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2 Objetivos

Este protocolo estatistico tem por finalidade apresentar e elucidar os métodos estatisticos utilizados na ferramenta
perfil de dissolugdo do Action Stat, sendo eles o calculo do fator de similaridade e de diferenga, o modelo independente

multivariado e o modelo dependente. O descrever da metodologia esta separado por t6picos:

* Perfil de dissolucao comparativo

* Teste de bioquivaléncia populacional in vitro

Modelo Independente Multivariado
Fator de similaridade via bootstrap

Modelo Dependente

* Teste de Dissolugao (USP trés estigios)

¢ Alta e Baixa Solubilidade

¢ Filtro

Estabilidade da Amostra

Modelo Independente Simples: Fator de similaridade e diferenca

Em cada tépico sao descritas as técnicas estatisticas utilizadas e sdo dados também exemplos de aplicacdo demons-
trando as contas calculadas de forma manual e os resultados do Action Stat.
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3 Historico de Revisoes

Nesta sec¢@o apresenta-se o histérico das revisdes do protocolo de perfil de dissolucio.

Tabela 1: Histdrico de Revisdes

Tépico Alteracao Versao
Perfil de Dissolu¢do  Emisséo 00
Perfil de Dissolucdo  Novos critérios para a avaliacdo de f5 via boostrap 01
Novas se¢des Bioequivaléncia, 3 Estdgios, Alta Solubilidade, Estabilidade e Filtro
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4 Perfil de Dissolucao Comparativo

O teste de dissolugdo € uma importante ferramenta na inddstria farmacéutica, tanto no desenvolvimento de novos
produtos quanto no controle da qualidade de novos medicamentos. E por meio do teste de dissolu¢io que se analisa
a equivaléncia entre os perfis de dissolugcdo dos respectivos medicamentos, isto €, se a liberagdo do principio ativo do
medicamento teste que se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo é equivalente a liberagdo do principio
ativo do medicamento referéncia.

O modelo independente simples, sugerido pela ANVISA [1], é o método usual para avaliar a equivaléncia entre
os perfis de dissolugdo e consiste em aplicar dois fatores, o fator de diferenca f; e o fator de similaridade f,. Existe
equivaléncia entre os perfis de dissolu¢ao por meio do fator de similaridade, quando o mesmo esta entre os valores 50
e 100. Ja para o fator de diferenga, conclui-se equivaléncia entre os perfis de dissolugdo, quando o fator f; calculado
estiver entre os valores 0 e 15. Contudo, quando algum dos coeficientes de variagc@o para os primeiros pontos de coleta,
pontos correspondentes a 40% dos tempos de coleta iniciais, excedem 20% ou algum dos coeficientes de variagdo para
os demais pontos de coleta excedem 10%, os fatores do modelo independente simples néio podem ser aplicados.

Neste cendrio, alternativas para o estudo do perfil de dissolu¢ido comparativo sdo o modelo independente multi-
variado e o modelo dependente, métodos sugeridos pelo FDA [2], bem como o fator de similaridade via bootstrap,
apresentado em [3]. A principal diferenga entre os fatores de similaridade e diferenca (modelo independente simples)
e o0 modelo independente multivariado € que o modelo independente multivariado utiliza uma distancia que depende
da variabilidade dos dados. Ja o modelo dependente utiliza o ajuste de um modelo e, por fim, o fator de similaridade
via bootstrap utiliza um estudo de simulagdo para a andlise da similaridade entre os perfis.

O fluxograma para a determinagdo da metodologia mais adequada ao estudo de perfil de dissolu¢do comparativo é
apresentado na Figura 1.
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Modelo independente
simples

s

(O RSD dos primeiros pontos de coleta excedem 20%

0 RSD dos demais pontos de coleta excedem 10%7%

Coleta de dados

h 4

Andlise descritiva

elou

Figura 1: Fluxograma da determinagdo da metodologia.

4.1 Modelo Independente Simples

Metodologia
alternativa

Nesta se¢d@o detalha-se o modelo independente simples. Segundo a resolucdo [1] da ANVISA e o guia [2] do FDA,
para que dois perfis de dissoluc¢do sejam considerados equivalentes por meio do modelo independente simples, devem

atender os seguintes critérios:

* 0os Medicamentos Teste e de Referéncia devem apresentar tipos de dissolu¢des correspondentes;

* o valor do fator de similaridade f> deve estar compreendido entre 50 a 100 e o valor do fator de diferenca deve

estar compreendido entre 0 a 15;

* os tempos de coleta devem ser os mesmos para as duas formulacdes;

* o nimero de pontos de coleta deve ser representativo do processo de dissolug@o até que se obtenha platd na
curva, sendo obrigatéria a quantificacdo de amostras de, no minimo, cinco tempos de coleta;

* para fins de calculo do f; e f5, utilizar, no minimo, os trés primeiros pontos, excluindo o tempo zero;

e para fins de cédlculo do f; e do f5, incluir apenas um ponto da curva apds ambos os medicamentos atingirem a

média de 85% de dissolugio;
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e para permitir o uso de médias, os coeficientes de variag@o para os primeiros pontos de coleta ndo podem exceder
20%. Para os demais pontos considera-se 0 mdximo de 10%. S&o considerados como primeiros pontos de
coleta o correspondente a 40% do total de pontos coletados. Por exemplo, para um perfil de dissolugéo com
cinco tempos de coleta, consideram-se primeiros pontos os dois primeiros tempos de coleta.

4.1.1 Coeficiente de Variacao

Como mencionado na Sec¢do 4, para que o modelo independente simples possa ser aplicado, é necessdrio avaliar
se as exigéncias estabelecidas sobre os coeficientes de varia¢ao sdo satisfeitas. Estas exigéncias sdo impostas de modo
a limitar a variabilidade em cada ponto de coleta, uma vez que os fatores f e fo utilizam apenas medidas de posicéo.

O coeficiente de variacdo é uma medida padronizada de dispersdo, sendo definido como a razdo entre o desvio
padrdo estimado pela média amostral. Seja s o desvio padrao estimado e T a média amostral para cada ponto de
coleta, o estimador do coeficiente de variacdo é dado por:

—

CV =

8l ®»

4.1.2 Fator de Similaridade

Definido por Moore e Flanner em 1996 [4], o Fator de Similaridade € a medida usual para avaliar a equivaléncia
dos perfis de dissolugdo, sendo definido por:

P =. _77.)2 —-0,5
f2 = 501og;, ((1+ it (T 2 0:)” > 100) )

p

em que:
* p é o nimero de pontos de coleta;
* T; ¢ amédia das dissolucdes do referéncia para o i-ésimo tempo de coleta;

* 7, ¢ amédia das dissolucdes do teste para o i-€simo tempo de coleta.

4.1.3 Fator de Diferenca

O Fator de Diferenca f1 é uma medida pontual utilizada na equivaléncia de perfis no caso do modelo independente
simples. O Fator de Diferenca calcula a diferenga em % entre os dois perfis em cada tempo e consiste em uma medida
do erro relativo entre os dois perfis:

p

Z|§z =il

—
fi= zpi x 100%
>
i=1
em que:
* p é o nimero de pontos de coleta;
* 7; ¢ amédia das dissolucdes do referéncia para o i-ésimo tempo de coleta;

* y, ¢ amédia das dissolucdes do teste para o i-ésimo tempo de coleta.
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O critério utilizado no fator de diferenga é, se 0 < f; < 15%, a equivaléncia entre os perfis € aceita, caso contrario,
ndo aceitamos a equivaléncia.

A seguir, apresenta-se o fluxograma para a aplica¢do do modelo independente simples no estudo perfil de dissolugéo
comparativo, Figura 2.

Andlise descritiva

SIM
&dia excede 85% de dissolucio Incluir um ponto da
para ambos 05 medicamentos? curva

4

MNAD
Calcularf, ef,

0O f, & maior gue 50?

Figura 2: Fluxograma do modelo independente simples.

4.1.4 Aplicacao

Tem-se as seguintes medicdes exibidas na Tabela 2. Foram utilizadas 12 amostras para o medicamento teste e 12
para o medicamento de referéncia em 7 diferentes tempos de coleta. Aplicam-se os passos descritos na se¢do 4.1.

Primeiramente calcula-se o vetor de médias das medicdes de dissolucido para o medicamento de teste e de re-
feréncia. Sendo X;,...,X, €Yyq,...,Y,, as dissolucdes do medicamento de referéncia e de teste, tem-se:

IR 9,052 + - -+ + 7,347
leﬁzxuf

5 =9,739

i=1

1 & 19,621 4 --- + 17,915
Xo = — g To; = R = 17,995
n i=1

12
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Tabela 2: Experimento perfil de dissolugdo - exemplo 1.

Medicamento 10 15 20 30 45 60 90
Teste 4447211 6,676777 17,97265 3841231 74,33061 87,07301 93,73867
Teste 6,911449 9236841 1804717 38,89742 7434231 85,85281 93,71245
Teste 6,297723  6,097209 18,16644 37,20107 75,13821 85,64233  95,36936
Teste 7291583  8,464648 18,12143 392817  76,50749 85,28448 93,74845
Teste 6,1795  8,690881 17,69454 38,64857 76,2731 87,07596 93,19338
Teste 6,28397  8,544052 17,62469 39,54655 76,26338 85,52231 94,38614
Teste 6,904296 7,420781 18,8003  38,17453 74,69602 86,8076  94,61373
Teste 5559168 6,621777 19,3979  38,99274 74,23254 86,87937 94,99449
Teste 7,53353  7,961008 18,32628 38,67826 76,31552 86,07635 94,15828
Teste 6,368516  7,872004 17,93695 39,57193 75,01048 85,52524 94,67581
Teste 5,653523  7,161945 1922604 37,61278 75,69893  86,78667 93,83007
Teste 5,899801 7,882108 17,9522  36,40311 7593099 88,26274 93,70567

Referéncia  9,051624 19,62095 25,7419  46,86086 86,91256 93,26098  98,29941
Referéncia  8,943188 17,12295 2870118 46,05174 84,07297 96,59048 100,426
Referéncia ~ 9,950955 16,97342 29,10791 47,33912 85,76344 95,26156 99,61632
Referéncia  10,89442 18,38186 2823038 48,91314 84,86284 96,93756  100,5006
Referéncia ~ 9,685285 19,14906 2933318 48,01121 86,22612 94,8678  100,9795
Referéncia 1021548 17,58594 26,74063 48,23474 86,70814 93,97161 97,89668
Referéncia  11,21916  18,43402 2923465 46,92073 84,57016 95,00845 98,94096
Referéncia  9,827234 17,69795 27,12492 47,95666 85,74829 97,92509  100,7573
Referéncia  10,32502 17,5657 2876808 46,86251 87,73023 96,06223 101,7472
Referéncia 9,62915  17,35696 29,27765 49,40652 84,70598 96,78184 101,2163
Referéncia ~ 9,783233  18,13203 28,01477 47,7301 85,893 9548108 101,4122
Referéncia  7,346516  17,91542  28,56962 48,51934 8527902 95,46368  100,6295
Ll 25,742+ --- + 28,570
%3 = ;xa = - = 28,237
_ 1 — 46,861 + - - - 4 48,519
—— ;= = 47,734
M= ; i 12
I e 86,9134 --- + 85,279
%= = ;xs - - = 85,706
_ 1 — 93,261 + - - - + 95,464
= ;= = 95,634
X% = ; e 12
R 98,299 + - - - + 100, 629
== ;= — ’ = 100, 202
X7 n ; Tri 12 ,
R 4,447+ - +5,9
yl—ﬁgyu— o = 6,278
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7, = ;iyz _ 6,677+~1~2~+7,882 _ 7719
7, = ;Z’?% _ 17,973+ 12 +17,952 18,272
5y = ;iy“ _ 38,412+ 12 +36,403 _ 38, 452
7, = :Li:y"’ _ 74,331+ 12 +75,931 75,305
5o = % ﬁ;yﬁ _ 87,073 + 12 +88,263 86,300
. = 711223” _ 93,739 + 12 +93,706 04 177

Entio, o vetor de médias dos medicamentos de referéncia e teste sio:

X = (9,739;17,995; 28, 237; 47, 734; 85, 706; 95, 634; 100, 202)”

y = (6,278;7,719; 18, 272; 38, 452; 75, 395; 86, 399; 94, 177)"

O préximo passo € calcular os coeficientes de variagcdes C'Vier € C'Viesr para cada ponto de coleta. Sendo Srer, €
Stest; 08 desvios padrdo da dissolugdo dos medicamentos teste e de referéncia, para¢ = 1,...,7. Tem-se:

OVip, = =
T 9,739

O‘/refg =

C‘/refg =
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O‘/;’Sf4 =

Cv;ef;, i

Srefg
C‘/;efﬁ = —
Y

n

C_7.)2
Z(yn Y7) — 1,243

n—1
i=1

: 1,243
OVt = Sg—?f’ X 100% = 10 100% = 1,24%
p— 2
Stesty . Tll) = 0,843
0,843

OViest, = 251 3 100% =

x 100% = 13,429%

7 6,278
n —
(9321' - $2)2
= AT 0,949
Stesty ; n—1 s
s 0,949
OVieg, = 8;—2‘ X 100% = = x 100% = 12,298%
n )2
Stests (“T?’n%f) — 0,572
0,572
OViesty = 8;—:3 x 100% = 5= x 100% = 3,131%
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0,966
CViest, = S;_Z“* X 100% = 52— = x 100% = 2,513%
7 )2
Stesty (@5 =T5)* _ ) g68
n—1
0,868
CViews = 8%5‘ X 100% = o x 100% = 1,151%
Taq — T 2
Stestg — %16) =0, 888
S[CS[@ O7 888
S = 1 = 1 - 17 2
CVioy = 2 x 100% = g 395 00% = 1,028%

n

. 7s)2
3 wn 2T 4 g3

Stest; — . n_1
S 0,638
OViesto = 8;‘7‘7 x 100% = 5= x 100% = 0,677%

Tabela 3: Tabela de coeficientes de varia¢do exemplo 1.
Conjuntos 10 15 20 30 45 60 90

Teste 1343% 123% 3,13% 251% 1,15% 1,03% 0,68%
Referéncia 10,27% 4,43% 4,05% 2,03% 125% 137% 1,24%

O coeficiente de variag@o para os primeiros 40% pontos de coleta, os primeiros 3 pontos, sdo menores que 20%
nos dois medicamentos e os demais pontos de coleta sdo menores que 10%. Assim, pode-se aplicar os fatores de
similaridade e de diferenca para avaliar a similaridade dos medicamentos.

Tabela 4: Tabela de Médias de Dissolu¢cdo Exemplo 1
Conjuntos 10 15 20 30 45 60 90

Teste 6,278 7,719 18272 38,452 75,395 86,399 94,177
Referéncia 9,739 17,995 28,237 47,734 85,706 95,634 100,202

A partir da dissolu¢do no tempo de coleta 60, como pode-se observar na Tabela 4, as médias do grupo teste e
referéncia sdo superiores a 85. Como descrito em 4.1, no calculo do fator de similaridade e de diferenca sdo utilizadas
as dissolugdes até o primeiro tempo em que a dissolugcdo de ambos os medicamentos sejam superiores a 85.

Tem-se que a soma do quadrado das diferencas das médias € dada por:

6
> (@ — 5:)? = 11,984 + 105,586 + 99, 208 + 86, 158 + 106,319 + 85,201 = 494,636
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Assim, obtém-se o fator de similaridade f5.

494,636 ~"°
f2 = 501og,, ((1 + 6) 100) = 51,966

Para o calculo do fator de diferenca, calcula-se as seguintes somas:

6

> 17 — 5il = 3,462 + 10,276 + 9,965 + 9,282 + 10,311 + 9,235 = 52,531

i=1
6
> m; = 285,045
i=1
E obtém-se o fator de diferenca
52,531

hi= 285,045

x 100% = 18, 4289%

Tomando como critério o fator de similaridade, tem-se que fo > 50. Assim, conclui-se que 0s experimentos sdo

equivalentes.
Veja a seguir os resultados obtidos pelo Action Stat:

Resumo Descritivo para Medicamento Referéncia

10 15 20 30 45 60 90
Média 9.739 17.995 28.237 47.734 85.706 95.634 100.202
Desvio-padréo 1 0.797 1.144 0.97 1.075 1.312 1.243
RSD (%) 10.268 4.429 4.051 2.032 1.254 1.372 1.24

Resumo Descritivo para Medicamento Teste

10 15 20 30 45 60 20
Média 6.278 7.719 18.272 38.452 75.395 86.399 94.177
Desvio-padréo 0.843 0.949 0.572 0.966 0.868 0.888 0.638
RSD (%) 13.428 12.294 3.13 2.512 1.151 1.028 0.677
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Grafico de perfis

Grafico de Similaridade via Perfil de Dissolugao

&=
&

—# Referéncia

L) == Teste

Dissolugao media

Resultado de analise

Fator de diferenca Fator de similaridade Conclusao

4.2 Modelo Independente Multivariado
4.2.1 Distancia de Mahalanobis

A distancia de Mahalanobis é uma distancia entre dois vetores que depende da estrutura de variancia e covariancia
existente nos dados. Proposta pelo indiano Prasanta Chandra Mahalanobis em 1936, atualmente ¢ utilizada principal-
mente para comparar populacdes e realizar classificagdes.
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Considere X1, X, - - - , X,, amostras da populacdo referéncia p-dimensional Prey;,y,, - ,¥,, amostras da populagido

teste p-dimensional Pr. Suponha que Pg ~ N(ug, %) e Pr ~ N(ur,X), no qual ug e pr sio vetores de médias de
dimensdo p x 1 e X é a matriz de variancia e covariancia de dimensao p x p.
Defina os vetores de médias

i=1

Denota-se a’ ao vetor a transposto. No contexto de perfis de dissolugdo, Z; € 7; correspondem as médias das
dissolu¢des do i-ésimo tempo de coleta para os medicamentos referéncia e teste, respectivamente.
Defina também a matriz de varidncia e covaridncia agrupada

(n—1)5%+(m71)5%
n+m—2

Spool =

com S% a matriz de variancia e covariancia estimada de Pr e S% a matriz de varidncia e covariancia estimada de Pr.
A distancia de Mahalanobis entre as observacdes de Pr e Pr € definida por

Dy =/®=9)78,5 (&) @)

Note que quando a matriz de variancia e covarincia é diagonal, tem-se que a distdncia de Mahalanobis ¢ igual a
distancia euclidiana ponderada. Note também que a distdncia de Mahalanobis corresponde a raiz quadrada do termo
(x— Y)TS;Olol (X — ¥). Logo, o termo dentro da raiz quadrada necessita ser positivo, fato garantido quando a matriz
Spoot € positiva semi-definida.

