
Bioequivalencia promedio escalada basada en
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Introducción

Introducción

Para el desarrollo de una nueva droga(fármaco) generalmente los primeros estudios
que se realizan son en animales.

Se define por ensayo cĺınico a toda evaluación experimental de una sustancia o
medicamento, a través de su administración o aplicación a los seres humanos, el cual
permite demostrar la eficacia y seguridad de la molécula.

Los estudios de bioequivalencia(BE) se utilizan para demostrar que un medicamento
genérico tiene la misma eficacia terapéutica que el medicamento referencia. Aśı estas
dos formulaciones pueden ser totalmente intercambiables.

Los medicamentos (HVD) en general se consideran a aquellos cuyo CVWR ≥ 30 %.

Existen tests de BE, bien establecidos, aprobados por las agencias y usados de forma
habitual, pero que no son suficientemente potentes para drogas (HVD), lo que hace
muy dif́ıcil aprobar BE con los tamaños muéstrales habituales en ensayos de BE, se
requeriŕıan tamaños mucho mayores.

La agencia europea del medicamento, EMA, y la estadounidense FDA, propusieron
ĺımites de bioequivalencia BE “escalada”, para facilitar la declaración de BE de
genéricos de drogas (HVD) . Ambos enfoques entran dentro de lo que se denomina
(RSABE).
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dos formulaciones pueden ser totalmente intercambiables.

Los medicamentos (HVD) en general se consideran a aquellos cuyo CVWR ≥ 30 %.

Existen tests de BE, bien establecidos, aprobados por las agencias y usados de forma
habitual, pero que no son suficientemente potentes para drogas (HVD), lo que hace
muy dif́ıcil aprobar BE con los tamaños muéstrales habituales en ensayos de BE, se
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ĺımites de bioequivalencia BE “escalada”, para facilitar la declaración de BE de
genéricos de drogas (HVD) . Ambos enfoques entran dentro de lo que se denomina
(RSABE).

UdeC 4 / 64



Introducción

Introducción
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Introducción

Introducción

Los tests de BE asociados a dichos ĺımites escalados, en parte debido a que los
ĺımites están basados en funciones poco regulares en algunos puntos y tambien al
hecho de que se aplica de forma incorrecta el “principio de inclusión de intervalos”(el
enfoque más habitual en los tests de BE), tienen problemas de control del error de
tipo I. Algunos autores como Karalis et al.(2011) han propuesto ĺımites más regulares
y por otra parte se proponen métodos donde el principio de inclusión de intervalos se
aplica en forma correcta.

Se proponen principalmente métodos que tienen en consideración alguna de las
objeciones realizadas para cada criterio definidas más adelante, concretamente en
EMA se propone una mejora (método que se denomina “Howe-EMA”). Para el
método de la FDA se consideran dos métodos con ĺımites de BE continuos,
“contFDA” y “contFDA2”.Por otra parte, también se consideran métodos donde los
ĺımites de BE son suaves en todos sus puntos definiendo aśı el método “LO” y
“Howe-LO”, además se considera una corrección del sesgo en la aplicación del método
“Howe-LO” definiendose “bcHowe-LO” y se propone un método de ajuste del nivel de
significación.

Algunos de estos métodos se han aplicado a un conjunto de datos reales y sus
propiedades principalmente el error de tipo I y la potencia se han estudiado mediante
estudios de simulación de un diseño crossover (TRR/RTR/RRT) y (TRTR/RTRT)
que son recomendado por las agencias del medicamento.
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Introducción Objetivo

Introducción

Objetivos

Estudiar las propiedades inferenciales de distintos métodos escalados para
HVD, tanto para la FDA como para EMA. Con el objetivo de comparar dichos
métodos y establecer mejoras en los métodos establecidos.

Reformular mediante ĺımites más regulares matemáticamente los métodos
mencionados anteriormente, aportando una definición más gradual de HVD, en
lugar del criterio de śı/no basado en el umbral 30 %.

Se propone un método de ajuste del nivel de significancia en un test de
bioequivalencia promedio escalada de referencia (RSABE) que se basa en datos
de un diseño crossover. El objetivo es controlar el error de Tipo I.
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Métodos Estad́ısticos Diseños crossover

Diseños crossover

Los Diseños crossover son un tipo de experimento de medidas repetidas, donde
distintos tratamientos son aplicados en periodos de tiempo sucesivos a las
unidades experimentales.

En el caso de ensayos cĺınicos de bioequivalencia las unidades experimentales
son los sujetos, y si consideramos el factor formulación con dos niveles, es
decir, tratamiento R y T , estos son asignados en periodos de tiempo sucesivos
generando una secuencia de tratamientos, donde el número de secuencias de
tratamiento es prefijado por el investigador y el proceso de aleatorización
indica que se asignan aleatoriamente sujetos a las secuencias de tratamientos.

El washout es el tiempo entre cada tratamiento de la secuencia de tratamiento
y es importante que sea un tiempo adecuado para que el cuerpo se limpie del
efecto del tratamiento aplicado en el periodo anterior.

