU are the lower and upper Anderson-Hauck limits; these limits are entered on the bicequivalence options tab. Rejection of both null
hypotheses implies bioequivalence. The Anderson-Hauck test statistic is rAH given by

¥

(8, +6,)/2
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where Diff SE is the standard error of the difference in means. Under the null hypothesis, this test statistic has a noncentral t-distribution.

Power

Power is the post-hoc probability of detecting a difference greater than or equal to a specified percentage of the reference least squares mean. In
general,

Power = 1 — (probability of a type Il error)

= probability of rejecting H0 when H1 is true.

In the bioequivalence calculations, the hypotheses being tested are:

HO: RefLSM = TestLSM

H1: RefLSM # TestLSM

For the no-transform case, the power is the probability of rejecting Hy given:

[TestLSM — RefLSM | z fractionToDetect x RefLSM
For In-transform, and data already In-transformed, this changes to:
|TestLSM — RefLSM | 2 — In (1 — fractionToDetect),
and similarly for log10-transform and data already log10-transformed.
For the sake of illustration, assume fractionToDetect = 0.2, RefLSM>0, and no transform was done on the data. Also the maximum probability of
rejecting HO occurs in the case of equality, |TestLSM — RefLSM| = 0.2xRefLSM. So:
Power = Pr (rejecting H0 at the alpha level given |Difference| = 0.2xRefLSM)

= Pr (|Difference/DiffSE| > t dfgiven |Difference| = 0.2xRefLSM)

(1-alpha/2),

= Pr (Difference/DIffSE > t 4 9ven [Difference| = 0.2xRefLSM)

(1-alpha/2),

+ Pr (Difference/DIffSE < —t ( ) o given Difference] = 0.2xRefLSM)

1-alpha/2
Let:
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= t (1-alphar2).df ~ 0.2xRefLSM / DIffSE

tz =-t (1-alpha/2),df ~ 0.2xRefLSM / DIffSE

t.,.. = (Difference — 0.2xRefLSM) / DiffSE

stat
Then:
Power = F’r(lstﬂt > t1 given |Difference| = 0.2xRefLSM)
+ F’r(tstat < (2 given |Difference| = 0.2xRefLSM)
Note thatt_, . is T-distributed. Let Py be the p-value associated with t1 (the area in the tail), and let Ps be the p-value associated with 12 (the area in

stat
the tail; note that p, may be negligible). Then:

Power =1 — (p1 - pz)
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