Ademais, do ponto de vista matematico, a distincia de Mahalanobis € uma métrica e portanto apresenta as seguintes

propriedades:
* simétrica: a distincia do vetor x para o vetor y é igual a distincia do vetor y para o vetor X;
* positiva: a distancia entre dois vetores € maior ou igual a zero;

* desigualdade triangular: a distincia entre os vetores X e y ¢ menor ou igual a distdncia entre os vetores X € z
mais a distancia entre os vetores z e y.

Na aplicacdo do perfil de dissolu¢do comparativo, a distancia de Mahalanobis € igual a zero somente quando os ve-
tores de médias das dissolugdes do medicamento referéncia e do medicamento teste forem idénticos, ou seja, evidéncia
extrema de que os perfis de dissolucdo sao equivalentes. Por outro lado, quanto maior a distdncia de Mahalanobis maior
a evidéncia de que os perfis de dissolug¢@o ndo sdo equivalentes.

4.2.2 Passos para a aplicacao do MIM

O modelo independente multivariado, apresentado no guia [2], ¢ um método para o estudo de perfil de dissolugéo
comparativo quando existe “alta” variabilidade nas medidas de dissolugdo isto €, quando o coeficiente de variagdo
da dissoluc@o para algum dos tempos de coleta estiver fora dos critérios estabelecidos para a aplicacdo dos fatores
do modelo independente simples. Também ¢ aplicado quando os testes nao batem 85% de dissolu¢do no mesmo
tempo. O modelo independente multivariado utiliza a distincia de Mahalanobis, apresentada na secdo 4.2.1. A
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distancia de Mahalanobis mede a discrepancia entre os perfis de dissolu¢ao ponderando pela varidncia e covariancia
das observacoes.
A seguir apresenta-se o algoritmo para a realizacdo do teste:

1. Especifica¢do da diferenga aceitavel (Limite de Similaridade A) entre as médias das dissolu¢des dos medica-
mentos referéncia e teste;

2. Cailculo da distincia maxima tolerada D ;,., que pode ser obtida transformando o limite de similaridade A em
termos da distidncia de Mahalanobis;

3. Calculo da distancia de Mahalanobis estimada D, entre as médias das dissolu¢des do medicamento teste e do
medicamento referéncia;

4. Célculo do intervalo de confianga (D', D¥,) para a distancia de Mahalanobis;

5. Comparagdo do limite superior DY, do intervalo de confian¢a com a distincia maxima tolerada Dj,,. Caso
o limite superior do intervalo de confianga seja menor do que o limite superior do intervalo teérico, conclui-se
que os perfis sdo similares.

A aplica¢do do modelo independente multivariado consiste em realizar estes cinco passos descritos acima. No
restante desta se¢@o serd dado os detalhes associados a cada um destes passos.

Passo 1

Quando a dissolu¢do dos medicamentos teste e referéncia estiverem em porcentagem, o limite de similaridade
adotado é dado por A = 10, um vetor de dimensdo p x 1 cujo os componentes sdo iguais a 10. A justificativa para a
escolha de A = 10 ¢ pelo fato de que na aplicagdo do fator de similaridade f», equag@o 1, conclui-se que os perfis de
dissolugdo sdo equivalentes quando o fator de similaridade f> assume algum valor no intervalo fechado [50, 100]. O
fator atinge o menor valor quando

Y (@ —7,)?

p

e ao assumir que (T; — 7;)* = (Z; — 7;)? parai # j, tem-se

1+ = 100

T — 7, = V99 = 9,9498.

Isto significa que para perfis de dissolugdo que satisfazem as condi¢cdes impostas para o coeficiente de variacdo,
conclui-se que os perfis de dissolugdo sdo equivalentes se a diferencga entre as médias das dissolu¢des ndo ultrapassarem
9,94%. Esta € a razdo pela qual adota-se A = 10.

Passo 2

Com o limite de similaridade especificado, calcula-se a distdncia maxima tolerada, dada por

-1
Doz = (A)TSpOOl(A)
Ressalta-se que a distdncia maxima tolerada delimita uma faixa para as diferengas entre os vetores.
Passo 3

Denote Z = (X —y), a distdncia de Mahalanobis estimada é dada por
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_ [T a1 =
Dy =1\/Z Spoolz.

A distancia de Mahalanobis estimada corresponde a distancia obtida para a diferenca entre as médias observadas
ponderada pela matriz de variancia e covariancia agrupada.

Passo 4

Com a estimativa da distdncia de Mahalanobis, calcula-se o intervalo de confianca para o verdadeiro valor da
distancia de Mahalanobis. O intervalo de confianga (D!, D¥,) com nivel de significancia @ é dado por

Djy; = min (J ()7 St/ (y;)TSpoily;) (3)

DY, = max (\/ W) St/ <y;>TS;£ly§) @

F m+n—p—1,1—-«a
yi=z(1+ (p,m+ P 1,1-a)
KD},

yi=7(1- Flpmen—p-1,1-0a)
: K%,

Em que K = (n’ﬁiﬁl)(%) e Flpm+n—p—1,1—a) 0 quantil de 100(1 — a)% da distribui¢do F de Snedecor com

p graus de liberdade no numerador e m + n — p — 1 graus de liberdade no denominador. Estes calculos podem ser
encontrados em [5].

com

Passo 5

Conclui-se que os petfis de dissolugdo sdo similares se D}, < Dprqq, isto é, se o limite superior do intervalo de
confianca estiver contido dentro da faixa delimitada pela distdncia maxima tolerada.

4.2.3 Comparacio entre dois medicamentos de referéncia

Pode-se também aplicar o Modelo Independente Multivariado calculando a distdncia méxima tolerada através da
comparacgdo de dois medicamentos de referéncia. Esses dois medicamentos de referéncia podem ser:

* o medicamento de referéncia que se estd comparando com o medicamento teste e um segundo medicamento de
referéncia ou

¢ dois outros medicamentos de referéncia além do que se esta sendo utilizado de comparagdo com o medicamento
teste.

Assim, o conjunto de dados deve conter os dados do medicamento de teste, os dados do medicamento de referéncia
para comparar com o de teste e os dados de mais um ou dois medicamentos de referéncia.

A distancia maxima tolerada, nesse caso, é o limite superior do intervalo de 90% de confianga para a distancia de
Mahalanobis entre dois medicamentos de referéncia. Ressalta-se que a distancia maxima tolerada delimita uma faixa
para as diferencas entre os vetores.

A seguir apresenta-se o algoritmo para a realizag@o do teste para essa situagdo:
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1. Célculo da distancia de Mahalanobis entre as médias das dissolu¢des de dois medicamentos de referéncia;

2. Célculo do intervalo de confianga para essa distancia calculada: a distdncia méxima tolerada D, serd o limite
superior desse intervalo de confianga;

3. Cdlculo da distancia de Mahalanobis estimada D), entre as médias das dissolu¢cdes do medicamento teste e do
medicamento referéncia;

4. Célculo do intervalo de confianga (D', DY) para a distancia de Mahalanobis;

5. Comparagdo do limite superior DY, do intervalo de confianga com a distdncia mdxima tolerada Djq,. Caso
o limite superior do intervalo de confianga seja menor do que o limite superior do intervalo teérico, conclui-se
que os perfis sdo similares.

A seguir, serd descrito cada um desses passos.
Passo 1

Denote Z = (Refl — Ref2) o vetor com a diferenga entre as médias dos medicamentos de referéncia. A distancia

de Mahalanobis estimada é dada por
Dy =\/Z' S, %,

(TL—I)SIQ% f1+(m—1)SIQQ i1 2 . A . A . ~
= L2, 5%, £1 @ matriz de variancia e covariancia estimada de Pg.f1 (populacdo

em que Spop; = —
referéncia 1) e S]%ze f2 @ matriz de varidncia e covariancia estimada de Pg. 2 (populagdo referéncia 2).

Passo 2

Com a estimativa da distancia de Mahalanobis, calcula-se o intervalo de confianca para o verdadeiro valor da
distincia de Mahalanobis. O intervalo de confianga (DY, D%,) com nivel de significancia @ é dado por

Djy = min W TS/ (y;)TS,,;,ly;) 5)

DY, = max W WS/ (y;)TS,;{,ly;) 6)

y* —z(1+ F(p,m-i—n—})—l,l—a)
! KD2,

yi=7z(1— F(p,ernfpfl,lfa)
: KD,

Em que K = (:giﬁ)(%) e Flpm+n—p—1,1—a) 0 quantil de 100(1 — a)% da distribuicdo F de Snedecor com
p graus de liberdade no numerador e m + n — p — 1 graus de liberdade no denominador. Estes calculos podem ser
encontrados em [5].

A distancia maxima tolerada é o limite superior do intervalo de 90% de confianga para a distancia de Mahalanobis

entre dois medicamentos de referéncia, isto €, Dysq, = DY

com

Passo 3
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Agora, denote Z = (X — ) o vetor com a diferenca entre as médias do medicamento de referéncia e de teste. Entdo
a distancia de Mahalanobis estimada é dada por

_  [ZTo1 5
Dy =14/Z Spoolz,
(n—1)S%+(m—1)S2

S . N . N . . . N .
em que Spool = v )57 , ng a matriz de variancia e covariancia estimada de Pg e S% a matriz de variancia
e covariancia estimada de Pr.

Passo 4

Com a estimativa da distdncia de Mahalanobis, calcula-se o intervalo de confianca para o verdadeiro valor da
distincia de Mahalanobis. O intervalo de confianga (DY, D¥,) com nivel de significncia o é dado por

D = min (J ()7 St/ (y;)TSI;tly;) )

4/ = max W W) S,/ <y;>TSI;tly5) ®)

yik —zl1+ F(p,m+nip71,17a)
KD?,

yi—z (1 [Fomin—pii-a)
: KD,

Em que K = (ﬁiﬁ)(%) e Flpmtn—p—1,1—a) © quantil de 100(1 — a)% da distribui¢ao F de Snedecor com

p graus de liberdade no numerador e m + n — p — 1 graus de liberdade no denominador. Estes cdlculos podem ser
encontrados em [5].

com

Passo 5

Conclui-se que os perfis de dissolugdo sdo similares se D}, < Dayqq, isto €, se o limite superior do intervalo de
confianca estiver contido dentro da faixa delimitada pela distdncia maxima tolerada.

Vale ressaltar que o Modelo Independente Multivariado assume que os vetores de médias das dissolugdes para
os medicamentos de teste e referéncia possuem distribuicdo normal multivariada, com matrizes de variancias e co-
variancias iguais. Assim, testes devem ser feitos a fim de investigar a adequabilidade dessas suposi¢cdes em cada
cendrio. Para a verificacdo da normalidade multivariada, aplica-se um teste estatistico, conforme apresentado na
subsecdo 4.2.4.

O Fluxograma 3 ilustra as etapas a serem realizadas no estudo de equivaléncia entre os perfis de dissolu¢do segundo
0 Modelo Independente Multivariado.
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Figura 3: Fluxograma do modelo independente multivariado.
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4.2.4 Testes de Normalidade Multivariada

Teste de Royston
O teste de Royston [8], proposto em 1983, € baseado na estatistica W dos testes de Shapiro-Wilk [9] e Shapiro-
Francia [10] e visa testar a normalidade multivariada dos dados. Logo, tem-se as hipdteses:

Hy : Os dados seguem uma distribui¢do normal multivariada.
H; : Os dados ndo seguem uma distribuicdo normal multivariada.

A estatistica de teste é dada por:

P
ey i_
PR L) ©)
p
Tem-se que:
o — p
1+ (p—-1)
e
1 wij — 2
— -1 = B A ol
vl (- (55)) ]}
em que:
* p: dimensao da distribui¢io;
e j: j—ésima variavel;
¢ e: graus de liberdade;
* ¢: fungdo distribuicdo acumulada da Normal Padrio;
* C: estimativa da correlagio média entre 0s ;.
A distribui¢do Qui-quadrado, x2, € utilizada para se obter os valores criticos do teste. Tem-se que ¢ é dado por:
_ Cij
c= —_
SY
em que

_{g(rl]an)a 86275.7
Cij =

1, set =7

Tem-se que:

glrm) = [1= L —r)]

em que r;; representa a correlacdo entre a i—ésima e a j—ésima varidvel. Os valores dos parametros y, A e v foram
estimados a partir de um estudo de simulagdo [11], sendo eles ¢ = 0,715, A = 5, para o tamanho amostral de
10 < n <2000 e v = 0,21364 + 0,015124220, 001803423, no qual = = In(n).

Em relagcdo a estatistica de teste, tem-se que, se a curtose for superior a 3, utiliza-se a estatistica de teste de
Shapiro-Francia [10], caso contrério utiliza-se a estatistica de teste de Shapiro-Wilk [9].

Tem-se também que a transformacéo da estatistica de teste 1 depende do tamanho amostral, isto &, se:

pg23/94



Perfil de Dissolu¢cao Comparativo e Estudo de Bioequivaléncia Populacional

GRUPO

SSTNATCAMP Action Stat Perfil Versdo 4.2 Data de Emissao:
EC.PRO.007-01 PROTOCOLO ESTATISTICO 18 de julho de 2025
* 4 <n <11, utiliza-se w; = —In[y — In(1 — W;)], em que:

— v =—2,273 40, 459n;
— 1= 0,5440 — 0, 399781 + 0, 025054n2 — 0.0006714n*;
— o = exp(1,3822 — 0, 77857n + 0, 062767n2 — 0,0020322n3)

12 <'n <2000, utiliza-se w; = In(1 — W;), em que:

-z =lIn(n);
— = —1,5861 — 0,31082z — 0,08375122 + 0,003891523;
- 0 = exp(—0,4803 — 0,082676x + 0, 0030302x2)

Os valores de v, i1 € o sdo obtidos por meio de aproximacdes polinomiais, dadas em [12].
O p-valor do teste é dado por:

p —valor = P(x? > H)

Se o p — valor for menor que que o nivel de significAncia o adotado, rejeita-se a hipdtese nula, isto é, rejeita-se
que os dados seguem uma distribuicio normal multivariada.

Teste de Mardia

O teste de Mardia [19], proposto em 1970, € baseado nos coeficientes de assimetria e curtose. Seja X1, ...X,, uma
amostra aleatéria de uma distribuicdo normal multivariada Ny (i, 3) onde p (vetor de médias) é um vetor arbitrério
k-dimensional e X (matriz de covaridncias) € uma matriz positiva k x k. Considere-se os coeficientes de assimetria e
curtose dados por (1) e Bak respectivamente. O estimador nio viesado de [y é Elk e o estimador viesado de [y, €

Bk
Mardia (1970) mostra que:

. E(glk) =0— Var(glk) =6/n
« E(Bo) = k(k+2)(n—1)/(n+1) — Var(Bay) = 8k(k + 2)

e utiliza as propriedades assintdticas desses estimadores para propor os testes.
A estatistica do teste é: R
c _ nBik
X2 = 6
e tem distribui¢do assintética de qui-quadrado com v = k(k + 1)(k + 2)/6 graus de liberdade. A estatistica do teste
para Hy : Bor = k(k +2) é

_ Bk — bk +2)(k = 1)/(n+1)
8k(k +2)/n
Rejeita-se a hipétese nula (Hy) de que “os dados seguem distribui¢do normal multivariada”se o valor de P(x? >
Xaw)-
Teste de Cramer-Von Mises

Seja X1, ...X,, uma amostra aleatéria de uma distribui¢io normal multivariada Ny (p, X). Define-se o vetor de
distancias quadraticas como:

Ze

(X, 0) = (Xi — W)= HXi — ).
Dessa forma, a transformagio X; — Y; = ¢(X;, 0;) gera uma amostra aleatéria com distribui¢do qui-quadrado e

k graus de liberdade. Neste caso, os desvios da normalidade multivariada poderiam ser avaliados usando o processo
empirico:
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Zn(t) = n'/2[F,(t) — F)(t)], parat € [0, c0)

onde F,(.) é a funcdo de distribui¢do empirica de Y7...Y,, e Fy(.) é a fungdo de distribui¢do acumulada da Qui-
quadrado. Se 6y e Fy(.) sdo completamente especificadas, entdo o teste de Cramer-Von Mises poderd ser utilizado.
Contudo, na maioria dos casos, 6y ndo sera conhecido e deverd ser estimado da amostra, sendo 0,, = (X, S,,), onde:

¢ X: vetor de médias amostrais;
¢ S: matriz de covaridncias amostrais.

A estatistica de Cramer-Von Mises para avaliar a normalidade assintética é uma integral definida entre (0, oo
escrita assim:

J:/ W?()dF .
0

Essa integral pode ser descomposta e associada ao nucleo da covaridncia em termos de autovalores e autovetores
e depois aproximada com precisdo a curva de Pearson. Uma vez feita essa aproximacgao, é possivel obter-se, para
um determinado niimero de valores de k£ usando um método de simulago, os valores numéricos aproximados dos
cumulantes que podem ser usados para determinar os pontos de porcentagem assintéticos.

O valor da estatistica do teste é dado por:

n

Jo=S12— (i - %)/nP +(12n) L.

i=1

Passos para realizar o teste de Cramer-Von Mises
O teste de Cramer-Von Mises consiste em calcular primeiro X (vetor de médias amostrais) e .S (matriz de co-
variancias amostrais). Depois, calcula-se o vetor de distancias Y7...Y,, da seguinte forma:

Y, = (X, - X)S (X, - X)

Coloca-se Z; = Fy, (Y;)(i = 1,...,n), sendo que o vetor Z;...Z,, sdo os valores ordenados de Z,. Entdo, o valor
critico J,, serd calculado desta maneira:

n

=12~ (i - %)/nF +(12n)"

i=1
Através de simulag@o, esse valor de J,, € calculado para diversas combinacdes de valores de n e de k.
O p-valor do teste é dado por:
p —valor = P(x? > H)

Se o p — valor for menor que que o nivel de significancia « adotado, rejeita-se a hipdtese nula, isto €, rejeita-se
que os dados seguem uma distribui¢do normal multivariada.