El modelo del diseño crossover tiene en cuenta esta situación de limpieza y
considera un factor fijo llamado carryover, este efecto carryover puede generar
sesgo en las estimaciones en el caso de que dicho efecto exista.
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En el caso de ensayos cĺınicos de bioequivalencia las unidades experimentales
son los sujetos, y si consideramos el factor formulación con dos niveles, es
decir, tratamiento R y T , estos son asignados en periodos de tiempo sucesivos
generando una secuencia de tratamientos, donde el número de secuencias de
tratamiento es prefijado por el investigador y el proceso de aleatorización
indica que se asignan aleatoriamente sujetos a las secuencias de tratamientos.

El washout es el tiempo entre cada tratamiento de la secuencia de tratamiento
y es importante que sea un tiempo adecuado para que el cuerpo se limpie del
efecto del tratamiento aplicado en el periodo anterior.

El modelo del diseño crossover tiene en cuenta esta situación de limpieza y
considera un factor fijo llamado carryover, este efecto carryover puede generar
sesgo en las estimaciones en el caso de que dicho efecto exista.

UdeC 10 / 64



Métodos Estad́ısticos Diseños crossover

Diseños crossover

Los Diseños crossover son un tipo de experimento de medidas repetidas, donde
distintos tratamientos son aplicados en periodos de tiempo sucesivos a las
unidades experimentales.
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Métodos Estad́ısticos Diseños crossover

Diseños crossover

Parámetros farmacocinéticos

Los parámetros farmacocinéticos se obtienen de las siguientes expresiones, (Peace y
Chen 2010):

AUC : el área bajo la curva concentración-tiempo . Existen dos variantes de
dicho parámetro farmacocinético en este caso estudiaremos, el área bajo la
curva hasta el último instante observado en la curva de concentración-tiempo,
denotado como AUC0−k o más comunmente AUC0−t si t = tk que se calcula
mediante la regla del trapecio como:

k∑
i=1

(ci + ci−1)× (ti − ti−1)

2

Cmax : la máxima concentración definida:

Cmax = max{c0, c1, ..., ck}

Tmax : el tiempo requerido para alcanzar la máxima concentración.
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Figura 1: Graficos ilustrativos de la obtencion de los parametros farmacocineticos.
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Métodos Estad́ısticos Diseños crossover

Diseños crossover

Se utilizó la misma formulación general que utilizan Chow y Liu (2009) del modelo
lineal asociado a un diseño crossover:

Yijk = µ+ Gk + Si(k) + Pj + F(j,k) + C(j−1,k) + eijk . (1)

Donde i = 1, .., nk ; j = 1, ..., J k = 1, ...,K , φ = FT − FR y en general
Y = ln(Cmax) o Y = ln(AUC )

Si(k)
iid∼ N(0, σ2

S)

eijk
iid∼ N(0, σ2

τ(j,k))
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Métodos Estad́ısticos Diseños crossover

Diseño crossover RT/TR

Diseño crossover RT/TR

En general, las agencias reguladoras recomiendan obtener datos usando un diseño
crossover (más espećıficamente, un diseño crossover RT/TR de 2× 2, 2 periodos y
2 secuencias.), considerando J = K = 2 en la (1) se tiene este modelo en particular.

Periodo

Secuencia 1 2

1 R T
2 T R

Tabla 1: Diseño RT/TR.

La inferencia del efecto formulación se basa en el contraste de diferencia de cada
sujeto i dentro de cada secuencia k :

dik = 0.5(Yi2k − Yi1k).
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Diseño crossover RT/TR

Las diferencias entre tratamientos dentro de cada sujeto definen el concepto de
“contraste intrasujeto” (intra subject contrast, ISC) el cuál es un método de
estimación de parámetros. Como veremos más adelante, no es el único enfoque
posible, y cuál de ellos escoger depende en gran parte de lo requerido por las
distintas agencias del medicamento.

La estimación del efecto formulación se obtiene:

φ̂ = d̄·1 − d̄·2 = Y T − Y R

donde Y T = 1
2 (Y ·21 + Y ·12),Y R = 1

2 (Y ·11 + Y ·22), es un estimador insesgado del
efecto formulación φ siempre que no este presente el efecto carryover.

y el error estándar de φ̂ puede ser estimado independiente por

ŝeφ̂ = σ̂d

√
1

n1
+

1

n2
= σ̂

√
N

2n1n2
.
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Métodos Estad́ısticos Diseños crossover

Diseño parcialmente replicado TRR/RTR/RRT

Diseño semi replicado

Particularizando el modelo general en este caso se tiene que K = 3 y J = 3 en (1). Es
decir, es un diseño crossover de 3× 3.

Periodo

Secuencia 1 2 3

1 T R R
2 R T R
3 R R T

Tabla 2: Diseño TRR/RTR/RRT

El estimador del efecto formulación φ obtenido a partir del método de los momentos, es
dado por:

φ̂ =
1

3
(Y ·11 + Y ·22 + Y ·33)− 1

6
(Y ·12 + Y ·13 + Y ·21 + Y ·23 + Y ·31 + Y ·32)
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Métodos Estad́ısticos Diseños crossover

y la varianza del estimador es

Var(φ̂) =
σ2
e

9

(
1

n1
+

1

n2
+

1

n3

)
(2)

Notar que en este caso se está asumiendo homocedasticidad de varianzas
intrasujetos, es decir, σ2

WR = σ2
WT = σ2

e en la fórmula (2), cuya estimación se
define en (3).
La estimación de la varianza intrasujetos de la formulación de referencia es extráıda
del documento sobre progesterona de la FDA para RSABE, es dada por:

σ̂2
WR =

K∑
k=1

nk∑
i=1

(dik − d̄·k)2

2(N − K )
(3)

en el cual se define lo siguiente:

dik = yRik1 − yRik2 (donde 1 y 2 representan las réplicas del tratamiento de referencia)

si K = 3 representa la estimación de un diseño parcialmente
replicado:(TRR/RTR/RRT); K = 2 representa la estimación para un diseño
replicado: (TRTR /RTRT).
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Métodos Estad́ısticos Diseños crossover

Diseño replicado TRTR/RTRT

Diseño replicado

Particularizando el modelo general en este caso se tiene que K = 2 y J = 4 en (1). Es
decir, es un diseño crossover de 4× 2. cuatro periodos y dos secuencias.