Teste de Anderson Darling

Dado o vetor de distancias quadréticas:

2 = (X; — w)S™H(X; — ),

este segue distribuicdo qui-quadrado com vetor de médias ;. e matriz de covariancia S.
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A estatistica é baseada no teste de Anderson-Darling. Este teste ndo é aplicavel para distribui¢des multivariadas,
no entanto, podemos considerar o fato de que baixo a hipétese de normalidade multivariada, os z;s dados pelo vetor
de distancias quadraticas sio:

"2 —1
Afm = — Z - logGy(2(i)) + log[l — Gp(2(ng1-i))] — 1
i=1

onde z(1), 2(2), ---; Z(n) S30 08 z; organizados em ordem ascendente e
_ 1 /
Gn(2) = 3 com 275 < z.

No entanto, na maioria das aplicacdes praticas p e S sdo desconhecidos e precisam ser estimados dos dados da
amostra. Usando o método da maxima verossimilitude, estimamos

i=L1Ya, §=L13(z— i)z - ),
e definimos R o
5= (X -5 (X -X)

sendo X (vetor de médias amostrais) e .S (matriz de covaridncias amostrais) que sdo organizados em ordem ascendente
como Z(;) €

Gn(2) =L com s < z.

Os Z; sio substituidos por z(;) e assim, a estatistica dos teste pode ser definida como:
n

~ 21 —1 ~ ~
A;n =— Z logGp(Z()) +log[l — GpZnt1-iy)] — n.

‘ n
=1

A distribuicao de ﬁfm para um n finito pode ser tabulada usando algum método de simulag@o.

4.2.5 Teste de Igualdade das Matrizes de Covariancia

Teste de M de Box

Para testar a igualdade de matrizes de variancia e covariincia deve-se verificar primeiramente o pressuposto de
normalidade multivariada.

George E.P.Box[24] desenvolveu um teste estatistico (teste M) que é uma genaralizacio do teste univariado de
igualdade de variancias de Bartlett, e muito sensivel a violagdes do pressuposto de normalidade. Esta sensibilidade
atribui-se ao fato de que o teste utiliza as varidncias generalizadas, os determinantes das matrizes de covaridncia. E
deste modo, a hipétese de igualdade de matrizes pode ser rejeitada apenas pela violacao do pressuposto de normalidade
multivariada e ndo por se tratarem de matrizes significativamente diferentes.

Box definiu o teste M utilizando o método do quociente de verossimilhangas e pressupondo que os vetores de
médias dos grupos sdo desconhecidos. As hipdteses a serem testadas sdo as seguintes:

Ho:3> 1 =>0=..=% com Y. =Sen; =%
HliZﬂéZj i#j com Y =0Sjel;=4q;
Seja n a dimensao total da amostra com v; = n; — lgraus de liberdade assossiados a cada grupo, S; a matriz de
covaridncia do grupo ¢ e S a matriz de covariancia total. O teste M de Box é definido da seguinte maneira:
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M = (n—1)in|Se| = > viln]|S;]

I=1

(10)

onde:

e n =73 7_, n; éadimensdo total da amostra;

S, =>"_, %i i ¢ a matriz de variancia e covariancia.
- 7

Para realizar o teste M, Box sugeriu duas aproximacdes. A primeira é uma aproximacao pela distribui¢do x2; dada

por:
2
M-OX k41 -1) (n
sendo
e C=1- %(2321 - — 7=7) para grupos com tamanhos de amostras diferentes;

_ 1 _ (2K*4+3K-1)(I+1) o .
e C=1 TG(K¥T)in Para grupos comtamanhos amostrais iguais.

Aconselha-se utilizar essa aproximac¢io quando as dimensdes dos grupos forem superiores a 20 e o nimero de
variaveis e de grupos for inferior a 6.

A segunda maneira proposta por Box é uma aproximacao pela distribui¢ao F, designada por:

M(l—al—;})

” 0 Flo,v00)- (12)
Onde:

'alzl—C’;

k—1) (k+2) (i
- ay =1 6(1)£1J)r )[23:1 %(n—lIP];

vy = KETNOY o v

a2+a§ :

Aconselha-se utilizar essa aproximagdo em todas as outras situacdes.

4.2.6 Aplicaciol

Na Tabela 5 apresentam-se os dados utilizados na anélise. Foram utilizadas 12 amostras para o medicamento teste
e 12 para o medicamento de referéncia em 7 diferentes tempos de coleta.
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Tabela 5: Experimento perfil de dissolugdo - exemplo 2.

Medicamento 10 15 20 30 45 60 90
Teste 3,88 834 13,71 27,41 58,92 88,76 102,85
Teste 1,77 5,778 11,33 25,68 60,56 86,87 104,61
Teste 24 725 1328 27,05 6534 94,13 105,61
Teste 6,27 11,46 19,06 34,69 6584 91,98 103,5
Teste 5,83 8,68 13,95 28,78 60,58 94,35 105,52
Teste 727 1191 1898 36,79 7093 91,14 107,12
Teste 396 841 13,82 28,05 59,62 89,99 102,33
Teste 1,8 5,83 11,52 25,88 62,02 87,74 104,41
Teste 242 763 1345 273 6576 96,06 106,15
Teste 6,29 11,54 19,54 3523 66,44 94,38 103,8
Teste 5,93 8,8 14,1 29,06 61,29 9536 105,75
Teste 7,35 11,92 19,16 3744 72,6 91,69 107,72

Referéncia 0,76 3,54 8,25 2294 59,82 93,37 102,85
Referéncia 0,81 4,67 1024 2548 56,12 88,46 100,93
Referéncia 1,72 589 11,14 27,31 58,64 90,85 102,19
Referéncia 2,66 739 1345 305 63,7 94,58 103,36
Referéncia 1,1 4,85 9,56 25,87 59,01 89,81 103,14
Referéncia 1,63 6,13 10,98 27,89 644 94,33 103,68
Referéncia 0,52 356 9,09 2578 62,59 9225 100,27
Referéncia 0,47 3,57 9,48 22,42 56 88,08 100,28
Referéncia 1,44 526 10,13 24,04 5587 81,69 100,63
Referéncia 1,74 6,82 11,37 28 61,78 91,18 100,23
Referéncia 0,65 4,02 963 2252 5736 8723 101,18
Referéncia 1,45 492 1035 2532 5998 9341 101,31

Primeiramente obtém-se os vetores de médias do medicamento de teste e de referéncia

X = (4,598 8,963; 15, 158; 30, 280; 64, 158; 91, 871; 104, 948)7

¥ = (1,246; 5, 052; 10, 306; 25, 672; 59, 606; 90, 437; 101, 671)

E os coeficientes de variagao.

Tabela 6: Tabela de coeficientes de variagdo exemplo 2.

Conjuntos 10 15 20 30 45 60 90
Teste 46,4% 25,1% 20,5% 14,6% 69% 3,3% 1,6%
Referéncia 52,1% 25,7% 13% 9,6% 5% 41% 1,3%

Tem-se que os primeiros coeficientes de variagdo sdo superiores a 20%. Entdo, ndo pode-se aplicar o modelo
independente simples, logo utiliza-se o modelo independente multivariado. Seguindo os passos como descrito em 3,
obtém-se as matrizes de varidncia e covariancia das medi¢des do medicamento teste e referéncia.
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(4,544 4,474 5,728 8,343 5,136 2,248 1,128
4,474 5,069 6,851 9,609 6,931 2,288 0,956
5,728 6,851 9,623 13,404 10,349 2,819 1,243
S2 = 18,343 9,609 13,404 19,489 15,875 3,036 2,740
5,136 6,931 10,349 15,875 19,609 3,781 5,150
2,248 2,288 2,819 3,036 3,781 9,376 1,908
[1,128 0,956 1,243 2,740 5,150 1,908 2,757

(0,421 0,798 0,788 1,357 1,006 0,798 0,395]
0,798 1,680 1,603 2,814 1,935 1,261 0,609
0,788 1,603 1,782 2,814 1,762 1,358 0,495
S2 = 1,357 2,814 2,814 6,107 5,358 4,953 1,369
1,006 1,935 1,762 5,358 9,000 9,058 1,869
0,798 1,261 1,358 4,953 9,058 13,675 2,574
0,395 0,609 0,495 1,369 1,869 2,574 1,699

Assim obtém-se a matriz de variincia e covariancia agrupada.

(n71)5%+(m71)5%
n+m—2

2 _
Sbod -

(2,482 2,636 3,258 4,850 3,071 1,523 0,761]
2,636 3,375 4,227 6,211 4,433 1,775 0,782
3,258 4,227 5,703 8,109 6,056 2,088 0,869
4,850 6,211 8,109 12,798 10,617 3,994 2,055
3,071 4,433 6,056 10,617 14,305 6,420 3,510
1,523 1,775 2,088 3,994 6,420 11,525 2,241
0,761 0,782 0,869 2,055 3,510 2,241 2,228]

2
5;

ool —

E calcula-se sua inversa

[ 3,176 —1,715 —0,029 —0,709 0,597 —0,111 —0,646]
—1,715 7,031 —2,798 —1,254 0,384 —0,101 —0,137
—0,029 —2,798 3,533 —0,842 —0,174 0,067 0,598
oot = | 0,709 —1,254 —0,842 1,961 —0,619 0,087 0,090

0,597 0,384 —0,174 —0,619 0,490 —0,091 —0,381
—0,111 —0,101 0,067 0,087 —0,091 0,129 —0,020
|—0,646 —0,137 0,598 0,090 —0,381 —0,020 1,021 |

Sendo o limite de similaridade A = 10, calcula-se a distancia maxima:

Diraz =/ (A)TS L (A) = 13,158,

pool

Em seguida, obtém-se o vetor de diferenca das médias z

7= (X—Y) = (3,352;3,011;4,852; 4, 608; 4, 552; 1, 434; 3, 277).

E assim calcula-se a distancia de Mahalanobis estimada

Dy =\JZ" S, . Z = 4,686.
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O préximo passo consiste em calcular o intervalo de confianga para a distdncia de Mahalanobis (wa, DY,). Fixa-
se um nivel de significncia de 10% e para o delineamento apresentado (12 comprimidos de cada medicamento e 7
tempos de coleta), tem-se que a constante K € igual a:

mn m+n—p—1 12 x 12 24 -7-1
K: = - 2
(m+n)((m+n—2)p) ( 24 )((24—2)7) 0,623

Os valores de y; e y5 sdo respectivamente:

Fopman—n—
yf —z(1+ (p,m~+ Ap 1,0.9)
KD3,

Yt = (4,674;5,454; 6, 766; 6, 426; 6, 348; 2, 000; 4, 570) 7

y; -z <1 _ F(p,2np1,0.9)>
KD3,

yi = (2,030;2, 368; 2, 938; 2, 790; 2, 756; 0, 868; 1,984)

Assim, calcula-se o intervalo com 90% de confianca para a distancia de Mahalanobis

(y)TS Lyt =6,532593

pool

(y5)T S o s = 2,836579

DY, = 6,532593

D', = 2,836579

Tem-se que o limite superior do intervalo de confianga € menor que a distincia mdxima tolerada, D}, < Daraz.
Portanto conclui-se que hé similaridade entre o0 medicamento teste e o de referéncia. Os resultados do Action Stat sdo
dados a seguir.

Resumo Descritivo para Medicamento Referéncia

10 15 20 30 45 60 20
Média 1.246 5.052 10.306 25.672 59.606 90.437 101.671
Desvio-padréo 0.649 1.296 1.335 2.471 3 3.698 1.303
RSD (%) 52.087 25.653 12.954 9.625 5.033 4.089 1.282
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Resumo Descritivo para Medicamento Teste

10 15 20 30 45 60 20
Media 4.598 8.963 15.158 30.28 64.158 91.871 104.948
Desvio-padréo 2.132 2.252 3.102 4.415 4.428 3.062 1.66
RSD (%) 46.368 25.126 20.464 14.581 6.902 3.333 1.582

Grafico de perfis

Grafico de Similaridade wia Perfil de Dissolugao
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Distancia Mahalanobis

Estimativa Limite Inferior Limite Superior Distancia Maxima Tolerada Concluséo

4.685 2.838 6.533 13.158
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4.2.7 Aplicacao 2

A seguir temos um exemplo de comparacdo entre dois medicamentos de referéncia. Considere os dados apresen-
tados na Tabela 7. Foram utilizadas 12 amostras para o medicamento teste, 12 para o medicamento de referéncia, 12
para o medicamento de referéncia 1 e 12 para o medicamento de referéncia 2 em 5 diferentes tempos de coleta.

Tabela 7: Experimento perfil de dissolugdo - exemplo 3.

Medicamento 5 10 15 30 60
Teste 1,23 9,93 45,26 98,42 103,1
Teste 0,65 11,15 74,78 100,81 102,78
Teste 1,02 13,64 6045 98,5 101,65
Teste 1,17 23,12 79,23 99,58 101,42
Teste 1,76 14,75 62,57 99,79 103,4
Teste 1,67 10,74 43,12 96,01 101,56
Teste 0,31 14,29 61,28 98,09 102,2
Teste 1,02 10,38 67,46 98,05 101,01
Teste 0,57 22,1 55,18 96,85 101,27
Teste 095 18,81 67,21 97,59 101,09
Teste 091 1525 75,85 99,54 101,72
Teste 2,06 14,4 85,88 100,49 101,67

Referencia 1,82 8,59 52,3 95,89 102,95
Referencia 1,58 1291 61,06 96,9 102,79
Referencia 1,85 20,86 66,41 96,81 103,58
Referencia 2,82 18,34 76,29 99,28 102,64
Referencia 2,12 33,49 84,32 100,02 102,44
Referencia 2,08 8,13 57,51 98,55 103,45
Referencia 1,15 18,02 55,96 97,1 102,5
Referencia 1,39 15,07 77,86 99,72 101,9
Referencia 2.5 24,21 73,57 98,98 102,83
Referencia 1,02 21,5 76,66 100,05 102,53
Referencia 0,98 16,67 57,36 96,66 102,24
Referencia 333 61,77 96,02 103,03 103,38
Referencial 0,11 3,1 16,34 96,58 104,42
Referencial 0 5,62 62,77 102,03 103,9
Referencial 0 3,76 42,15 95,85 101,5
Referencial 0,46 3,73 38,88 95,38 101,38
Referencial 0 5,93 72,39 101,06 103,9
Referencial 0,14 3,95 23,83 92,58 101,78
Referencial 0 4,7 28,93 93,32 101,46
Referencial 0 4,78 33,33 93,69 103,01
Referencial 1,37 5,82 29,84 93,99 100,85
Referencial 0 2,43 38,87 93,18 101,33
Referencial 0 3,74 20,05 89,28 100,68
Referencial 0 3,37 71,31 97,18 100,25
Referencia2 1,82 8,59 52,3 95,89 102,95
Referencia2 1,58 1291 61,06 96,9 102,79
Referencia2 1,85 20,86 66,41 96,81 103,58
Referencia2 2,82 18,34 76,29 99,28 102,64
Referencia2 2,12 33,49 84,32 100,02 102,44
Referencia2 2,08 8,13 57,51 98,55 103,45
Referencia2 1,15 18,02 55,96 97,1 102,5
Referencia2 1,39 15,07 77,86 99,72 101,9
Referencia2 2,5 2421 73,57 98,98 102,83
Referencia2 1,02 21,5 76,66 100,05 102,53
Referencia2 098 16,67 57,36 96,66 102,24
Referencia2 3,33 61,77 96,02 103,03 103,38
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Primeiramente obtém-se os vetores de médias do medicamento de teste e de referéncia

x = (1,11; 14, 88; 64, 856; 98, 643; 101, 906)”
y = (1,887;21,63; 69, 61; 98, 582; 102, 769)”

E os coeficientes de variagao.

Tabela 8: Tabela de coeficientes de varia¢do exemplo 3.
Conjuntos 5 10 15 30 60

Teste 46,1% 29,6% 20,1% 1,5% 0,8%
Referéncia 38,8% 66,6% 192% 2,1% 0,49%

Tem-se que os primeiros coeficientes de variagdo sdo superiores a 20%. Entdo, ndo pode-se aplicar o modelo
independente simples, logo utiliza-se 0 modelo independente multivariado. De acordo com a Secdo 3, a distancia
méxima tolerada pode ser calculada transformando o limite de similaridade A em termos da distdncia de Mahalanobis
ou calculando a distdncia de Mahalanobis entre dois medicamentos referéncia. Para esse conjunto de dados, iremos
considerar a distancia de Mahalanobis entre dois medicamentos referéncia (que sdo os medicamentos ‘“Referéncial” e
“Referéncia”).

Seguindo os passos como descrito na Secao 4.2.3, obtém-se as matrizes de varidncia e covariancia das medicdes
do medicamento Referéncial e Referéncia2.

0,160 0,160 —1,734 —0,190 —0,155]
0,160 1,265 7,037 1,764 0,506
S%.;1= | 1,734 7,037 367,676 52,907 3,091
~0,190 1,764 52,907 12,754 3,101
0,155 0,506 3,091 3,101 1,966 |

[0,535 6,428 5,702 0,855 0,193 ]
6,428 207,179 158,535 23,011 1,652
Shefa = |5,702 158,535 177,974 25,037 —0,198
0,855 23,011 25,037 4,096 0,025
10,193 1,652 —0,198 0,025 0,256 |

Assim obtém-se a matriz de variincia e covariancia agrupada.

¢ (= )Sht(m- 1S}
pool n+m—2

0,347 3,294 1,984 0,332 0,019
3,294 104,222 82,786 12,388 1,079
1,984 82,786 272,825 38,972 1,447
0,332 12,388 38,972 8,425 1,563
0,019 1,079 1,447 1,563 1,111

2
Sp

ool —

E calcula-se sua inversa
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4,175 —0,143 0,035 —0,162 0,251
—0,143 0,018 —0,005 0,008 —0,019

S =1 0,035 —0,005 0,021 —0,117 0,141
—0,162 0,008 —0,117 0,846 —1,043

0,251 —0,019 0,141 —1,043 2,197

Em seguida, obtém-se o vetor de diferenca das médias Z
Z = (Refl — Ref2) = (1,713;17,386;29, 719; 3,239; 0, 731).
E assim calcula-se a distdncia de Mahalanobis estimada
Dy =/7"5, } 7 = 3,692.

O préximo passo consiste em calcular o intervalo de confianga para a distdncia de Mahalanobis (Dﬁw7 Dy,). Fixa-
se um nivel de significincia de 10% e para o delineamento apresentado (12 comprimidos de cada medicamento e 5
tempos de coleta), tem-se que a constante K € igual ao calculado anteriormente, ou seja, K = 0, 982.

Os valores de y; e y5 sdo respectivamente:

Flpmtn—p—
yi =721+, pminp=l09)
KD},

yi = (2,407;24,427;41,756; 4, 551; 1,027)"

yi=z(1- Flpan—p-1.0.9)
? KD2,

ys = (1,019; 10, 344; 17, 682; 1,927; 0, 435)T

Assim, calcula-se o intervalo com 90% de confianga para a distancia de Mahalanobis

(y5)T S, oyt = 5,188

(y3)T S L ys = 2,197

pool

v o=5,188

DY, =2,197

Como a distdncia maxima tolerada é definida como sendo o limite superior do intervalo de confianga, a distancia
maxima tolerada € 5,188.

Assim, tem-se a distancia maxima tolerada. O préximo passo é encontrar a distancia de Mahalanobis entre o Teste
e o Referéncia e seu intervalo de confianca. Para isso, é necessdrio repetir o procedimento acima, mas com os dados
dos medicamentos teste e Referéncia. Primeiro, obtém-se as matrizes de varidncia e covaridncia das medi¢es do
medicamento teste e Referéncia.

pg35/94



GRUPO

ZSTATCAMP

Perfil de Dissolu¢cao Comparativo e Estudo de Bioequivaléncia Populacional

EC.PRO.007-01

Action Stat Perfil Versao 4.2

PROTOCOLO ESTATISTICO

Data de Emissao:
18 de julho de 2025

0,262 —0,441 0,539 0,139 0,059
—-0,441 19,413 17,994 —-0,270 —1,410
Sz =10,539 17,994 169,800 14,416 —2,058
0,138 —0,270 14,416 2,099 0,509
0,069 —1,410 -2,058 0,509 0,627
0,535 6,428 5,702 0,85 0,193
6,428 207,179 158,535 23,011 1,652
S% = |5,702 158,535 177,974 25,037 —0,198
0,855 23,011 25,037 4,096 0,025
0,193 1,652 —0,198 0,025 0,256
Assim obtém-se a matriz de variincia e covariancia agrupada.
@ _(n=1)S}+(m-1s}
pool n4+m— 9
0,398 2,993 3,121 0,497 0,126
2,993 113,296 88,265 11,370 0,121
S’fwol = 13,121 88,265 173,887 19,727 —1,128
0,497 11,370 19,727 3,098 0,267
0,126 0,121  —1,128 0,267 0,442
E calcula-se sua inversa
3,665 —0,064 —0,043 0,021 —1,149
-0,064 0,016 —0,004 -0,022 0,016
Sz:(>1cal = [-0,043 -0,004 0,037 —0,231 0,247
0,021 -0,022 -0,231 2,030 —1,817
—1,149 0,016 0,247 —1,817 4,316

Em seguida, obtém-se o vetor de diferenca das médias Z
z=(X—-Yy)=(-0,777;—6,750; —4, 754;0,061; —0, 863).

E assim calcula-se a distancia de Mahalanobis estimada

Dy =1/Z" S, \ 7 = 2,595.

O préximo passo consiste em calcular o intervalo de confianga para a distincia de Mahalanobis (DY, D%,). Fixa-
se um nivel de significincia de 10% e para o delineamento apresentado (12 comprimidos de cada medicamento e 5
tempos de coleta), tem-se que a constante K € igual a:

mn m+n—p—1 12 x 12 24-5-1
K: = = 2
(m-i—n)((m—i—n—?)p) ( 24 )((24—2)5) 0,98

Os valores de y] e y5 sdo respectivamente:

Flpmtn—p—
yi =7z |1+ | pminpml09)
KD3,
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yr = (—1,224; —10, 640; —7,494; 0,096; —1,361)7

ys=721— Flpan-p-109)
? KD2,

ys = (—0,329; —2,860; —2,015; 0, 026; —0, 366)” ,

pois F(p,m-‘rn—p—l,O,Q) = F(p,12+12—5—1,0,9) = 2,196.
Assim, calcula-se o intervalo com 90% de confianga para a distancia de Mahalanobis

(W)TS oyt = 4,091

(y3)7 S+ ys = 1,100

pool
DY, = 4,091
DY, =1,100

Tem-se que o limite superior do intervalo de confianga utilizando os dados do teste e referéncia é menor que
a distancia mdxima tolerada, 4,091 = D}; < Djpq, = 5,188. Portanto, conclui-se que hd similaridade entre o

medicamento teste e o de referéncia.
Veja a seguir os resultados obtidos com o Action Stat.

Resumo Descritivo para Medicamento Referéncia

5 10 15 30 60
Média 1.887 21.63 69.61 98.582 102.769
Desvio-padrao 0.731 14.394 13.341 2.024 0.506
RSD (%) 38.739 66.546 19.165 2.053 0.492

Resumo Descritivo para Medicamento Teste

5 10 15 30 60
Média 1.11 14.88 64.856 98.643 101.906
Desvio-padréo 0.512 4.406 13.031 1.449 0.792
RSD (%) 46.126 29.61 20.092 1.469 0.777
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Resultado de analise

Teste de Royston

Medicamento Estatistica do teste Valor-p

Teste 5.239 0.379

Referéncia 9.414 0.059

Teste M de Box

Estatistica G.L. Valor-p
Chi-Sq (approx.) 33.346 15.000 0.004

Distancia Mahalanobis

Estimativa Limite Inferior Limite Superior Distancia Maxima Tolerada Conclusédo

2,595 1.100 4.091 5.188 Similar

Se a distdncia mdxima tolerada fosse calculada sem os medicamentos Referéncial e Referéncia2, ou seja, transfor-
mando o limite de similaridade A em termos da distdncia de Mahalanobis, em que o limite de similaridade é A = 10,
tem-se que a distdncia maxima é seria dada por

Diraz =/ (A)TS L (A) = 19,921,

pool

e, assim, também se concluiria que ha similaridade entre 0 medicamento de teste e o de referéncia pois 4,091 =
DY < Dpyaz = 19,921, Esse resultado também pode ser encontrado no Action, porém ndo selecionando a op¢do
“Calcular distancia global”, e € dado na Figura a seguir.
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Resultado de analise

Medicamento

Teste de Royston

Estatistica do teste

Teste

Referéncia

5.239

9.414

Valor-p

Teste M de Box

Estatistica G.L. Valor-p

Chi-Sq (approx.) 118.199 45.000 0.000

Distancia Mahalanobis

Estimativa Limite Inferior Limite Superior Distancia Maxima Tolerada Conclusdo
2.595 1.100 4.091 19.921

4.3 Fator de Similaridade via bootstrap

Quando o uso do fator de similaridade f> é inadequado devido a alta variabilidade, a EMA[25] recomenda o
método bootstrap como alternativa preferida em relagdo a distdncia Mahalanobis e ao modelo dependente. Foi obser-
vado que o critério de aceita¢do baseado na distdncia Mahalanobis pode favorecer a conclusio de similaridade mesmo
quando ocorrem diferencas superiores a 10% em algum ponto, o que contraria o critério adicional estabelecido no
guia CPMP/EWP/QWP/1401/98 Rev.1/ Corr**, segundo o qual as diferencas ndo devem exceder 10% em nenhum
momento. Para a aplicacdo do método bootstrap, recomenda-se atender aos seguintes critérios referentes aos tempos
de coleta:

1. Deve-se utilizar pelo menos 12 cubas de cada produto. Aconselha-se mais que 12 caso a variabilidade seja
considerada alta [27].

2. Devem ser considerados para as amostras bootstrap, todos os tempos pré-definidos no protocolo do estudo de
dissolucdo até o momento em que um dos produtos atingir mais de 85% de dissolucao.

3. A coleta de amostras deve ser realizada em intervalos suficientes para caracterizar adequadamente o perfil de
dissolu¢do, com um intervalo minimo de 15 minutos.

4. Sao necessarios pelo menos trés pontos de coleta antes do 85%: o primeiro antes de 15 minutos, o segundo aos
15 minutos e o terceiro quando a liberagao estiver proxima de 85%.

5. Nenhum ponto deve apresentar uma diferenca média acima de 10% na porcentagem dissolvida.

6. A variabilidade da dissolu¢ao deve ser semelhante entre os produtos teste e referéncia. No entanto, uma varia-
bilidade menor no produto teste € aceitdvel.

A seguir, apresenta-se o procedimento para o cdlculo do intervalo de confianga para o f; por meio da técnica de
bootstrap [26]:
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1. Geram-se B amostras bootstrap para o medicamento teste e referéncia, recomenda-se B > 20000;

2. Para cada amostra bootstrap obtida, calcula-se o fator de similaridade f, esperado conforme proposto pela EMA
[25], ver a secdo calculo do f, esperado;

3. Calcula-se o intervalo empirico bootstrap, ao nivel de significincia o(a = 0, 1), para o fator de similaridade;

4. Se o limite inferior do intervalo, ao nivel de significincia a(a = 0, 1), for maior que 50, conclui-se que os perfis
sdo similares. Caso contrario, conclui-se que ndo s@o similares.

A aplicacdo do fator de similaridade via bootstrap consiste em realizar os cinco passos descritos acima. No restante
desta secao serdo dados detalhes associados a cada um desses passos.

e Passo 1

Inicialmente, geram-se B amostras bootstrap a partir dos medicamentos teste e referéncia, isto é, realiza-se a
reamostragem com reposicdo. Essa reamostragem pode ser feita com base nas cubas ou em pontos individuais para
cada ponto de tempo especifico disponivel nos dados originais, gerando-se B amostras de cada tipo de medicamento.
Recomenda-se a utiliza¢do de, no minimo, B = 20000.

¢ Passo 2

Calcula-se o fator de similaridade para cada amostra boostrap obtida. O default do Action € utilizar a férmula de
f2 esperado conforme sugerido na EMA [25]:

P

f;\b =100 — 25log (1 + % (Z (zb, — f‘;?ﬁi)g +

p
=1 i=

3=

(s%,’i”ﬂ%f%”)) b=1,---,B (13)
1

em que
* p: niimero de pontos de coleta de cada amostra obtida;

. i*Tbi : média das dissolucdes do teste para o i-ésimo tempo de coleta da b-ésima amostra bootstrap;

. i"*Rbi : média das dissolugdes do referéncia para o ¢-ésimo tempo de coleta da b-ésima amostra bootstrap.

* s2.%b ¢ a variancia o teste para o i-ésimo tempo de coleta da b-ésima amostra;

e s%r. éavariancia da referéncia para o i-ésimo tempo de coleta da b-ésima amostra;
)

¢ n € o tamanho da b-ésima amostra.

Ha também a opcdo de utilizar uma outra férmula:

p
1=

- 1

1
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e Passo 3

Calcula-se o intervalo empirico bootstrap, ao nivel de significincia «, para o fator de similaridade.

Primeiramente ordena-se crescentemente os valores obtidos no passo anterior, isto €,

Fo) <fs) < < Jfsmy

em que fJ ) ¢ o valor ordenado obtido para o fator de similaridade da amostra bootstrap gerada.
Posteriormente obtém-se o intervalo percentil, isto é, por meio da técnica boostrap obtém-se um intervalo de
confianca via percentil. O intervalo é dado por:

em que:

s f5 W limite inferior do intervalo empirico;

—_—
e fx .t limite superior do intervalo empirico
2,(u)* '

—_—
No fator de similaridade via bootstrap, tem-se que o valor referente a [-ésima posigdo, isto €, o valor f; 0 obtido
para o fator de similaridade € o limite inferior do intervalo empirico.

e Passo 4

—

Conclui-se que os perfis de dissolug@o sdo similares se f3 W > 50, isto é, se o limite inferior do intervalo empirico
for maior ou igual que 50. Os resultados comunicados devem ser arredondados para o nimero inteiro mais proximo,

sem unidades decimais.

Ao comunicar comparagdes de perfis de dissolucdo, o requerente deve fornecer os resultados individuais da por-
centagem dissolvida nos diferentes tempos de amostragem predefinidos em protocolo, bem como a porcentagem
média dissolvida e sua variabilidade, a fim de permitir a replicacdo dos calculos. A seguir, apresenta-se na Figura 4 o
fluxograma para a aplicacdo do fator de similaridade via bootstrap no estudo perfil de dissolu¢do comparativo.
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4.3.1 Aplicacdo 1

Analise descritiva

edia excede 85% de dissolugdo
para ambos 0s medicamentos?

Incluir um ponto da
curva

Gerar B amostras
bootstrap para 0s
medicamentos teste e

referéncia

v

Calcular o f; para
cada amostra gerada

Calcular o intervalo
empirico de 90% de
confianga

Limite Inferior do
intervalo empirico de 90%
de confianca
& maior que 507

Perfis de dissolugao
nao sao similares

Perfis de dissolugao
sa0 similares

Figura 4: Fluxograma do fator de similaridade via bootstrap.

Conforme apresentado em 4.3, o fator de similaridade via bootstrap é um estudo de simulagdo e, por isso, o0s

resultados sao reprodutiveis sob certas circunstancias, como a semente escolhida e o niimero de reamostragens seleci-
onado. Recomenda-se o uso de, no minimo, 20000 amostras e estabelece-se o valor da semente como 2021. Sob essas
condi¢des, usando os dados da Tabela 5, tem-se que os resultados sdo:
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Resumo Descritivo para Medicamento Referéncia

10 15 20 30 45 60 90
Média 1.246 5.052 10.306 25.672 59.606 90.437 101.671
Desvio-padrio 0.649 1.296 1.335 2471 3 3.698 1.303
RSD (%) 52.087 25.653 12.954 9.625 5.033 4.089 1.282

Resumo Descritivo para Medicamento Teste

10 15 20 30 a5 60 20
Média 4.598 8.963 15.158 30.28 64.158 91.871 104.948
Desvio-padréo 2.132 2.252 3.102 4.415 4.428 3.062 1.66
RSD (%) 46.368 25.126 20.464 14.581 6.902 3.333 1.582
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Resultado de andlise
Limite inferior do intervalo Limite superior do intervalo Conclusdo

Histograma das estimativas bootstrap

Frequéncia

=

o
=

=) 2] T8 ]

Estimativas do fator de similaridade

E conclui-se que os perfis sdao similares.

4.3.2 Aplicacao 2

Legenda
Limite de similaridade

Limite inferior do IC

A seguir temos um exemplo de que os resultados mudam conforme a sele¢@o do tipo de reposi¢do na reamostragem.

Considere os dados apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Experimento perfil de dissolugdo - exemplo bootstrap.

Medicamento 7 10 15 20 30 45 60
Teste 24776 4849 65,58 7542 86,26 91,52 93,22
Teste 31,7 69,21 90,77 94,74 96,02 97,14 97,04
Teste 26,16 60,53 79,99 86,98 93,71 96,27 97,01
Teste 29,18 66,66 88,9 9535 97,51 98,29 98,8
Teste 15,14 50,75 82,52 9439 98,11 99 99,14
Teste 17,96 53,55 84,31 96,39 100,66 101,55 102,06
Teste 19,19 54,63 81,33 92,38 99,32 101,09 101,35
Teste 19,85 53,32 77,68 89,49 95,56 98,81 99,58
Teste 17,48 50,28 76,55 89,4 99,18 101,48 102,27
Teste 1545 4485 69,51 85,09 93,13 95,5 96,54
Teste 18,53 56,63 86 95,98 99,65 100,56 101,21
Teste 14,57 4737 77,14 91 97,53 99,3 99,63

Referencia 27,71 60,98 89,32 96,49 98,56 99,35 99,73
Referencia 27,01 5424 79,61 91,24 96,21 97,62 98,15
Referencia 22,26 4424 62,67 73,6 84,27 89,08 90,6

Referencia 23,37 473 62,99 73,29 85,74 90,66 92,27
Referencia 22,92 5524 76,11 85,15 93,78 97,15 98,32
Referencia 24,25 5599 83,57 94,55 98,83 100,53 101,18
Referencia 194 4847 69,64 82,12 9522 99,57 100,18
Referencia 20,48 48,9 69,79 80,57 93,63 97,53 98,01

Referencia 13,63 37,24 55,67 71,35 93,51 99,44 101,18
Referencia 21,39 48,53 66,51 77,03 89,55 95,61 97,47
Referencia 17,9 41,72 60,72 74,89 89,1 95,15 97,17
Referencia 23,56 55,52 75,88 88,03 98,99 102,43 103,45

Primeiramente obtém-se os vetores de médias do medicamento de teste e de referéncia.

X = (20, 831; 54, 689; 80, 023; 90, 551; 96, 387; 98, 376; 98, 988)”
¥ = (21,99; 49, 864; 71, 04; 82, 359; 93, 116; 97, 01; 98, 142)

E os coeficientes de variagao.

Tabela 10: Tabela de coeficientes de variagdo exemplo 3.

Conjuntos 7 10 15 20 30 45 60
Teste 27487% 13,716%  9,239%  6,629%  4,102% 2,98% 2,699
Referéncia 17,575% 13,651% 14,175% 10,577% 5352% 4,04% 3,714

Tem-se que o primeiro coeficiente de variagdo superior a 20%. Entéo, ndo pode-se aplicar o modelo independente

simples.

Se a reamostragem com reposicao por cubas for adotada, t€m-se os seguintes resultados:
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Tabela 11:

Intervalo de confianga estimado

LI

LS Concluséo

49,562 70,299 Nao Similar

Como a EMA considera resultados arredondados [25], o limite inferior do intervalo de confianga de 90% para o
f2 arredondado € 50, portanto, pode-se concluir que os perfis sdo similares.