Periodo

Secuencia 1 2 3 4

1 T R T R
2 R T R T

Tabla 3: Diseño TRTR/RTRT

De manera similar se pueden obtener los parámetros estimados de interés para este diseño
replicado y en este caso se pueden estimar por separado los parámetros σ2

WR y σ2
WT .
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Métodos Estad́ısticos Diseños crossover

Método de estimación requeridos

Los métodos de estimación basados en los contrastes intrasujeto ISC son
admisibles desde el punto de vista de las regulaciones FDA.

Pero la EMA, en un documento de Questions & Answers de 2015, aclaró que
las estimaciones se deben basar en ajustes ANOVA, es decir, las estimaciones se
deben basar en los cuadrados medios obtenidos en la tabla ANOVA del diseño.

De manera que los métodos de estimación que se comentan en esta subsección
seŕıan los aplicables a FDA. En el caso de RT/TR no hay problema, ya que
ambos enfoques coinciden, pero para diseños de orden superior puede haber
diferencias.
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Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

Principio de inclusión de intervalos

Uno de los métodos más frecuentemente utilizados para la evaluación de pruebas de
equivalencia (4) se basa en el principio de inclusión de intervalos de confianza. Aśı
para demostrar bioequivalencia se deben contrastar las siguientes hipótesis:

H0 : φ ≤ −ε1 ∨ φ ≥ ε2

H1 : −ε1 < φ < ε2
(4)

Dado el parámetro de interés φ se procede a calcular la estimación de su intervalo
de confianza ya sea en forma exacta o aproximada, aśı por ejemplo: si el IC de nivel
de confianza (1− α)100 % es ICφ entonces basándose en el principio de inclusión
intervalos se rechaza H0 (es decir, se declara BE), si

ICφ está completamente incluido en (−ε1, ε2)

El criterio anterior asegura un test de extensión menor o igual a α.
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Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

Intervalo de Confianza para φ

El intervalo de confianza para el efecto formulación φ, cuyo nivel de confianza es
(1− 2α)100 % esta dado por:

ICφ = φ̂± t1−α,ν

√
V̂ar(φ̂) (5)

donde ν son los grados de libertad que vaŕıa de acuerdo al diseño crossover en
estudio y además dependen del método inferencial que se está aplicando.

De acuerdo al documento de la EMA Q&A 2015 los grados de libertad se
obtienen a través de la tabla ANOVA asociada al modelo lineal (1), Por lo
tanto, en el caso del diseño semireplicado en estudio seŕıan ν = 2N − 3.

Cabe mencionar que para los otros métodos mencionados el método de
estimación que se utiliza es el ISC. De esta manera, sus grados de libertad
seŕıan ν = N − 2 para el diseño semireplicado.

El principio de inclusión de intervalos, asociado al intervalo anterior, de nivel
de confianza 1− 2α, asegura un test de extensión exactamente igual a α.

UdeC 22 / 64



Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

Intervalo de Confianza para φ

El intervalo de confianza para el efecto formulación φ, cuyo nivel de confianza es
(1− 2α)100 % esta dado por:

ICφ = φ̂± t1−α,ν

√
V̂ar(φ̂) (5)

donde ν son los grados de libertad que vaŕıa de acuerdo al diseño crossover en
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estudio y además dependen del método inferencial que se está aplicando.
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Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

Bioequivalencia promedio

Un procedimiento para demostrar bioequivalencia promedio (ABE) se expresa en
términos de una prueba de equivalencia para el efecto formulación φ.

donde −ε1 = ε2 = ε = 0.223, aśı ±ε = ±0.223. en el contraste de hipótesis anterior (4).

Para realizar este contraste, se utiliza la propuesta de Schuirmann (1987)(TOST: Two
One Sided Tests):

H01 : φ ≤ −ε vs H11 : φ > −ε
H02 : φ ≥ ε vs H12 : φ < ε

El procedimiento basado en rechazar la hipótesis nula en (4) si se rechazan a un nivel
α ambas hipótesis nulas en los contrastes unilaterales anteriores, y por lo tanto
declarar bioequivalencia, define un test de nivel α.