Agora, se a reposi¢do por pontos individuais for adotada, t€m-se os seguintes resultados:

Frequéncia

Histograma das estimativas bootstrap

2000~

1500 -

1000 -

500~

0=

[ T '
45 50 55

Legenda

I Limite de similaridade

I Limite inferior do IC

60 6 70 75

Estimativas do fator de similaridade
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4.3.3 Aplicacao 3

Tabela 12: Intervalo de confianca estimado

LI

LS

Concluséo

52,

073

64,263

Similar

Quando as amostras apresentam uma variabilidade alta, pode-se coletar mais que 12 cubas [27]. Considere os

dados apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Experimento perfil de dissolugdo - exemplo bootstrap.

Medicamento 5 10 15 20 30
Teste 45,57 68,04 87,87 98,67 101,95
Teste 50,47 68,94 76,04 82,22 89,69
Teste 51,87 76,7 85,71 92,37 98,36
Teste 50,26 79,51 91,27 96,74 98,02
Teste 48,64 68,01 76,26 83,66 93,14
Teste 43,92 57,63 74,98 82,28 87,19
Teste 46,13 68,85 89,06 100,31 103,55
Teste 51,2 69,99 76,94 83,18 90,89
Teste 52,58 77,7 86,7 93,65 99,8
Teste 50,97 80,67 92,65 98,21 98,98
Teste 49,29 69,08 77,44 84,95 94,66
Teste 44,43 58,54 76,03 83,54 88,44

Referencia 29,34 52,39 64,16 71,95 81,89
Referencia 45,27 69,81 82,47 89,57 96,57
Referencia 51,67 72,47 81,53 86,98 93,54
Referencia 52,14 73,97 84,33 90,04 96,09
Referencia 37,92 54,03 64,6 71,74 80,68
Referencia 37,77 58,45 70,8 79,56 89,96
Referencia 73,67 88,62 97,74 101,91 103,52
Referencia 55,88 82,65 93,2 97,91 101,3
Referencia 55,19 82,19 92,01 97,54 100,85
Referencia 77,11 95,38 99,91 101,16 101,68
Referencia 77,91 100,27 104,97 105,36 105,55
Referencia 56,74 80,67 90,4 95,38 98,58

Primeiramente obtém-se os vetores de médias do medicamento de teste e de referéncia.

E os coeficientes de variagao.

X = (48, 778; 70, 305; 82, 579; 89, 982; 95, 389)
y = (54, 218; 75, 908; 85, 51; 90, 758; 95, 851)7

Tabela 14: Tabela de coeficientes de variagao exemplo 3.

Conjuntos 5 10 15 20 30
Teste 6,176%  10,529%  8,288% 812% 5,756 %
Referéncia  29,002% 20,374% 15,756% 12,525%  8,409%
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Tem-se que os primeiros coeficientes de variagdo superiores a 20% no conjunto referencial. Entdo, ndo pode-se
aplicar o modelo independente simples.
Os seguintes resultados foram obtidos para 12 cubas:

Histograma das estimativas bootstrap
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Legenda

1000 -
| Limite de similaridade
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1
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1
1.
1.
|
1
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1
1
0- I-

1 T " [ 1
40 50 60 70 80
Estimativas do fator de similaridade

Tabela 15: Intervalo de confianca estimado
LI LS Conclusao

46,659 67,885 Naio similar

Depois de coletar 12 cubas adicionais totalizando 24 cubas, t€m-se os seguintes resultados:
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Tabela 16: Experimento perfil de dissolugdo - exemplo bootstrap.

Medicamento 5 10 15 20 30
Teste 45,57 68,04 87,87 98,67 101,95
Teste 50,47 68,94 76,04 82,22 89,69
Teste 51,87 76,7 85,71 92,37 98,36
Teste 50,26 79,51 91,27 96,74 98,02
Teste 48,64 68,01 76,26 83,66 93,14
Teste 43,92 57,63 74,98 82,28 87,19
Teste 46,13 68,85 89,06 100,31 103,55
Teste 51,2 69,99 76,94 83,18 90,89
Teste 52,58 71,7 86,7 93,65 99,8
Teste 50,97 80,67 92,65 98,21 98,98
Teste 49,29 69,08 77,44 84,95 94,66
Teste 44,43 58,54 76,03 83,54 88,44
Teste 57,94 81,92 91,35 95,79 97,64
Teste 35,70 56,80 68,05 78,04 86,43
Teste 48,62 68,86 77,80 82,03 87,53
Teste 41,76 59,44 66,90 73,12 82,86
Teste 46,43 45,79 76,20 80,62 87,30
Teste 56,56 66,35 88,61 86,91 95,91
Teste 48,80 81,34 78,52 83,15 87,86
Teste 35,48 56,89 68,27 76,69 85,61
Teste 46,25 68,76 77,17 82,15 88,68
Teste 41,95 4521 66,44 72,10 78,24
Teste 56,35 68,30 89,16 86,73 95,69
Teste 58,21 67,19 90,35 95,59 98,28

Referencia 29,34 52,39 64,16 71,95 81,89
Referencia 45,27 69,81 82,47 89,57 96,57

Referencia 51,67 72,47 81,53 86,98 93,54
Referencia 52,14 73,97 84,33 90,04 96,09
Referencia 37,92 54,03 64,6 71,74 80,68

Referencia 37,77 58,45 70,8 79,56 89,96
Referencia 73,67 88,62 97,74 101,91 103,52
Referencia 55,88 82,65 93,2 97,91 101,3

Referencia 55,19 82,19 92,01 97,54 100,85
Referencia 77,11 95,38 99,91 101,16 101,68
Referencia 77,91 100,27 104,97 105,36 105,55
Referencia 56,74 80,67 90,4 95,38 98,58

Referencia 39,56 58,50 69,01 77,29 85,20
Referencia 38,35 65,39 78,51 85,52 90,18

Referencia 47,69 69,98 82,66 89,17 93,20
Referencia 44,76 55,28 66,15 73,06 82,56
Referencia 37,74 59,19 72,29 80,80 88,32
Referencia 4231 62,19 73,44 80,23 88,61

Referencia 48,13 66,08 76,17 82,33 90,16
Referencia 55,65 76,84 86,50 89,61 91,50
Referencia 38,34 59,53 73,39 82,50 90,82
Referencia 37,03 68,13 84,74 93,12 97,22
Referencia 45,33 75,14 83,93 88,26 90,08

Referencia 36,83 54,95 65,62 73,09 81,79
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Tabela 17: Intervalo de confianca estimado

LI

LS Conclusio

58,331 75,266 Similar

4.4 Modelo Dependente

O modelo dependente, apresentado no guia [2], assim como o modelo independente multivariado € um método
alternativo para o estudo de perfil de dissolu¢cao comparativo quando algum dos critérios exigidos para os coeficientes

de variag@o ndo sdo satisfeitos para a aplicagdo dos fatores do modelo independente simples.

Proposto por Sathe ef al em 1996 [6], o modelo dependente consiste em encontrar o melhor modelo que explique
os dados, de modo que ocorra uma redugdo da dimensionalidade destes e conclusdes visuais, obtidas por meio da
regido de similaridade e de confianca, possam ser realizadas. O modelo dependente utiliza a distancia de Mahalano-
bis, apresentada na Secdo 4.2.1, a qual mede a discrepancia entre os perfis de dissolu¢do ponderando a variancia e

covariancia das observagdes.

A seguir, apresenta-se o algoritmo para a realizacdo do teste:

1. Ajuste de modelos para os dados do lote de referéncia agrupados. O guia [2] sugere os modelos Weibull,
Probito, Logito, Gompertz e Quadratico, isto é, um modelo com ndo mais que trés parimetros. Neste protocolo,
apresentam-se os modelos Weibull, Probito, Logistico, Gompertz e Higuchi;

2. Sele¢@o do modelo que melhor se adeque aos dados, utilizando algum dos seguintes critérios de selecdo:

* modelo que minimize AIC;

* modelo que minimize SQR (Soma do Quadrado do Residuo);

» modelo que maximize R?.

3. Ajuste do modelo selecionado para cada uma das observacdes do medicamento teste € o medicamento re-

feréncia;
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4. Especificacdo da regido de similaridade dos perfis com base na variacdo dos parametros obtidos pelo ajuste do
modelo;

5. Calculo da distancia de Mahalanobis estimada D) entre as médias das dissolu¢des do medicamento teste e do
medicamento referéncia;

6. Cdlculo da regido de confianga para a distancia de Mahalanobis;

7. Comparacgdo da regido de confianga com a regido de similaridade. Caso a regido de confianga estiver contida na
regido de similaridade, conclui-se que os perfis de dissolu¢do s@o equivalentes.

A aplicacdo do modelo dependente consiste em realizar os passos descritos acima. No restante desta secdo serd
dado os detalhes associados a cada um destes passos, para isto, adota-se o0 modelo Weibull.

Passo 1
Ajuste os modelos para os dados do medicamento referéncia agrupados. Na Tabela 19 apresenta-se alguns modelos
sugeridos pelo guia [2] e artigo [5].

Tabela 18: Modelos sugeridos no guia [2] e artigo [5]

Modelo Forma

Weibull Y(t) = Ymax (1 — exp(at?))

Probito y(t) = ymaz¢(a + 5 ln( ))

Logistico  y(t) = Ymax exp(a + BIn(t))/{1 + exp(a + BIn(t))}
Gompertz Y(t) = Ymaa exp(—aexp(S1n(t)))

Higuchi Y(t) = Ymaz (BVE)

Ap6s a lineariza¢do em cada modelo, tem-se:

Tabela 19: Linearizacdo dos modelos

Modelo Forma

Weibull  y*(t) =In (— In (1 - yyyi—?m)) = In(a) + B1n(t)
Probito g0 =67t (L) = a+ B
Logistico y*(t) =In 1_91:"(5’22)) = o+ Bln(t)
Gompertz y*(t) =In (— In (%)) = a+ B1n(t)
Higuchi yr(t) = 1L = pvi

Passo 2
Selecdo do modelo que melhor se adeque aos dados.

AIC
O Critério de Informacdo de Aikake (AIC) € definido como
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AIC, = —2log(L,) +2[(p+ 1) + 1]
em que:
* L, é afungio de maxima verossimilhanga do modelo (para mais detalhes ver [7]);

* p é o nimero de varidveis explicativas do modelo.

Tem-se que, quanto menor € o seu valor, mais parcimonioso é o modelo e, portanto, pode-se buscar o modelo com
o menor AIC.

SQR
A Soma do Quadrado do Residuo (SQR) é definida como
SQR="> (yi — i)
i=1
em que
* y;: i-ésimo valor observado;
* ¢;: valor estimado para a i-ésima observacao.

Assim, quanto menor € o seu valor, mais proximas as estimativas estdo dos valores observados e melhor é o
modelo.

R2
O coeficiente de determinacio R? é definido como

em que
© SQR =371 (yi — )%
* SQT =321, (yi — 9)%
* y;: i-ésimo valor observado;
* g;: valor estimado para a ¢-€sima observacao;
* y: média das observagdes.

Quanto maior é o seu valor, maior € a porcentagem de variacdo explicada pelo modelo e, portanto, mais adequado
ele estd aos dados.

Passo 3
Com o modelo selecionado, estima-se os parametros. Em geral, conforme a Tabela 18, tem-se que:

* y(t) representa a dissolu¢@io acumulada no tempo ¢, em porcentagem;

* Ymaz representa a dissolugdo maxima;
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* o representa o parametro de escala do modelo;
¢ [ representa o pardmetro de forma do modelo.

Ressalta-se que ¥4, N0 deve ser menor ou igual ao méximo das observagdes dos lotes teste e referéncia.

Para estimar os parimetros « e 3 do modelo, utiliza-se 0 método de minimos quadrados, transformando os dados
conforme a Tabela 19. Assim, tem-se um modelo para cada medicamento, ou seja, tem-se doze modelos para cada
medicamento.

Passo 4
A regido de similaridade é definida com base na varidncia dos parametros obtidos para o medicamento referéncia.
Assim, sendo
dy = +/(var(ag)) e dy = v/ (var(Br))

a composi¢do da regido de similaridade é dada por:
* Bixox: (—k x dy;k x dy)
* Bixoy: (—k x da; k x da)
em que:
* var(«) representa a varidncia dos pardmetros de escala para os comprimidos do medicamento referéncia;
* var(f) representa a varincia dos parimetros de forma para os comprimidos do medicamento referéncia;

* k representa o nimero de desvios-padrdo. Sathe et al, [6] considerou k£ = 1,2, 3, que correspondem a aproxi-
madamente 68%, 95% e 99% dos casos.

Deve-se verificar se o logaritmo dos parimetros estimados, in(«a) e In(8), tém distribuigdo normal multivariada.
Para isto, aplica-se o teste de Royston, conforme descrito na subsecio 4.2.4. Se o logaritmo dos parametros estimados
tém distribuicdo normal multivariada, a regido de similaridade é dada conforme a Figura a seguir:

2dp

3 dp

Figura 5: Regido de similaridade.

Passo 5§
Denote Z = (X — y), em que:
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*X= (%, %) representa a média dos parametros para o medicamento referéncia;

e y= (%, ¥> representa a média dos parametros para o medicamento teste;

* n representa o nimero de comprimidos para cada medicamento.

A distancia de Mahalanobis estimada é dada por

—T a—1 =
Dy =14/Z Spoolz.
A distancia de Mahalanobis estimada, conforme descrito na Secdo 4.2.1, corresponde a distancia obtida para a

diferenca entre as médias observadas ponderada pela matriz de varidncia e covariancia agrupada, a qual é dada por:

Sr+ St

Spool = D)

em que:
¢ SR € a matriz de variincia e covariincia dos pardmetros do medicamento referéncia;

e St é a matriz de varidncia e covariincia dos pardmetros do medicamento teste.
Passo 6

Com a estimativa da distdncia de Mahalanobis, calcula-se a regido de confianga para o verdadeiro valor da distancia
de Mahalanobis. A regido de confianca, C'R, com nivel de significancia « é dada por:

CR={K(y~2" 8,0,y =D < Flpmin-p-11-0)} (15)
Em que K = (giﬁ)(%) e Fipmtn—p—1,1—a) 0 quantil de 100(1 — «)% da distribui¢io F de Snedecor

com p graus de liberdade no numerador € m 4+ n — p — 1 graus de liberdade no denominador.
Os y que satisfazem a desigualdade formam uma elipse, a qual representa a regido de confianga.

Passo 7

Conclui-se que os perfis de dissolu¢@o sao similares se a regidao de confianga estiver contida dentro da regido de
similaridade.

O fluxograma 6 ilustra as etapas a serem realizadas no estudo de equivaléncia entre os perfis de dissolu¢io segundo
o modelo dependente.
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Andlise descritiva

Calcular a Regido de

Similaridade

Ajustar os modelos para os
dados do medicamento
referéncia agrupados

Calcular a Distancia de
Mahalanobis estimada

Calcular a Regido de
Confianca para a Distancia
de Mahalanobis

~—— | Selecionar o melhor modelo
que se adeque ao dados

Estimar o5 parémetros do
modelo selecionado para o
medicamento teste &
referéncia

- SiM
NAO

Regido de Confianca esta contida
dentro da regido de Similaridade?.

Logaritmo dos pardmetros
apresentam distribuicio normal
multivariada?

Figura 6: Fluxograma para o modelo dependente.

4.4.1 Grafico de médias transformadas

O gréfico de médias transformadas da dissolucdo apresenta, no eixo X, os valores transformados dos tempos, e,
no eixo y, os valores linearizados das dissolucdes de acordo com o modelo selecionado, conforme Tabela 19. Assim,
tem-se o grafico do ajuste do modelo de regressdo linear para os dados de teste e de referéncia e, quanto mais préoximas
as retas estiverem, maior € o indicio de que os perfis sdo similares.

4.4.2 Aplicacao

Tem-se as seguintes medicdes exibidas na Tabela 20. Foram utilizadas 12 amostras para o medicamento teste e 12
para o medicamento de referéncia em 7 diferentes tempos de coleta.
Primeiramente, obtém-se os vetores de médias do medicamento de teste e referéncia

X = (4,62;9,86; 16, 35; 30, 25; 63, 71; 91, 90; 104, 40)T
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Tabela 20: Experimento perfil de dissolugdo - exemplo 3.

Medicamento 10 15 20 30 45 60 90
Teste 1,75540  6,11765  8,12849  23,11199 62,59756 93,68092 102,08882
Teste 1,90504  4,78254  7,78196  26,22654 48,84576 90,09046  98,99838
Teste 0,99544  5,35327  9,03355 27,83873 56,31316 86,30538  100,28904
Teste 0,35104  6,26978  9,24692  26,54179 65,55399 88,94080  99,51165
Teste 1,95470  3,73882  10,48516 24,35081 58,53757 86,68736  99,57920
Teste 0,73469  4,15171  9,59335  26,58880 62,07072 88,45386  97,80333
Teste 0,43558 4,60079  9,55663  23,38638 60,98411 91,41679 101,21666
Teste 0,93251 5,88974  9,50763  26,59055 53,16869 84,77471 100,53056
Teste 0,29434  6,21265  6,75975  23,88144 59,53573 89,98092 101,47881
Teste 0,49723  4,81281 9,45157  27,29151 57,78985 92,91417  98,97528
Teste 1,71216  6,01989  10,47091 22,36621 55,80351 89,22002 100,35959
Teste 1,15622  5,68868 11,47067 21,78706 63,85500 97,07380 100,59205

Referéncia 6,26355  7,88517  19,03471 19,85315 69,27524 94,32446 104,48222
Referéncia 1,91936  8,78903  13,06000 29,89500 62,01864 92,31186 105,51553
Referéncia 5,90287 10,47132 19,17107 27,02512 63,61098 91,42777 105,74631
Referéncia 1,90607 9,46438  18,29586 36,41865 65,67760 90,42559 104,93029
Referéncia 5,25388 13,09009 20,58026 40,79825 69,41460 92,06778 103,87861
Referéncia 6,29913  11,53029 15,46481 24,42475 61,20546 87,65682 103,77419
Referéncia 4,84910 10,83830 16,60113 29,11001 62,31255 89,75092 104,83272
Referéncia 6,18121  8,10613  22,67939 28,49656 61,69196 95,95838 104,10408
Referéncia 1,40350 11,50675 11,33095 35,03031 54,44499 93,03407 104,03505
Referéncia 1,85253  6,61161 13,64478 29,13091 62,00603 89,74296 103,99741
Referéncia 4,46082  9,65391  13,54588 30,40949 68,02129 94,27593 103,10410
Referéncia 9,10968 10,36376 12,80054 32,43720 64,83148 91,81177 104,50940
y = (1,06; 5, 30; 9, 30; 25; 58, 75; 89, 96; 100, 10)”
E os coeficientes de variagao.
Tabela 21: Coeficientes de variagdo exemplo 3.
Conjuntos 10 15 20 30 45 60 90
Teste 59,34% 16,29% 13,73% 8,30% 8,09% 3,82% 1,20%
Referéncia 51,80% 18,45% 21,94% 1825% 6,54% 2,52% 0,72%

Tem-se que os tempos de coleta 10 e 20 minutos, os quais estdo contidos nos primeiros 40% pontos de coleta,
possuem coeficientes de variagdo superiores a 20%. Entdo, ndo pode-se aplicar o modelo independente simples e
utiliza-se o modelo dependente. Adotando-se ymq, = 110 e seguindo os passos como descrito em 4.4 utilizando o
modelo Weibull, tem-se os resultados abaixo.