Otro procedimiento equivalente es aplicar el principio de inclusión de intervalos, es
decir, si el intervalo de confianza ICφ de nivel de confianza 1− 2α está incluido
dentro de los ĺımites de equivalencia (−0.223, 0.223) entonces rechazamos la
hipótesis nula de bioinequivalencia.
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El procedimiento basado en rechazar la hipótesis nula en (4) si se rechazan a un nivel
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Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

Bioequivalencia promedio escalada: Método EMA
(Sólo para Cmax)

Para demostrar bioequivalencia escalada se ponen a prueba las siguientes hipótesis:

H0 : φ ≤ −φEMA(σWR) ∨ φ ≥ φEMA(σWR)
H1 : −φEMA(σWR) < φ < φEMA(σWR)

Donde el ĺımite de BE superior según el criterio EMA, para el parámetro
farmacocinético Cmax se define:

φEMA(σWR) =


0.223 si σWR < σCV=30

kEMAσWR si σCV=30 ≤ σWR < σCV=50

0.359 si σWR ≤ σCV=50

Las constantes kEMA, σCV=30 y σCV=50 t́ıpicamente se redondean a kEMA = 0.76,
σCV=30 = 0.294 y σCV=50 = 0.472.
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Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

Criterio de decisión de RSABE, EMA

1 Obtener la estimación del efecto formulación, φ̂.

2 (Restricción sobre la estimación puntual). Si φ̂ esta fuera de ±0.223 no se
declara BE y el proceso termina.

3 Obtener la estimación de σWR , σ̂WR .

4 Calcular el intervalo de confianza del 90 % para el efecto formulación φ, es
decir, ICφ, definido en (5).

5 Si ICφ al 90 % está completamente incluido en los ĺımites ±φEMA(σ̂WR), se
declara BE(rechazar H0), en otro caso, no se declara BE.
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Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

Posibles objeciones

Función que define el ĺımite RSABE poco regular, no derivable en dos puntos.

Criterio bietápico:

1 Estimar σWR → σ̂WR .
2 Si σ̂WR < σCV=30 empleo de ĺımites constantes.

Si σ̂WR ≥ σCV=30 empleo de ĺımites escalados.

Principio de inclusión de intervalos válido para ĺımites constantes,
predefinidos.¿también válido para ĺımites aleatorios, función de σ̂WR?.
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Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

σWR
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0.223

0.359
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Figura 2: Limites lineales de la EMA
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Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

Ĺımites suaves comparado con los ĺımites EMA

Ĺımites suaves comparado con los ĺımites EMA

Las pruebas de bioequivalencia asociadas a los ĺımites escalados (RSABE) definidos
anteriormente, unas de las objeciones que presentan es que se basan en ĺımites de
bioequivalencia poco regulares. Esto quizás es una posible causa de problemas de
control de error tipo I.
se utiliza la propuesta de los autores Karalis et al.(2011), porque emulan muy
fielmente los ĺımites EMA, son muy comparables a ellos.

φsmooth(σWR) = η +
ω − η

1 + e
−
(
σWR−σW 0

γ

) (6)
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Métodos Estad́ısticos Bioequivalencia

En la ecuación (6) las constantes η = 0.2231436, ω = 0.3590022 son fijas y σW 0 ,
γ se ajustan emṕıricamente, para que su curva se parezca a los ĺımites lineales de la
EMA, en el art́ıculo de Karalis et al.(2011), se obtienen las estimaciones :
γ̂ = 0.0336 y σ̂W 0 = 0.3853, lo cual se observa en la figura (3).

σWR

φ E
M

A

0 0.2935604 0.4723807 0.7033465

−0.359

−0.223

0

0.223

0.359

EMA Cmax

σWR

φ s
m

oo
th

−0.359

−0.223

0

0.223

0.359

0 0.2935604 0.4723807 0.7033465

EMA suave Cmax

Figura 3: Limites lineales de la EMA y limites suaves, respectivamente
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Método Howe-EMA

Criterio de decisión de RSABE, Howe-EMA

1 Obtener la estimación del efecto formulación, φ̂.

2 Si φ̂ está fuera de ±0.223 no se declara BE y el proceso termina.
3 Obtener la estimación de σWR , σ̂WR .

Si σ̂WR < σCV=30 ∨ σ̂WR ≥ σCV=50 entonces,

a) Obtener el intervalo de confianza del 90 % para el efecto formulación φ, ICφ.
b) Si ICφ al 90 % está completamente incluido en los ĺımites ±φEMA(σ̂WR )(es decir,
±0.223 si σ̂WR < σCV=30 ∨ ±0.359 si σ̂WR ≥ σCV=50), se declara BE, en otro
caso, no se declara BE y el proceso termina.

4 otro caso,

a) Obtener ĺımite superior η̂U del intervalo de confianza para η = φ2 − k2
EMAσ

2
WR ,

ICη = (−∞, η̂U ].
b) Si η̂U < 0 declara BE, en otro caso, no se declara BE.
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Método LO(leveling off)

Si redefinimos las hipótesis RSABE pero ahora considerando ĺımites suaves se tiene
que:

H0 : φ ≤ −φLO(σWR) ∨ φ ≥ φLO(σWR)
H1 : −φLO(σWR) < φ < φLO(σWR)

donde φLO representa la función que define los ĺımites suaves leveling-off

φLO (σ) = log (s(σ))

y s representa la función Sigmoidea que define los ĺımites de la escala original:

s (σ) = φ0 +
δ

1 + exp
{
−σ−τγ

}
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Criterio de decisión de RSABE, LO

con:

φ0 = 1.25
δ = 1.4319− 1.25
τ = 0.3853
γ = 0.0336.

Criterio de decisión de RSABE, LO

1 Obtener la estimación del efecto formulación, φ̂.

2 Si φ̂ está fuera de ±0.223 no se declara BE y el proceso termina.

3 Obtener la estimación de σWR , σ̂WR .

4 Si CIφ está completamente incluido en los ĺımites ±φLO(σ̂WR) , se declara BE
(Rechazar H0), en otro caso no se declara BE.
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Método Howe-LO(leveling off)

Método Howe-LO

Definiendo el parámetro de interés

θ =
φ

φLO(σWR)

y considerando el contraste de hipótesis RSABE con ĺımites más regulares se tiene:

H0 : φ ≤ −φLO(σWR) ∨ φ ≥ φLO(σWR)
H1 : −φLO(σWR) < φ < φLO(σWR)

(7)

reemplazando el parámetro de interés en el contraste (7) y elevando al cuadrado se
pueden definir equivalentemente:

H0 : θ2 ≥ 1
H1 : θ2 < 1.

(8)
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Despejando se define el siguiente contraste de hipótesis:

H0 : η ≥ 0
H1 : η < 0

(9)

donde el nuevo parámetro de intéres es:

η = φ2 − φ2
LO(σWR). (10)

Luego cuando la inferencia se realiza sobre el parámetro compuesto (10) se declara
BE cuando se verifica que η̂U < 0 .
Para resolver esta prueba de hipótesis utilizamos el método inferencial del CIIP. La
construcción del intervalo de confianza unilateral se realiza mediante el método de
Howe que consiste en tener los intervalos de confianza 1− α unilateral (−∞, φ̂2

U ]
para φ2 y unilateral [σ̂L,+∞) para σWR .
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Aśı, en el método “Howe-LO” el intervalo de confianza aproximado se construye
mediante el método de Howe. Entonces η̂U se construye:

donde:

Em = φ̂2

Es = φ2
LO(σ̂WR)

Cm = (| φ̂ | +ŜE φ̂t1−α,ν)2

Cs = φ2
LO

(√
νσ̂2

WR

χ2
1−α,ν

)
Lm = (Cm − Em)2 =

{
(| φ̂ | +ŜE φ̂t1−α,ν)2 − φ̂2

}2

Ls = (Cs − Es)2 =

{
φ2
LO

(√
νσ̂2

WR

χ2
1−α,ν

)
− φ2

LO(σ̂WR)

}2

.

Aśı se tiene que:

η̂U = φ̂
2 − φ2

LO
(
σ̂WR

)
+

√√√√√√
{(∣∣∣φ̂∣∣∣ + ŜE

φ̂
t1−α,ν

)2
− φ̂2

}2
+

φ2
LO


√√√√√ νσ̂2

WR

χ2
1−α,ν

 − φ2
LO

(
σ̂WR

)
2

(11)
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Método bcHowe-LO(leveling off)

Se define la función h(σ2) = φ2
LO((σ2)

1
2 ) desarrollando h en serie de Taylor hasta el

grado 2 y considerando σ2 = σ2
WR :

h(σ̂2
WR)︸ ︷︷ ︸

=φ2
LO

(σ̂WR )

= h(σ2
WR)︸ ︷︷ ︸

=φ2
LO

(σWR )

+h′(σ2
WR)(σ̂2

WR − σ2
WR) +

h′′(σ2
WR )

2
(σ̂2

WR − σ2
WR)2 + R2(h)

luego aplicando el operador esperanza y despreciando el residuo quedaŕıa:

E(φ2
LO (σ̂WR )) − φ2

LO (σWR ) = bias(φ2
LO (σ̂WR )) = h′(σ2

WR ) E(σ̂2
WR − σ

2
WR )︸ ︷︷ ︸

=0

+
h′′(σ2

WR )

2
E((σ̂2

WR − σ
2
WR )2)
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Método bcHowe-LO

bias
(
φ2
LO (σ̂WR)

)
' 1

4
Cvar

(
σ̂2
WR

)
(12)

donde C es un valor constante que depende de σWR y de la función que define los
ĺımites escalados φLO con su primera y segunda derivada:

C =
[φ′LO (σWR)]

2
+ φLO (σWR)φ′′LO (σWR)

σ2
WR

− φLO (σWR)φ′LO (σWR)

(σWR)3 . (13)

Al comparar las escalas de valores tomados por la función φLO y sus distintas
derivadas figura 4 se comprende el peso que podŕıa tener la segunda derivada:
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Método bcHowe-LO

Figura 4: Representación conjunta de la probabilidad de declarar BE para el método
Howe-LO (para el caso n = 12; N = 36) y la función que define los ĺımites φLO(σWR) y
sus dos primeras derivadas, en un diseño parcialmente replicado TRR/RTR/RRT.
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Método bcHowe-LO

En la situación paramétrica-normal que se esta considerando en esta investigación
la varianza de σ̂2

WR es decir, var
(
σ̂2
WR

)
se puede calcular dado que σ̂2

WR tiene
distribución ji-cuadrado con ν = N − K grados de libertad multiplicado por el

factor
σ2
WR

ν . Por lo tanto,

var
(
σ̂2
WR

)
=

(
σ2
WR

ν

)2

2ν =
2(σ2

WR)2

ν

como consecuencia de (12) y (13) el sesgo puede ser estimado por:
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(
φ

2
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(
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=

1

4
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(
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(
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(
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2ν