O primeiro tempo de medi¢ao de dissolugdo transformado € dado por:

log(10) = 2, 30259
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A primeira medicdo de dissolucdo transformada do medicamento teste é dada por:

m (i (1= YN S (g (1 L7540 — —4,129750
Ymaz 110

E a primeira medicdo de dissolugdo transformada do medicamento referéncia é dada por:

m (1o (11— YO 2o (1= ©26355) ) _ o g36s62
Ymax 110

Na Tabela 22 apresentam-se as medicdes transformadas dos perfis de dissolu¢cdo do medicamento teste e referéncia.

Tabela 22: Dados transformados do experimento perfil de dissolucio.
Medicamento  2,30259  2,70805  2,99573 3,40120 3,80666 4,09434 4,49981

Teste -4,12975  -2,86083 -2,56697 -1,44452 -0,17220 0,64613 0,96782
Teste -4,04726  -3,11336 -2,61221 -1,30062 -0,53259 0,53607 0,83397
Teste -4,770051 -2,99793 -2,45700 -1,23170 -0,33224 0,42868 0,88675
Teste -5,74574  -2,83554 -2,43261 -1,28687 -0,09849 0,50268 0,85451
Teste -4,02130 -3,36447 -2,30085 -1,38541 -0,27493 0,43921 0,85725
Teste -5,00544  -3,25779 -2,39413  -1,28483 -0,18542 0,48875 0,78815
Teste -5,52958 -3,15297 -2,39815 -1,43119 -0,21278 0,57561 0,92728
Teste -4,776610  -2,89988 -2,40353 -1,28475 -0,41492 0,38705 0,89707
Teste -5,92216  -2,84497 -2,75795 -1,40750 -0,24947 0,53286 0,93920
Teste -5,39692  -3,10691 -2,40972 -1,25471 -0,29410 0,62178 0,83306
Teste -4,15489  -2,87740 -2,30228 -1,48142 -0,34550 0,51072 0,88975
Teste -4,55004 -2,93557 -2,20613 -1,51083 -0,14077 0,76138 0,89972

Referéncia -2,83656  -2,59854 -1,66072 -1,61425 -0,00638 0,66700 1,09611
Referéncia -4,03970  -2,48563 -2,06840 -1,14841 -0,18673 0,60300 1,16311
Referéncia -2,89759  -2,30224  -1,65285 -1,26605 -0,14686 0,57595 1,17948
Referéncia -4,04671 -2,40830 -1,70423 -0,91108 -0,09542 0,54596 1,12402
Referéncia -3,01714  -2,06594 -1,57437 -0,76905 -0,00293 0,59547 1,06080
Referéncia -2,83073  -2,20065 -1,88712 -1,38197 -0,20719 0,46622 1,05493
Referéncia -3,09923  -2,26598 -1,81032 -1,17964 -0,17935 0,52613 1,11780
Referéncia -2,85019  -2,56983 -1,46580 -1,20452 -0,19494 0,72196 1,07371
Referéncia -4,35510  -2,20281 -2,21908 -0,95869 -0,38110 0,62550 1,06973
Referéncia -4,07545 -2,78082 -2,02163 -1,17880 -0,18705 0,52590 1,06757
Referéncia -3,18452  -2,38754 -2,02941 -1,12829 -0,03737 0,66541 1,01869
Referéncia -2,44823  -2,31310 -2,08977 -1,05156 -0,11644 0,58762 1,09776

Com os dados transformados, obtém-se as estimativas dos parametros, por meio do método de minimos quadrados,
para os parametros dos modelos para o medicamento teste e referéncia.

Na Tabela 23 apresenta-se as estimativas para os parametros obtidos para cada comprimido do medicamento teste.
Observe que, conforme requerido pela resolucdo [1] da ANVISA e o guia [2] do FDA, tem-se n = 12 comprimidos.
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Tabela 23: Estimativas dos parametros para o medicamento teste.

Escala Forma

-9,63280  0,88815
-9,48440  0,85807
-10,09568  0,92873
-11,23054  1,04315
-9,53339  0,86744
-10,60258  0,97891
-11,30465 1,04816
-10,04425 0,92138
-11,67954  1,07913
-11,01923  1,02154
-9,36933  0,85217
-10,00383  0,93003

Da Tabela 23 obtém-se que a média das estimativas dos pardmetros escala e forma, respectivamente, sdo dadas
por:

12

1< —9,63280 + - - - + (—10,00383)
y, = — = d = —10, 33335
=4 ;Il 12
I 0,88815 + - - - + 0,93003
== i = =0,95141
Yo " ;fl

Assimy = (—10, 33335;0,95141)7
Na Tabela 24 apresenta-se as estimativas para os pardmetros obtidos para cada comprimido do medicamento re-
feréncia.

Tabela 24: Estimativas dos parametros para o medicamento referéncia.

Escala Forma

-7,65572  0,67235
-9,08198  0,84474
-7,43629  0,64864
-8,76719  0,81662
-7,21826 0,63116
-7,24147  0,60740
-7,62359  0,66887
-7,45454  0,65189
-9,16099  0,85004
-9,21259  0,85241
-7,93762  0,71112
-7,06363  0,59376

Da Tabela 24 obtém-se que a média das estimativas dos pardmetros escala e forma, respectivamente, sdo dadas
por:
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I —7,65572 + - -+ + (—7,06363)
%= ;Il - 5 = —7,987825
I 0,67235 + - -+ + 0,59376
Xop=— Yy wy= 5 —0,71242

Assim X = (—7,987825;0,71242)7

Previamente a definicdo da regido de similaridade, deve-se verificar se os parametros estimados seguem uma
distribuicdo normal multivariada. Conforme descrito na subsecdo 4.2.4, aplica-se o teste de Royston, do qual obtém-
se:

Tabela 25: Teste de normalidade multivariada para o medicamento teste.
Estatistica I  P-valor

0,720150 0,1934026

Tabela 26: Teste de normalidade multivariada para o medicamento referéncia.
Estatistica H  P-valor

2,292835 0,0524035

Adotando-se o nivel de significancia de 5%, tem-se que, para os medicamentos teste e referéncia, Tabelas 25 e 26
respectivamente, as estimativas dos parametros seguem distribui¢do normal multivariada.
E aregido de similaridade é dada por:

dy = \/(var(ag)) = /0, 6834944 = 0,8267372

dy = \/(var(Br)) = 1/0,009986852 = 0, 09993424

Adotando-se k = 1, 2, 3, obtém-se a composicao da regiao de similaridade, a qual é dada por:
e Eixoz: (—k x di;k xdy) =

- (—0,82674;0,82674), parak = 1

- (—1,65348;1,65348), parak =2

- (—2,48022;2,48022), parak =3
* Eixoy: (—k X da;k x dg) =

- (—0,09993;0,09993), parak = 1

- (—0,19986;0,19986), parak =2

- (—0,29979;0,29979), parak = 3
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O vetor de diferenca das médias entre os medicamentos teste e referéncia é dado por:

z=(X—-Y) = (—2,34553;0,23899)

Seguindo os passos descritos na subsegdo 4.4, obtém-se as matrizes de varidncia e covariincia das medi¢des do
medicamento teste e referéncia, as quais sdo dadas por:

g2 _ [ 0,648448  —0,064657
T |1 —0,064657 0,006477

2 _ 0,683494 —0,082381
R 1-0,082381  0,009987

Assim obtém-se a matriz de variincia e covariancia agrupada.

(n—l)SIQ%—&-(m—l)S%
n+m-—2

2 _
Sbod -

§2 0,665971  —0,073519
pool = | —(),073519  0,008232

E calcula-se sua inversa

5;001::

L 106,5617 951, 6886
951, 6886 8620, 8836

Calculando-se a distancia de Mahalanobis estimada, obtém-se:

Dy =\/Z"S, 1z =3,4189

O préximo passo consiste em calcular a regido de confianga para a distancia de Mahalanobis C'R. Fixa-se um nivel
de significancia de 10% e para o delineamento apresentado (12 comprimidos de cada medicamento e 2 pardmetros),
tem-se que a constante K € igual a:

mn m+n—p-—1 12 x 12 24 —2—-1
K= = = 2,863636
(m+n>((m+n2)p) ( 24 )((242)2 ’

A regido de confianca é dada por:

CR = {2,86363(y — (—2,34553;0,23899))" S L (y — (—2,34553;0,23899)) < F(2.21.000)}

pool

Observando a Figura 7, tem-se que a elipse obtida a partir da regido de confianca nao estd inteiramente contida na
regido de similaridade, assim conclui-se que os perfis de dissolucio ndo s@o equivalentes.
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Figura 7: Gréfico da regido critica do modelo dependente.

Os resultados do Action Stat sdo dados a seguir.

Resumo Descritivo para Medicamento Referéncia

10 15 20 30 45 60 20
Média 4.617 9.859 16.351 30.252 63.709 91.899 104.409
Desvio-padréo 2.391 1.819 3.587 5.52 4.169 2.319 0.755
RSD (%) 51.787 18.45 21.937 18.247 6.544 2.523 0.723
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Resumo Descritivo para Medicamento Teste
10 15 20 30 45 60 90
Média 1.06 5.303 9.291 24.997 58.755 89.962 100.119
Desvio-padrio 0.629 0.864 1.276 2.075 4.754 3.439 1.206
RSD (%) 59.34 16.293 13.734 8.301 8.091 3.823 1.205

Gréfico de perfis

Dissolugao media

108+

754

Grafico de Similaridade wia Perfil de Dissolucgao

-+ Referéncia

-4 Teste
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Resultado de analise
Modelo adotado
Médias transformadas das dissolucdes - Modelo Weibull
"E Medicamento
E * Referencia
L # Teste
£
2. EX) EX- 10
Tempos transformados
Modelo Valor critério Normalidade (Ref) Normalidade (Teste)
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Modelo dependente

9.2-

forma

a.a-

Parametro do

-8.2-

5 -2 1 8 1 2
Parametro de escala

4.5 Calculo de fator de correcao para perfil de dissolucao

A seguir, apresentam-se as férmulas utilizadas na aplica¢do do fator de corre¢do em dados para a comparagdo de

pertfis.
Denotam-se a medi¢do da porcentagem dissolvida antes e apds a corre¢io por D e D', respectivamente. Seja Dy
a medigdo obtida no primeiro ponto, D, = Dy, a medi¢do corrigida no i-ésimo ponto, i = 1,--- , n, é dada por
Vz
’ coletado
D; - i—1" . , S€ V;'eposigio =0,
Veuba — (71 . ‘/coletado)
r_
D; = (16)
/ V}eposigio 2ot
D, + D, , ——, caso contrario,
V;:uba
em que

* Veoletado: Volume coletado,
* Veuba: volume de cuba,

* Vieposicio: volume de reposicao.

pg 66/94



GRUPO

SSTNATCAMP

Perfil de Dissolu¢cao Comparativo e Estudo de Bioequivaléncia Populacional

EC.PRO.007-01

Action Stat Perfil Versao 4.2

PROTOCOLO ESTATISTICO

Data de Emissao:
18 de julho de 2025

4.5.1 Aplicacao

Considere os seguintes dados:

e Dj,="71,97— 34,67 -

Tabela 27: Dados antes de correcdo

D}, = 83,37 — 71,58 -
D}, = 88,10 — 82,56 -
Dy = 91,20 — 87,15 -
D = 94,78 — 90,19 -

Dlyy = 96,23 — 93,72 -

Tempo (Min.) 5 10 15 20 30 45 60
% Dissolvida
Cuba 1 34,67 7197 83,37 88,10 91,20 94,78 96,23
Cuba 2 40,99 83,32 9347 9246 9444 94775 9545
Cuba 3 28,80 65,73 76,63 92,65 93,38 98,22 9822
Cuba 4 36,99 71,21 82,42 8555 97,10 94,70 95,59
Cuba 5 36,85 80,88 85,67 90,50 92,60 94,39 95,76
Cuba 6 19,04 59,66 74,31 79,96 84,80 98,36 98,39
Exemplificam-se os cdlculos de medicao corrigida para a cuba 1:
10
— =71
290 71,58
10
—— =89
380 82,56
10
— =87,15
870 ’
10
— =090,19
860 ’
10
b )
%50 93,7
10
— = 11
840 %,
Os dados depois da aplicacdo de fator de correcao sao apresentados na Tabela 28.
Tabela 28: Dados apds corre¢ao
Tempo (Min.) 5 10 15 20 30 45 60
% Dissolvida
Cuba 1 34,67 71,58 82,56 87,15 90,19 93,72 95,11
Cuba 2 40,99 82,86 92,53 91,40 93,38 93,65 94,34
Cuba 3 28,80 6541 7589 91,78 92,31 97,13 97,06
Cuba 4 36,99 70,79 81,62 84,61 96,12 93,57 94,48
Cuba 5 36,85 8047 84,76 89,53 91,56 93,31 94,65
Cuba 6 19,04 5945 73,63 79,11 83,88 97,37 97,23

5 Teste de Bioequivaléncia Populacional in vitro

A avaliagdo clinica de equivalencia terapéutica de medicamentos é baseada na suposi¢do de bioequivaléncia fun-
damental, que diz quando dois medicamentos sdo equivalentes em biodisponibilidade, eles atingem o mesmo efeito
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terapéutico segundo Chow e Liu [21]. O método estatistico proposto por Chow et al. [20] para avaliagdo dos testes de
bioquivaléncia € apresentado a seguir.

Sejam yr, yr € yx independentes nas biodisponibilidades in vitro, sendo yr provenientes do medicamento teste e
YR, Y provenientes do medicamento de referéncia. Conforme descrito no guia FDA, diz-se que os dois produtos sido
bioequivalentes in vitro se § < Opg em que

E(yr —yr)’ — E(yr — yf{)2

0= )
max {03, E (yn — v4)” /2]

7)

OpE e 03 sdo limite de equivaléncia e constante, respectivamente, ambos sio prefixados.
Suponha que mp e mpg sdo o numero de elementos (amostras), dos medicamentos teste e a referencia respetiva-
mente, para testar a bioequivaléncia in vitro. Os dados sdo descritos pelo seguinte modelo:

Yik = bk + €k, J =1, ,my (18)
em que:
e k =T para o medicamento teste;
¢ k = R para o medicamento referéncia;
* ur e ug sao efeitos fixos do produto;
* €;)’s sdo erros aleatérios independentes e identicamente distribuidos N (0, 02), k =T, R.

Sob modelo 18, o pardmetro # na equagdo 17 é igual a

2
(pr — pr)” + 07 — 0f

0= 19
max {0}, 0%} (19)

Tem-se 6 < O se e somente se { < 0, em que
(= (MT—MR)Q+J%—a§—93EmaX{J§,U§}. (20)

Sob modelo 18, o melhor estimador néo viesado para § = yur — upr é dado por

2 2
5=yT—yRNN<070T+UR>

mr mR

em que J, € a media de y;, sobre j para um k fixo. O melhor estimador ndo viesado para o} ¢

2 1 ik:( — )2 U%X%nkfl EL=T R
Sk—mk_lj:1 y]k Yk mk_17 - ) b

onde x? denota a distribui¢do Qui-quadrado com ¢ graus de liberdade. Pode-se obter um limite superior de confianga
de 95% aproximado para ( expresso na equagao 20 por:

EU:$2+32T—32R—93Emax{0(2)732R}+\FU7 20
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em que U € a soma dos seguintes trés quantis

2
mr — 1
et
X0,05;mr—1

2
mp —1
q3 = (1 +CQBE)2S§1% <2R — 1)

X0,95;mpr—1

c=1sesy > 0p,c=0sesy < 05, 2a € 0 a-ésimo quantil de uma distribui¢do normal padrio e x7., € 0 a—ésimo
quantil de uma distribui¢do Qui-quadrado com ¢ graus de liberdade.
Se (r < 0, entdo, conclui-se que é bioequivalente in vitro.

5.1 Teste por bioequivaléncia in vitro via métricas convencionais

Para a distribui¢@o de perfil determinada pelas descritivas convencionais - D10, D50, D90 e Span, a bioequivaléncia
populacional é avaliada a partir do célculo de (y (21) e das médias geométricas entre produto teste e referéncia.
Conforme descrito no ANEXO 2 [22], pode-se concluir os medicamentos teste de de referéncia sdo bioequivalentes in
Vitro se:

(@) ¢ <0
(b) O limite superior de confianca de 95% do critério € menor que pp = 1,11;

(c) A razdo das médias geométricas entre os produtos de teste e referéncia estiver dentro do intervalo de 90% a
111%.

Ressalta que o cumprimento do item (a) implica o item (b), como foi demonstrada na derivag@o da estatistica Cu.

5.2 Aplicacao

Considera-se os seguintes dados:
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Tabela 29: Dados de Entrada

Medicamento Referéncia

Medicamento Teste

Lote D10 D50 D90  Span Lote D10 D50 D90  Span
2B429A 2,77 12,80 57,20 4,260 | 096/22 6,85 22,20 91,20 3,797
2B429A 4,80 21,40 77,50 3,394 | 096/22 7,13 2250 73,90 2,970
2B429A 4,05 17,10 75,60 4,179 | 096/22 5,75 19,80 84,90 3,996
2B429A 395 17,80 67,80 3,584 | 096/22 6,77 21,00 90,00 3,963
2B429A 4,08 16,80 6520 3,636 | 096/22 6,88 22,60 94,10 3,856
2B429A 4,51 19,80 75,00 3,564 | 096/22 6,57 20,90 89,60 3,967
2B429A 4,22 19,10 73,30 3,625 | 096/22 6,13 19,50 80,10 3,799
2B429A 3,52 16,20 63,10 3,674 | 096/22 6,23 19,50 75,90 3,573
2B429A 3,78 19,20 91,50 4,580 | 096/22 534 17,50 70,90 3,749
2B429A 3,48 17,00 71,60 4,003 | 096/22 6,51 21,10 78,30 3,404
2B429A 4,12 17,10 57,80 3,130 | 097/22 4,54 1590 50,70 2,901
2B429A 3,85 16,60 73,00 4,174 | 097/22 5,02 17,50 57,70 3,015
2B429A 3,81 16,30 71,90 4,167 | 097/22 4,74 16,60 54,70 3,010
2B429A 435 19,00 82,40 4,106 | 097/22 533 17,70 58,70 3,020
2B429A 3,26 13,80 60,30 4,124 | 097/22 532 19,30 59,10 2,788
2H442A 392 1690 75,80 4,259 | 097/22 554 18,60 56,90 2,769
2H442A 4,80 21,40 94,80 4211 | 097/22 598 22,50 80,30 3,304
2H442A 5,53 2390 97,70 3,863 | 097/22 485 17,00 5820 3,145
2H442A 4,61 18,40 84,00 4,322 | 097/22 545 18,10 59,20 2,964
2H442A 5,02 20,20 97,30 4,567 | 097/22 5,58 21,80 76,10 3,232
2H442A 4,54 1840 82,10 4,208 | 098/22 6,38 21,80 81,20 3,427
2H442A 4,70 18,00 80,20 4,203 | 098/22 395 16,10 61,20 3,548
2H442A 4,87 18,70 84,80 4,264 | 098/22 526 18,30 61,30 3,060
2H442A 5,56 21,40 87,40 3,823 | 098/22 531 18,80 61,00 2,968
2H442A 4,79 19,00 83,40 4,135 | 098/22 6,30 22,20 84,30 3,509
2H442A 4,48 17,70 77,770 4,148 | 098/22 721 24,80 9490 3,532
2H442A 4,12 16,60 8520 4,887 | 098/22 7,12 24,00 9440 3,642
2H442A 442 1790 81,60 4,309 | 098/22 6,56 20,70 72,70 3,188
2H442A 444 17,60 77,30 4,149 | 098/22 527 19,70 71,30 3,346
2H442A 4,13 16,30 82,30 4,788 | 098/22 4,50 15,70 53,80 3,146

Demonstra-se a seguir a obténg¢do da estatisticas para a métrica D10 na escala original.
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30
1 1
’:75 = — (2 4 -+ 4,444 4,1
YR 3Oj:1yJR 30( , 77 +4,80 + + 4, + 4, 3)

— 4,92827
1 & 1
% — S n—9r)’ = ((2, 77— 4,2827)% 4 -+ (4,13 — 4, 2827)2)
1

T 30-1

) 1
Ur = o= Y YT = 356,85+ 7,134+ 45,27+ 4,5)

1 1
572" = — Z (Yjr — gR)2 =30-1 ((6, 85 — 4, 2827)2 o (4,5 — 4, 2827)2)

=0,7704
5 =5,8123 — 4,2827 = 1,5297

- 2

2

X g2 g2 X«

Q= (|5 + 20,95 {T + R}) — 2
mr mpgr

2 2

0,7704 ~ 0,3792
=|[152 1 ’ ’ —1,52977
(,5 97 + ,96\/{ s+ 30 }) ;5297

=1,1854
1 ’ 29 2
4 mr — 9

= ———— — 1| =0,7704 -1
e (x%,os;mT_l > ’ (17, 7084 >

=0,2143

]. ? 29 2
Mpr — 2 2

g3 =(1+clpg)’sh | ——— —1| =(1+4+1,11)%0,3791 < —1)
o= S X8 ,95:mn—1 ( ) 42,557

=0,06495
U =1,4917

(v = 6%+ 52 — s — GBEmaX{US,SQR} +VU = 3,5316

Por fim, as estatisticas e o resultado para todas as métricas sdo apresentados na Tabela 30.
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Tabela 30: Resultados

Sem logaritmo Com logaritmo

D10 D50 D90 Span D10 D50 D90 Span
YR 4,2827 18,0800 77,8267 4,0779 | 1,4441 28873 14,3450 1,4009
S% 0,3792  5,0354 115,0958  0,1556 | 0,0223 0,0158 0,0201 0,0099
yr 5,8123 19,7900 72,5533 3,3529 | 1,7486 12,9776 42660 1,2038
S2. 0,7704  6,0871 196,1577  0,1404 | 0,0241 0,0158 0,0382 0,0124
) 1,5297  1,7100 -5,2733 0,7249 | 0,3044 0,0903 0,0789 0,1971
ol 0,0100 0,0100
0sE 1,1100 1,1100
c 1,0000 1,0000
quantily 1,1854 19,6104  7047,2832  0,0695 | 0,0019 0,0002 0,0003 0,0004
quantils 0,2413 15,0655 15644,7099  0,0080 | 0,0002 0,0001 0,0006 0,0001
quantils 0,0650 11,4558  5985,0497  0,0109 | 0,0002 0,0001 0,0002 0,0000
U 1,4917 46,1317 28677,0427 0,0884 | 0,0024 0,0004 0,0011 0,0005
¢ 3,5316  5,1785 150,4566  0,6351 | 0,1184 0,0099 0,0345 0,0517
Sdo bioequivalentes? Nao Nio Nao Nao Nao Nao Nao Nao

O valor da estatistica, em ambas as escalas, é maior que zero para os parametros D10, D50, D90 e Span. Assim, a
condicdo estabelecida para zeta ndo ¢ satisfeita.

5.3 Teste de bioequivaléncia populacional in vitro via EMD

Em caso de distribui¢do de perfil se mostra complexa (bimodal ou multimodal), o percentil 50 (D50) pode nao
representar com precisdo o pico da distribui¢do, uma vez que nesses casos, por haver mais de um pico. Neste caso,
percentil 50 poderia estar localizado na planicie entre duas modas, o que representaria uma medida menos importante
para o teste de equivaléncia. Logo, os testes de equivaléncia usualmente utilizados nas andlises de perfil seriam
inadequados para comparagdo de distribuicdes.

Hu et al. [23] fizeram proposta do uso de Earth Movers’s Distance (EMD) como métrica alternativa. A distancia
EMD, € oriunda de uma cléssica questdo de transporte, considera duas distribui¢des (ou histogramas) como se fossem
dois ‘montes de terra’, em que o objetivo seria encontrar o trabalho minimo para transferir terra de um monte (ou
estado) para outro, no qual o “trabalho” se refere a transportar uma unidade de terra por uma unidade de distincia
entre os locais das pilhas. Portanto, o EMD ¢ um algoritmo de otimiza¢do que considera tanto a quantidade quanto a
distancia do movimento do solo, permitindo o cdlculo em vérios histogramas de comprimento sem suposi¢des sobre
a distribui¢do dos dados. Este método mostra um melhor desempenho se comparado a distancia euclideana ou a
distancia de Kolmogorov-Smirnov.

Nas subsecdes a seguir, apresenta-se primeiro a definicdo matemaética da distdncia EMD e, em seguida, um proce-
dimento passo a passo para a avaliacdo da bioequivaléncia populacional in vitro.

5.3.1 Distancia EMD

Sejam P = {(z1,p1),-- -, (Tm,pm)} € Q@ = {(y1,491) 5 - - -, (Yn, Gn)} 0s dois histogramas de interesse em que x;
e y; representam a i-ésima e j-ésima informagio de locac@o do respectivo histograma P e @), € p; € g; representam
a quantidade de solo na locag¢@o correspondente para ¢ = 1,...,me 5 = 1,...,n. A matriz de distancias das

distribui¢des D = [d;;] é definida de forma que d;; € a distancia do solo entre z; e y; que é calculada por alguma
medida de dissimilaridade, por exemplo, a distdncia euclideana. A distancia EMD € definida com intuito de encontrar
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um fluxo de trabalho 6timo F' = [f;;], o qual minimiza o custo total:
WORK(P,Q,F) =YY di;fi
(A
o fluxo de trabalho f;; deve atender as seguintes restrigdes:
fij=0,1<i<m,1<j5j<n

n
Zfijﬁpu 1<i<m
J

m
ZfijSij 1<5<n
i

m

Z i fij = min(ipn i%’)

Uma vez que o fluxo 6timo fi*j é encontrado, o EM D entre P e Q é definido como:

mOS fidiy
EMD(P,Q) = Ezlni ZXJI"I 12
i=122j=1Jij

5.3.2 Passos para a analise de bioequivaléncia via distincia EMD

A seguir, apresenta-se o procedimento para avaliacdo de bioequivaléncia populacional.

1. Primeiramente, calcula-se o perfil médio da referéncia a partir das n amostras ou colunas dos dados:

n
— R
Cjziz’f—; Ei=1,...,m.

Ao termino do calculo de cada 6‘7‘, obtém-se os m elementos da distribuicdo média.

2. Calcula-se a distancia EMD das n amostras de distribui¢cdo da referéncia contra a distribuicdo média da re-
feréncia. Ao termino do calculo, obtém-se o vetor dg.

3. Calcula-se a distancia EMD das n amostras de distribui¢cdo do teste contra a distribuicdo média da referéncia.
Ao término do calculo, obtém-se o vetor dr.

4. Calcula-se as média e variancia dos dr e dp conforme apresentado na Tabela 31, Ngp = Np = n.
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Tabela 31: Calculo das distancias EMD.

Reférencia Teste
Distancias dr = EMD(R, 6) dr = EMD(T, 6)
— n d . n d
Médias dr = &;711%}%"‘ dp = 16;[7;%
A Sopei(dr, —dg)? Y (dp, —dr)?
Varilncias Sd23 = &k 1NR k_ - Sc2lT _ 2k 1N . k_ :

5. Avalia-se o teste de bioequivaléncia populacional utilizando os dois vetores calculados anteriormente dp e dr.
Para isso, realizam-se os seguintes calculos:

6 =dr —dg
o2 =0,01
2 2
o 1,se S%R > crg
0,se S5, < 0;
Opp = 1,11
9 2
2 SQ
dr dr 2
Q= Ol + 20,054/ o + d

2
Np—1
=81, | 77— 1
X0,05;Np—1

2
Np—1
g3 = (1+clpp)?St | 42— —1
X0,95;Np—1

U=q+q+gs
critério linearizado para a bioequivaléncia populacional:
{v=02+53 —83 —0ppmax{o?, S3.}+VU
Se fU < 0, entdo, conclui-se que é bioequivalente.

O fluxograma 5.3.2 ilustra esses passos descritos.
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Perfis de referéncia

Perfis de teste

Calcular as EMDs entre
amostra e a media

dr = EMD(R,C;)

Calcular as EMDs entre
amostra e a media

dr = EMD(T,C;)

Calcular o perfil medio da
referéncia C';

[

" bioequivaléncia populacional

Aplicar o teste de <

Figura 8: Avaliacdo de bioequivaléncia populacional via distincia EMD

5.4 Aplicacao

Considera-se os seguintes dados para as distribui¢des de tamanho de particulas por difracdo laser:

Tabela 32: Dados de Entrada

Indice Tamanho de particula Medicamento 1 .. 15 ves 30
1 0,01 Referéncia 0 .. 0 .. 0
50 5,21 Referéncia 2,28 2,62 3,05
100 3080 Referéncia 0 . 0 . 0
1 0,01 Teste 0 e 0 e 0
50 5,21 Teste 2,32 3,18 2,95
100 3080 Teste 0 . 0 e 0

Para avaliar a equivaléncia do perfil de tamanho de particula, Tabela 33 mostra as distincias EMD calculadas para

os medicamentos referéncia e teste.
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Action Stat Perfil Versdo 4.2 Data de Emissao:

Tabela 33: Distancia EMD calculados

EMD’s
dr (Referéncia) dr (Teste)

2,093109 2,337115  2,818208 | 14,418553 4,796648  4,580293
3,87895  3,717428  2,607222 5497742  5,265463  4,254381
1,117434  1,903784  6,830528 5,937078 5,45421 5,7604
6,320301 5,423095  9,149072 3,269956  5,569994  3,91271
2,725224  1,21108 12,392149 | 5,705298  3,949853  7,621028

4,3159 5,978318  6,143369 5,88497 4,735369  4,001975
5,405943  5,303656  6,842933 7,196766  8,713321  6,442094
2,469715 1,375943  6,543788 7,391297 5,73825  4,755903
2,011985 5417694  2,733615 4,583299  3,773956  4,961739
3,747156  5,417694  5,904762 4,224528  4,140892  4,550365

Por fim, as estatisticas e o resultado sdo apresentados na Tabela 34.

Tabela 34: Teste da bioequivaléncia populacional in vitro

Sem logaritmo  Com logaritmo
médias dr 4,47 1,33
dr 5,57 1,67
variancias S, 3 " 6,45 0,37
Sir 4,37 0,09
) 1,098 0,34
ol 0,01
OBE 1,11
c 1 1
quantily 9,89 0,03
quantila 7,77 0
quantils 18,78 0,06
U 36,44 0,09
¢ 1,99 20,26
Sdo bioequivalentes? Sim Sim

Como o valor da estatistica do teste, em ambas as escalas, € menor que zero, conclui-se que os medicamentos sdo

bioequivalentes.

6 Teste de Dissolucao (USP trés estagios)

A USP-NF recomenda um plano de amostragem de trés estdgios e um critério de aceitacdo para o teste de
dissolucdo. Para o primeiro estagio (S7), seis unidades de dosagem sdo testadas. O requerimento para o perimeiro
estdgio € saber se cada unidade ndo é menor que Q + 5%. Se o produto falha ao passar de S, seis unidades adicionais
sdo testadas no segundo estdgio (S3). Considera-se que o produto passou de S se a média das 12 unidades de S; e
S € igual ou maior que @ e se nenhuma unidade é menor que Q — 15%. Se o produto falha ao passar de ambas S; e
So, 12 unidades adicionais sdo testadas num terceiro estagio S3. Se a média de todas as 24 unidades de S7, S; € S3
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for igual ou maior que @, ndo mais que duas unidades sdo menores que Q — 15%, € nenhuma unidade é menor que
Q@ — 25%, o produto passa dessa forma no teste de dissolugéio da USP-NF. Para prover um melhor entendimento, a
regra de aceitagdo do teste de trés estagios estd resumida no fluxograma da Figura [9].

6.1 Liberacao Imediata

Tabela 35: Tabela com critérios de aceitacao.

Nivel N° de amostras testadas

Critério de Aceitacio

By 6
Es 6
E3 12

Cada unidade apresenta resultado maior ou igual a Q + 5%.

Média de 12 unidades (F'1 + E2) é igual ou maior que Q e nenhuma

unidade apresenta resultado inferior a Q — 15%.

Média de 24 unidades (E'1+ E2 + E3) ¢ igual ou maior do que Q, ndo
mais que duas unidades apresentam resultados inferiores a Q — 15% e
nenhuma unidade apresenta resultado inferior a Q — 25%
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Estagio 1: G amostras

Min (X) = Q + 5% Estégio 2: adicionam-se 6 amostras

(Media de X) >=Q Mao
Min (X) = Q - 15%
Aceita
¥
Sim [ Estagio 3: adicionam-se 12 amostras ]

Aceita

(Média de X) >= Q, Min (X) > Q - 15%
Nao mais que 2 amostras < Q - 25%

Figura 9: Fluxograma do teste de trés estdgios da USP para Liberacdo Imediata.

6.2 Liberacao Prolongada

O produto cumpre o teste se os resultados preencherem as exigéncias apresentadas na Tabela 36, salvo especificag@o
em contrario na monografia individual. Os termos Q1 e Q2 correspondem a quantidade minima e méaxima de farmaco
dissolvido em cada intervalo de tempo especificado na monografia, expressos como porcentagem da quantidade de-
clarada. No ultimo tempo a especificacdo pode ser apresentada apenas com um valor de () minimo. Os termos L1, L2
e L3 referem-se aos trés possiveis estigios de avaliacio da liberagdo (L).
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Tabela 36: Tabela com critérios de aceitacdo para Liberacdo Prolongada.

Nivel N° de amostras testadas Critério de Aceitacio

Ly

Ly

6 Cada resultado individual se insere no intervalo estabelecido (Q1 e Q2)
para cada determinado tempo e nenhum resultado individual € inferior

ao () do tltimo tempo.

6 A média de 12 unidades (E’'1 + E'2) se insere no intervalo estabelecido
(Q1 e )2) para cada determinado tempo e ndo ¢ inferior ao () do tltimo
tempo. Nenhuma unidade individual apresenta resultado que supera os
limites de Q1 e Q2 em 10% da quantidade declarada, para cada deter-
minado tempo, e nenhum resultado individual fornece valor inferior ao
@ do dltimo tempo que supera em 10% a quantidade declarada.

12 A média de 24 unidades (E'1 + E2 + E3) se insere no intervalo esta-
belecido (Q1 e ()2) para cada determinado tempo e ndo € inferior ao ()
do ultimo tempo. Nao mais que 2 unidades das 24 testadas apresentam
resultados que superam os limites de Q1 e Q2 em 10% da quantidade
declarada, para cada determinado tempo, e ndo mais que 2 unidades das
24 testadas apresentam resultados com valor inferior ao () do dltimo
tempo que superem em 10% a quantidade declarada. Nenhuma unidade
individual apresenta resultado que supera os limites de Q1 e Q2 em
20% da quantidade declarada, para cada determinado tempo, € nenhum
resultado individual fornece valor inferior ao @ do ultimo tempo que

supera em 20% a quantidade declarada.

6.3 Liberacao Retardada

6.3.1 Estigio Acido

Os requerimentos para esta por¢ao do teste sdo conhecidos se as quantidades baseadas na porcentagem do contetido
do rétulo de ingrediente ativo dissolvido das unidades testadas conforme o Critério de Aceitacdo da tabela [37]
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Tabela 37: Tabela com critérios de aceitacdo do Estagio acido.

Nivel N° de amostras testadas Critério de Aceitacio

Ay 6 Nenhuma unidade individual apresenta quantidade dissolvida superior
a 10% do declarado.