([
φ
′
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(
σ̂WR

)]2
+ φLO

(
σ̂WR

)
φ
′′
LO
(
σ̂WR

)
−
φLO

(
σ̂WR

)
φ′LO

(
σ̂WR

)
σ̂WR

)
. (14)

Luego esta expresión se tendŕıa que restar al término indicado con Es en el método
“Howe-LO” definiéndose aśı el enfoque “bcHowe-LO”.
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Método de ajuste del nivel de significación

Bajo el modelo (1) y suponiendo un diseño bien llevado a cabo, sin efecto carryover
(es decir, con un adecuado washout tiempos entre cada tratamientos administrados),
la probabilidad de declarar la bioequivalencia es una función p, que depende: del
verdadero efecto formulación que se fije φ, de las variabilidades dentro de los
sujetos σWR y σWT , del diseño crossover elegido D, de los tamaños muestrales en
cada secuencia n = (n1, ..., nK ) y el preespecificado nivel de significancia, α.

p(φ, σWR , σWT ,D,n, α)

Idealmente, esta probabilidad debe ser igual a α para valores de φ en el ĺımite de
bioequivalencia, es decir, φ = φRSABE (σWR)
En resumen, el método consiste en resolver, con respecto a la variable αadj , la
ecuación:

α = p(φ = φRSABE (σWR), σWR = σWT = σ0,D,n, αadj). (15)
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Resultados Métodos propuestos RSABE

Método de ajuste del nivel de significación

En primer lugar, se realizaron simulaciones exhaustivas (1.000.000 de repeticiones de
simulación) proporcionando la verdadera probabilidad máxima de error de tipo I de
diferentes niveles de confianza nominal y tamaños de muestra por cada secuencia
balanceada. A partir de estos resultados de simulación emṕıricamente se ajustaron las
funciones lineales para cada uno de los métodos considerados y los diseños
(TRR/RTR/RRT o TRTR/RTRT). Dado un tamaño de muestra y un nivel de
significación objetivo, éstas funciones devuelven un nivel de significancia ajustado
para igualar aproximadamente este α.

Los valores aproximados obtenidos se utilizan como valores iniciales para un proceso
iterativo basado en m = 1.000.000 réplicas de simulación obteniendo el nivel de
significancia ajustado αadj que verifica la ecuación (15).

Para un diseño dado y vector de tamaños de muestra, no necesariamente balanceado,
se debe tener en cuenta que este proceso implica calcular repetidamente sobre los
posibles valores de αadj para calcular la proporción de las declaraciones de
bioequivalencia, pero ésto implica que los procesos consumen más tiempo, es decir, la
generación de los m conjuntos de datos y el posterior cálculo de las estimaciones
relevantes (φ̂, σ̂2

WR), sobre los conjuntos de datos generados se realizan sólo una vez.
Este método se implementa en la función adjAlpha en el paquete R adjustalpha.
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Resultados Simulación

Simulación

El objetivo de las simulaciones realizadas en esta memoria es comparar distintos
métodos (RSABE) y proponer un método de ajuste del nivel de significancia en un
test de bioequivalencia promedio escalada de referencia (RSABE) que se basa en
datos de un diseño crossover, con el fin de controlar el error de Tipo I.

Se estudiaron los diseños parcialmente replicados TRR/RTR/RRT balanceados, Se
consideraron los siguientes tamaños muestrales por secuencia: n = 8, 12, 16 y 24 (es
decir, N = 24, 36, 48 y 72 tamaños totales de las tablas de datos generadas),
comunes en estudios de BE reales. El otro diseño estudiado fue el diseño replicado
TRTR/RTRT con tamaños muestrales por secuencia: n = 12, 18, 24,36 balanceado y
se consideró válida la t́ıpica suposición de normalidad de los datos en la escala
logaŕıtmica y el supuesto de homocedasticidad en las varianzas que representan la
variabilidad intrasujetos.

Como se comentó anteriormente, un fármaco es considerado de alta variabilidad si
CVWR ≥ 30 %. Sin embargo, se simularon también rango de valores de σWR desde
σCV=10 % a σCV=60 % con incrementos de CV de 2 % excepto en cercanias de σCV=30 %

y σCV=50 % (y σCV=25.4 %) con incrementos de 0.5 % para ver su comportamiento
frente a las metodoloǵıas estudiadas .
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Resultados Simulación

Simulación

En las simulaciones de los diseños crossover sólo se considera presente el efecto del
tratamiento. Los otros efectos fueron considerados nulos.

La variable de respuesta principal de las simulaciones es el error de tipo I y la
potencia del test.

Los escenarios a simular más interesantes son aquellos en los que el efecto
formulación simulado está justo en los ĺımites de BE y donde, idealmente, la
probabilidad de declarar BE tendŕıa que igualar el nivel de significación nominal,
mientras que valores superiores serán indicativos de un test no válido. Otros posibles
escenarios corresponderán a situaciones en las que el efecto formulación fuese una
fracción λ (mayor o menor que 1) del valor que estará sobre el ĺımite de BE de
manera que, si λ < 1 simulamos valores pequeños (H0 falsa, poca diferencia), en
particular, se simulan escenarios donde λ = 0.8.
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Resultados Simulación

fig4: Probabilidad de declar BE
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Resultados Simulación