Ay 6 A média de 12 unidades nao € superior a 10% do declarado e nenhuma
unidade individual apresenta quantidade dissolvida superior a 25% do
declarado.

As 12 A média de 24 unidades nao € superior a 10% do declarado e nenhuma
unidade individual apresenta quantidade dissolvida superior a 25% do
declarado.

6.3.2 Estagio Tampao

O produto cumpre o teste se os resultados preencherem as exigéncias apresentadas no Estdgio dcido (Métodos A ou
B) e, também, as exigéncias indicadas na Tabela 38 no Estdgio tampao pH 6,8 (Métodos A ou B), salvo especificacdo
em contrario na monografia individual. Empregar o valor de Q indicado na monografia do produto e, quando nao
especificado, empregar 75% como valor de Q no Estagio tampao pH 6,8. Os termos Al, A2 e A3 referem-se aos trés
possiveis estdgios de avaliagdo no Estdgio 4cido (A) e os termos B1, B2 e B3 referem-se aos trés possiveis estdgios de
avaliacdo no Estdgio tampao pH 6,8 (B).

Tabela 38: Tabela com critérios de aceitacdo do Estdgio Tampao.

Nivel N° de amostras testadas Critério de Aceitacio

B 6 Cada unidade apresenta resultado maior ou igual a Q + 5%.

By 6 Média de 12 unidades (B1 + B2) é igual ou maior que Q e nenhuma
unidade apresenta resultado inferior a Q — 15%.

B3 12 Média de 24 unidades (B1 + B2+ B3) ¢ igual ou maior do que Q, ndo
mais que duas unidades apresentam resultados inferiores a Q — 15% e
nenhuma unidade apresenta resultado inferior a Q — 25%.
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6.4 Aplicacao 1: Liberacao imediata

A seguir, apresenta-se na Tabela 39 um exemplo para o teste de dissolu¢do para formas farmacéuticas de liberacdo
imediata.

Tabela 39: Dados de entrada
Etapa  Resposta

1 98,54045
85,80910
85,80921
100,49393
101,62157
102,57270
98,54045
69,80910
85,80921
70,49393
80,62157
102,57270
98,54045
76,80910
85,80921
70,49393
80,62157
102,57270
98,54045
76,80910
85,80921
90,49393
80,62157
102,57270

W L LW W W W W W WWWWENDNDNDNDNNMFEFE =

Na avaliagdo do estdgio 1, verifica-se se cada unidade ndo € inferior a Q + 5%, considerando Q = 85%. Foram
observadas duas unidades que nio atendem a essa condi¢do conforme ilustrado na Tabela 40, logo, procede-se para o
segundo estagio.

Tabela 40: Avaliac¢do no estigio 1
Etapa Resultado Atende a especificacio

1 98,5404 Sim
1 85,8091 Nio
1 85,8092 Nio
1 100,4939 Sim
1 101,6216 Sim
1 102,5727 Sim

No estagio 2, seis unidades foram adicionadas. A Tabela 41 mostra que a média das 12 unidades ndo € inferior a
Q (90,2245); entretanto, uma unidade apresenta um resultado menor que Q — 15% conforme ilustrado na Tabela 42.
Logo, serd necessdrio uma avaliag@o de terceiro estigio.
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Tabela 41: Avaliar se a média é maior ou igual a Q%
Média  Atende a especificacdo
90,2245 Sim

Tabela 42: Avaliar se se nenhuma unidade é menor que Q — 15%
Etapa Resultado Atende a especificagdo
2 69,8091 Nao

Avaliam-se no estagio 3 as seguintes condi¢des: se a média de 24 unidades € maior ou igual a (), se ndo mais que
duas unidades inferiores a Q — 15% e se nenhuma unidade € inferior a QQ — 25%. Os resultados estdo apresentados
nas Tabela 43-46.
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Tabela 43: Avaliar se a média é maior ou igual a Q%

Média  Atende a especificacao

88,8495

Sim

Tabela 44: Avaliar se ndo mais que duas unidades sdo menores que Q — 15%
Niumero de unidades reprovados  Atende a especificagdo

Dado que as condi¢des estabelecidas sao satisfeitas, conclui-se que o teste estd aprovado.

1

Sim

Tabela 45: Unidades que sdo menores que Q — 15%

Tabela 46: Avaliar se nenhuma unidade é menor que Q) — 25%

Etapa

Resultado

2

69,8091

Etapa Resultado Atende a especificacdo
1 98,5404 Sim
1 85,8091 Sim
1 85,8092 Sim
1 100,4939 Sim
1 101,6216 Sim
1 102,5727 Sim
2 98,5404 Sim
2 69,8091 Sim
2 85,8092 Sim
2 70,4939 Sim
2 80,6216 Sim
2 102,5727 Sim
3 98,5404 Sim
3 76,8091 Sim
3 85,8092 Sim
3 70,4939 Sim
3 80,6216 Sim
3 102,5727 Sim
3 98,5404 Sim
3 76,8091 Sim
3 85,8092 Sim
3 90,4939 Sim
3 80,6216 Sim
3 102,5727 Sim

6.5 Aplicacao 2: Liberacao prolongada

A seguir, apresenta-se na Tabela 47 dados coletados para o teste de dissolu¢do para formas farmacéuticas de

liberacdo prolongada.
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Tabela 47: Dados de entrada
Etapa 1h 3h 6h

1 25 54 98

1 20 52 86
1 22 42 75
1 27 60 100
1 19 62 101
1 51 66 102
2 22 59 99
2 29 55 97
2 10 20 68
2 21 76 99
2 29 63 100
2 30 56 92
3 17 60 92
3 13 59 109
3 52 74 94
3 24 58 101
3 54 59 88
3 12 45 98
3 14 48 89
3 10 60 82
3 11 24 93
3 15 65 97
3 14 57 94
3 11 22 102

Média 23 54 94

As especifica¢des para cada tempo sdo:

Tempo Especificacao

1h < 30%
3h 45% - 75%
6h > 80%

No estdgio 1, verifica-se se cada resultado individual atende a especificacdo estabelecida. Foram identificadas
observagdes que ndo atendem as condic¢des, conforme ilustrado na Tabela 48. Em seguida, procede-se com a avaliacio
do estagio 2.

Tabela 48: Avaliagdo no estagio 1

Etapa Tempo Resultado Limites Atende a especificagao
1 1h 51 < 30% Nio
1 3h 42 45% — 5% Nio
1 6 h 75 > 80% Nio

O primeiro teste no estdgio 2 avalia se a média das 12 unidades (6 em cada estdgio) atende a especificacdo esta-
belecida. Percebe-se que os resultados estdo em conformidade com esta condi¢cdo. No entanto, ao avaliar se nenhuma
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unidade individual apresenta um resultado que ultrapassa as especificacdes em 10% da quantidade declarada, foram
identificadas observac¢des que nio atendem a essas condi¢des. Consulte as Tabelas 49 e 50.

Tabela 49: Avaliar se as médias se encontram dentro do intervalo

Tempo  Média Limites Atende a especificacio
1h 25,4167 < 30% Sim
3h 55,4167  45% — 5% Sim
6h 93,0833 > 80% Sim

Tabela 50: Avaliar se alguma unidade estd mais que 10% fora do intervalo

Etapa Tempo Resultado Limites Atende a especificagio
1 1h 51 < 40% Nio
2 3h 20 35% — 85% Nio
2 6h 68 > 70% Nio

No estdgio 3, avalia inicialmente se a média das 24 unidades (6 em cada estdgio) atende a especificacdo estabele-
cida. Percebe-se que os resultados estdo em conformidade com esta condi¢do. Em seguida, verifica-se hd mais que
2 unidades apresentam resultados que superam os limites em 10% da quantidade declarada para o tempo de 1h e 3h.
Por fim, foram detectadas observagdes que apresentam resultado que supera as especificagdes em 20% da quantidade
declarada. Consulte as Tabelas 51- 54.
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Tabela 51: Avaliar se as médias se encontram dentro do interval

Tempo Média Limites Atende a especificagdo
1h 23 < 30% Sim
3h 54 45% — 75% Sim
6h 94 > 80% Sim

Tabela 52: Avaliar se alguma unidade estd mais que 10% fora do intervalo

Etapa Tempo Resultado Limites Atende a especificagio
1 1h 51 < 40% Nio
3 1h 52 < 40% Nio
3 1h 54 < 40% Nio
2 3h 20 35% — 85% Nio
3 3h 24 35% — 85% Nio
3 3h 22 35% — 85% Nio
2 6h 68 > 70% Nio

Tabela 53: Avaliar se existem mais que duas unidades que estdo mais que 10% fora do intervalo

Tempo Numero de unidades reprovados  Atende a especificacao

1h 3 Nao
3h 3 Niao
6h 1 Sim

Tabela 54: Avaliar se alguma unidade estd mais que 20%

Etapa Tempo Resultado Limites Atende a especificagio
1 1h 51 < 50% Nio
3 1h 52 < 50% Nio
3 1h 54 < 50% Nio
2 3h 20 25% — 95% Nio
3 3h 24 25% — 95% Nio
3 3h 22 25% — 95% Nio

Como as condigdes estabelecidas ndo foram satisfeitas, conclui-se que o teste foi reprovado.

6.6 Aplicacao 3: Liberacao retardada

A seguir, apresenta-se na Tabela 55 um exemplo para o estdgio dcido do teste de dissolug@o para formas far-

macéuticas de liberacdo retardada.
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Tabela 55: Dados de entrada

Etapa

Resposta

1

L L L W L W W W W W WWMNNNDNNDN == ===

11

A WO o2

ol N N R - Y Y BN - CRNC RSN R NS S

N
o

Na avaliacdo do estagio 1, verifica-se se nenhuma unidade € superior a 10%. Foi observada uma unidade que nao
atende a essa condi¢do conforme ilustrado na Tabela 56, logo, procede-se para o segundo estagio.

Tabela 56: Avaliar se nenhuma unidade é superior a 10%

Etapa

Resultado

Atende a especificagio

1

—_

11

A WO 02

Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

No estédgio 2, seis unidades foram adicionadas. A Tabela 57 mostra que a média das 12 unidades € inferior a 10%

(7,8333). A Tabela 58 mostra que todos os resultados apresentam resultado inferior a 25%.
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Tabela 57: Avaliar se a média ndo € superior a 10%
Média  Atende a especificaciio
7,8333 Sim

Tabela 58: Avaliar se nenhuma unidade é superior a 25%
Etapa Resultado  Atende a especificagdo

1 Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

PR~ — —— —
L i
N N S R T S BV=-TE-CI (o

Dado que as condi¢des estabelecidas estdo satisfeitas, conclui-se que o teste estd aprovado.

7 Alta e Baixa Solubilidade

Segundo a resolucdo RDC N° 31 da Anvisa [1], é considerada altamente solivel a substancia ativa cuja quantidade
correspondente a sua maior dose posolégica disponivel no mercado nacional € solivel em 250mL ou menos de meio
aquoso em uma escala de pH de 1,2 — 6, 8 em uma temperatura de 37 + 1°C.

Para testar se uma substancia ativa € de alta solubilidade, aplica-se:

maior dose administrada
> 250.

média das doses

Se ao menos um dos volumes necessarios para dissolver a dose maxima for superior a 250mL, a substancia ativa ndo
serd considerada de alta solubilidade.

Nos casos onde a solucdo nao puder ser considerada de altamente soliivel, uma das exigéncias na determinagao
do perfil de dissolucdo in vitro de um farmaco é a manutencdo das condi¢des sink. Segundo Brown et al. [18], o
termo ’condigdes sink’ pode ser definido como sendo o volume do meio trés vezes superior ao necessario para criar
uma solucao saturada do farmaco. Ditas condi¢des sao tidas com o intuito de evitar a saturacdo do farmaco no meio
envolvente, melhorando a velocidade de dissolucdo das particulas de farmaco.

Calculam-se as condicdes sink da seguinte forma:

3 x (Dose nominal)

Volume Minimo =
Maior Concentracao de Saturagao

7.1 Aplicacao

Considera-se os seguintes dados para um determinado ativo, com resultados individuais das doses coletadas a cada
48 horas. A maior dose administrada é de 600mg:
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Meio de Dissolucao 48 (mg/mL)

Tampao Fosfato pH 3,0 2,3525
2,3216
2,3377
Tampao Aetato pH 4,8 1,7060
1,6792
1,7214
Tampao Fosfato pH 6,8 0,9249
0,9184
0,9289

Tabela 59: Dados de Solubilidade.

Primeiramente, calcula-se a média dos resultados das doses administradas para cada meio de produgdo:

* Média (Fosfato pH 3,0) = 2:392542.321042.3577 _ 9 3373

* Média(Aetato pH 4,8) = LTOOOHLOM2ELTIL 9 7022

* Média(Fosfato pH 6,8) = 2:9249+0.918410.9289 — 5 9240

Agora, divide-se o valor da maior dose administrada (600mL) pela média das doses administradas:

maior dose administrada
D/S(mL) = > 250
/S(mL) média das doses

* D/S (mL) — Tampdo Fosfato pH 3,0 = 552= = 257 > 250 mL

* D/S (mL) — Tampdo Aetato pH 4,5 = 999 = 352 > 250 mL

* D/S (mL) — Tampdo Fosfato pH 6,8 = 5500 = 649 > 250 mL

Como ao menos um dos valores acima € maior que 250mL, entdo nossa solu¢do ndo pode ser considerada de
altamente soldvel. Calculamos entdo a condicao sink.

3 x (Dose nominal)
Maior Concentragao de Saturagao

Volume Minimo =

o ~ _ 3x600 _
* Volume Minimo (Tampao Fosfato pH 3,0) = 23373 =1770,1194

.. ~ _ 3x600 _
¢ Volume Minimo (Tampao Aetato pH 4,5) = 1’X7022 = 1057,4550

.. ~ _ 3x600 _
* Volume Minimo (Tampao Fosfato pH 6,8) = 07X92 70 = 1948,0519

8 Estabilidade da Amostra

Para a andlise da Estabilidade da Amostra procede-se conforme os passos abaixo.

1. Converter os tempos em periodo (horas);
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2. Calcular a recuperacio a partir da Area registrada em cada tempo;
3. Comparar a recuperacdo com os limites de especificacio;
4. Determinar o tempo de estabilidade, que € o intervalo até a primeira ultrapassagem da especificacdo.

A férmula para o cdlculo de recuperacio:

G100, i=1,---,n
ao

onde a; representa a area obtida no ¢-€simo periodo e ag a drea obtida no tempo inicial.

8.1 Aplicacao

Considera-se os seguintes dados:

Tabela 60: Dados de entrada
Tempo Area LIE LSE

19/02/21 22:53 11696856 95 105
20/02/21 06:59 11707766 95 105
20/02/21 19:09 11701877 95 105
21/02/21 09:22 11704803 95 105
21/02/2123:35 11680913 95 105
23/02/21 02:35 11624883 95 105

Tabela 61: Dados de estabilidade na amostra

Tempo Area Recuperagdo LIE LSE Periodo (horas)
19/02/21 22:53 11696856 100,0000 95 105 0,00
20/02/21 06:59 11707766 100,0933 95 105 8,10
20/02/21 19:09 11701877 100,0429 95 105 20,27
21/02/21 09:22 11704803 100,0679 95 105 34,48
21/02/21 23:35 11680913 99,8637 95 105 48,70
23/02/21 02:35 11624883 99,3847 95 105 75,70

No tempo inicial, a recuperacdo é 100%. Tém-se nos tempos sucessivos as recuperacoes:

11707766

« 8,10 horas: —— 2% 100 = 100, 0933
8,10 horas: 47606856 ’
11701877
« 20,27 horas: ———"* » 100 = 100, 042
0, oras 11696856 x 100 00,0429
¢ 34,48 horas: % x 100 = 100, 0679
11696356
11680913
e 48,70 horas: ———"~" % 100 = 99, 8637
8,70 horas: 47606856 ’
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11624883
e 75,70 h i ——— x 100 = 99, 3847
O 11696856

Como todos as recuperagdes estdo contidas nos limites de especificacdo, conclui-se que a amostra mantem-se
estavel até 75 horas, conforme ilustrado na Figura 10.

Avaliacdo de estabilidade

Padrdo

100,04

Recuperacao (%)

Tempo (horas)

= Especificacbes

Figura 10: Resultado

9 Filtro

O objetivo da avaliagao de filtro é comparar os resultados de um material de referéncia (sem filtro) com os resulta-
dos de outros materiais filtrantes, a fim de determinar se houve uma perda significativa de ativo na solucio.
Para a andlise do filtro, seguem-se os passos abaixo.

1. Calcular a recuperacdo de cada material filtrante em relacdo a referéncia.
2. Comparar a recuperag@o com os limites de especificacdo.

A férmula para o célculo de recuperagao:

9E 100
aR

onde ap representa a drea obtida no material filtrante f e ay a drea obtida no material de referéncia.

9.1 Aplicacao

Considera-se os seguintes dados:
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Tabela 62: Dados de entrada

Solugdo Condigao Area LIE LSE
Padrao Sem Filtrar 5374583 95 105
Padrio PVDF 0,45 cm 5371319 95 105

Amostra Centrifugada 1754786 95 105

Amostra  Filtro PVDF 0,45 cm 1745036 95 105

Tabela 63: Dados para avaliacio de filtro

Solucdo Condicdo Area Recuperacio LIE LSE
Padrao Sem Filtrar 5374583 100,0000 95 105
Padrdo PVDF 0,45 cm 5371319 99,9393 95 105
Amostra Centrifugada 1754786 100,0000 95 105
Amostra Filtro PVDF 0,45 cm 1745036 99,4444 95 105

A recuperacdo obtida em cada material filtrante é calculada a partir da condigao referenciada:

e Padriao - PVDF 0,45 ¢

¢ Amostra - Filtro PVDF 0,45 cm

5371319

1745036

Como todas as medidas estdo inseridas dentro dos limites de especificag@o, conclui-se que os tipos de filtro testados
atendem ao critério de aceitacdo, conforme ilustrado na Figura 11.

Avaliagao de filtro

epebinnuay

unsgn

401Ad 0014

W S¥0 40Ad

Jennd wes

* + Espacificahes ©  Dentro da especificagio

Figura 11: Resultado
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