fig5:Método de ajuste del nivel de significación fijado al nivel de 0.05
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Figura 5: Probabilidad de declarar BE en los mismos escenarios de la figura2 del
art́ıculo(1) pero esta vez considerando un ajuste del nivel de significación fijado al nivel de
0.05 y de esta manera controlar el error de tipo I.
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Resultados Simulación

fig6:Potencia de los metodos RSABE de los métodos ajustados y no ajustados, de la familia EMA, es decir, efecto formulación nulo.
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Figura 6: Power of the adjusted bioequivalence scaled methods compared to their
unadjusted counterparts, when the true formulation effect is null. EMA’s family of
methods. For reference, an horizontal 80 % power line is also represented.
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Resultados Simulación

fig7:Potencia de los metodos RSABE de los métodos ajustados y no ajustados, de la familia FDA, es decir, efecto formulación nulo.
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Figura 7: Power of the adjusted bioequivalence scaled methods compared to their
unadjusted counterparts, when the true formulation effect is null. FDA’s family of
methods. For reference, an horizontal 80 % power line is also represented
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Resultados Simulación

fig8:Potencia de los metodos RSABE de los métodos ajustados y no ajustados, de la familia EMA, donde λ = 0.8.
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Figura 8: Power of the adjusted bioequivalence scaled methods compared to their
unadjusted counterparts, when the true formulation effect is inside the bioequivalence
region but near (a fraction 0.8) the bioequivalence limit. EMA’s family of methods. For
reference, an horizontal 80 % power line is also represented.
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Resultados Simulación

fig9:Potencia de los metodos RSABE de los métodos ajustados y no ajustados, de la familia FDA, donde λ = 0.8.
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Figura 9: Power of the adjusted bioequivalence scaled methods compared to their
unadjusted counterparts, when the true formulation effect is inside the bioequivalence
region but near (a fraction 0.8) the bioequivalence limit. FDA’s family of methods. For
reference, an horizontal 80 % power line is also represented.
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Resultados Simulación

fig10: Probabilidad de declarar BE

Figura 10: Probabilidad de declarar BE, para el método HoweEMA, Howe-LO , LO ,
bcHowe-LO y EMA.
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Resultados Simulación

Perdida de potencia asociado al ajuste

Perdida de potencia

Con el fin de cuantificar la potencia global a lo largo de los valores en estudio de
CVWR , se calcula el área bajo la curva de la potencia vs CVWR (estos valores se
designarán aucpow ).
Para todos los métodos y sus versiones ajustadas y no ajustadas, se define el
porcentaje de pérdida conjunta en términos de aucpow , como

100 · aucpow (unadjusted)− aucpow (adjusted)

aucpow (unadjusted)

y además se calculó la máxima pérdida de potencia para cada método y el valor del
CVWR que lo indicaba. Esto se resume en la tabla 4 que corresponde al escenario
más favorable de declaración de BE, es decir, efecto formulación nulo φ = 0.
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Resultados Simulación

aucpow % power loss in terms of
aucpow

Max. power loss and CVWR

where it is reached
Method Unadjusted Adjusted Absolute Percentage CVWR Percentage

n = 8 EMA 41.7 39.3 2.4 5.8 % 59 15.8 %
HoweEMA 41.2 39.4 1.8 4.4 % 59 12 %

FDA 43.9 37.5 6.4 14.6 % 35 21.8 %
ContFDA 40.3 38.2 2.1 5.2 % 43 9.1 %

ContFDA2 44.1 42.5 1.6 3.6 % 39 5.4 %

n = 12 EMA 47 46.1 0.9 1.9 % 59 6.2 %
HoweEMA 46.8 46.1 0.7 1.5 % 59 4.4 %

FDA 47.9 45.4 2.5 5.2 % 33 8.4 %
ContFDA 46.5 45.7 0.8 1.7 % 43 3.0 %

ContFDA2 47.9 47.6 0.3 0.6 % 39 1.3 %

n = 16 EMA 48.5 48.2 0.3 0.6 % 59 2.5 %
HoweEMA 48.4 48.2 0.2 0.4 % 59 1.8 %

FDA 48.7 47.9 0.8 1.6 % 33 3.1 %
ContFDA 48.3 48 0.3 0.6 % 43 0.9 %

ContFDA2 48.7 48.7 0 0.0 % 37 0.3 %

n = 24 EMA 49 48.9 0.1 0.2 % 59 0.2 %
HoweEMA 49 48.9 0.1 0.2 % 59 0.1 %

FDA 49 48.9 0.1 0.2 % 31 0.4 %
ContFDA 48.9 48.9 0 0.0 % 39 0.1 %

ContFDA2 49 49 0 0.0 % 29 0.0 %

Tabla 4: Pérdida de potencia para los niveles de significancia ajustados, como una medida
de potencia global sobre el rango de valores de CVWR se utilizó el área bajo la curva de la
potencia vs CVWR , aucpow .
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Análisis de datos reales

Los métodos estudiados en esta memoria se aplican al conjunto de datos reales
procedentes de un diseño crossover parcialmente replicado de 51 sujetos sanos,
asignados a cada una de las tres secuencias de tratamientos TRR,RTR,RRT, en
forma balanceada y aleatoria, es decir, 17 sujetos en cada secuencia extráıdo del
art́ıculo [1]. En las tablas 5 y 6 están resumidos los resultados de los métodos
aplicados con y sin ajuste del nivel de significación para los parámetros
farmacocinéticos Cmax y AUC del conjunto de datos.

Método
α = 0.05 (fijo) Nivel de significancia ajustado: αadj

CIφ θ̂U Criterio Decisión αadj CIφ θ̂U Criterio Decisión
EMA [0.165, 0.468] - CIφ 6⊂ ±0.359 no BE 0.033 [0.147, 0.486] - CIφ 6⊂ ±0.359 no BE
HoweEMA [0.165, 0.468] - CIφ 6⊂ ±0.359 no BE 0.037 [0.158, 0.475] - CIφ 6⊂ ±0.359 no BE

FDA - -0.022 θ̂U < 0 BE(si no REP) 0.011 - 0.034 θ̂U > 0 no BE

ContFDA - 0.036 θ̂U > 0 no BE 0.038 - 0.047 θ̂U > 0 no BE

ContFDA2 - -0.027 θ̂U < 0 BE (si no REP) 0.037 - -0.014 θ̂U < 0 BE (si no REP)

Tabla 5: Resultados de la aplicación de los enfoques RSABE para el parámetro
farmacocinético log(Cmax). el CIφ estándar intervalo de confianza shortest para el efecto
formulación, θU ĺımite superior del intervalo de confianza unilateral para el parámetro
θ = φ2 − k2σWR (donde k corresponde a la constante escalada de EMA o FDA ),
BE(bioequivalencia) y REP(Restricción de Estimación Puntual).
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Método
α = 0.05 (fijo) Nivel de significancia ajustado: αadj

CIφ θ̂U Criterio Decisión αadj CIφ θ̂U Criterio Decisión

FDA - -0.060 θ̂U < 0 BE 0.006 - -0.046 θ̂U < 0 BE

ContFDA - -0.0604 θ̂U < 0 BE 0.019 - -0.037 θ̂U < 0 BE

ContFDA2 - -0.039 θ̂U < 0 BE 0.018 - -0.057 θ̂U < 0 BE

Tabla 6: Resultados de la aplicación de los enfoques RSABE para el parámetro
farmacocinético log(AUC).

UdeC 58 / 64



Discusión y conclusiones

Contenidos

1 Introducción
Objetivo

2 Métodos Estad́ısticos
Diseños crossover
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Discusión y conclusiones

Para evaluar la bioequivalencia en fármacos de alta variabilidad, se deben escalar los
ĺımites de bioequivalencia en función de la variabilidad. estos métodos en general
sufren del control de error de tipo I, Hasta cierto punto, esto es preocupante ya que
estos valores de variabilidad parecen ser bastante frecuentes en estudios de
bioequivalencia real para HVD [2].

En esta memoria se proponen mejoras para los métodos RSABE de las regulaciones
FDA y EMA (2010), ya que en estos métodos propuestos en [3] controlan de una
forma mejor el error de tipo I.

Como todav́ıa persiste algún grado de error de tipo I, se propone el enfoque de ajuste
del nivel de significancia que se basa en el hecho de que la verdadera curva de
probabilidad de error de tipo I de estos métodos cruza la ĺınea de nivel de
significación nominal 0.05. De la figura 5 se observa que todos los métodos tienen un
máximo absoluto precisamente en el umbral de alta variabilidad, es decir, un
CVWR = 30 % pero no sobrepasan el nivel de significancia prefijado en 0.05.
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Discusión y conclusiones

Discusión y conclusiones

Ajustar el nivel de significación puede ser una manera de hacer el enfoque escalado
estad́ısticamente correcto, probado en todos los métodos escalados, incluso con las
correcciones sugeridas en el art́ıculo [3].

Considerar las objeciones de cada método RSABE planteadas y proponer mejoras
sobre ellas se obtienen resultados cada vez más precisos como por ejemplo: considerar
ĺımites constantes y no aleatorios en el CIIP, proponer ĺımites BE continuos y otra
posibilidad es utilizar ĺımites de BE regulares.

Al aplicar los métodos RSABE ajustando el nivel de significancia nominal y
posteriormente realizar estudios sobre la pérdida global de potencia entre los métodos
ajustados y sin ajustar, se produce una pérdida de potencia global pero ésta pérdida
convierte los test potencialmente inválidos en test que preservan el error de tipo I.
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Discusión y conclusiones

Discusión y conclusiones

La segunda derivada de estos ĺımites más regulares φLO(σWR) influyen en el
comportamiento de la probabilidad de declarar BE.

Entre los métodos propuestos: “ContFDA” , “ContFDA2” y “HoweEMA”, mejoran
los resultados al considerar el método de ajuste del nivel de significancia ya que son
los que menor pérdida de potencia presentan. Queda como futuro trabajo ver qué se
obtendŕıa con el método “bcHowe-LO”, pues como se puede ver en los resultados de
las simulaciones anteriores sin ajustar el nivel de significancia presentan un mejor
control del error de tipo I.

Independientemente del método que se está aplicando, el ajuste del nivel de
significancia es una manera adecuada de tener pruebas RSABE estad́ısticamente
correctas, con respecto al error de tipo I, y en general, con una penalización
aceptable en la potencia.

Los resultados no son totalmente correctos para variabilidades dentro del sujeto R y
T desiguales, es decir, bajo heterocedasticidad de las varianzas intrasujeto,
importante cuestión que sigue abierta y merece estudio posterior.
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