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RESUMEN. El objetivo de este trabajo es mostrar que una toma de decision puede
ser optimizada realizando una simulacién exploratoria previa a un estudio de bioe-
quivalencia. Los métodos estadisticos para bioequivalencia se aplican a datos simula-
dos y experimentales de rifampicina. Estos métodos estin basados en cuatro interva-
los de confianza: paramétrico, no paramétrico, robustos usando M-estimadores con
pesos de Tukey y robustos usando la distribucién bootstrap, estos dos ditimos con la
correccion de Welch para varianzas distintas. Los métodos robustos asignan pesos a
las observaciones, penalizando los datos atipicos.

SUMMARY. “Simulation Applied to a Bioequivalence Essay of Rifampicin”. The aim of
the present work is to show how decision may be optimized by making an exploratory sim-
ulation previously to any bioequivalence study. The statistical methods used to prove bioe-
gquivalence are applied to simulated and experimental data of riphampicine. These methods
are based on four confidence intervals: parametric, non-parametric, robust based on M-esti-
mators with Tukey’s weights, and robust using the bootstrap distribution. This last two
methods are used with Welch’s correction for different variances. Robust methods assign
weights to the observations to penalize the outliers.

INTRODUCCION

Dos medicamentos se consideran bioequivalentes si al ser administrados en
el mismo régimen de dosis tienen la misma biodisponibilidad. El diserio sugerido
para un estudio de bioequivalencia es el “cross-over” y los parametros que tradi-
cionalmente se registran son: el drea bajo la curva de concentracién (AUC), el pico
(CMAX) y el tiempo para lograr la concentracién al pico (TMAX). Los procedi-
mientos estadisticos recomendados para aceptar bioequivalencia de acuerdo a las
normas para productos medicinales de la Comunidad Europea * y de la Farmaco-
pea Americana ? consisten, para las variables AUC y CMAX, en aplicar primero la
transformacién logaritmica a los datos de AUC y CMAX y después verificar que el
intervalo de confianza paramétrico 3 para la diferencia de medias entre la formula-
cién test y la formulacion referencia esté incluido en el intervalo de bioequivalen-
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cia (0,, 0,) establecido por las agencias regulatorias. El sugerido para AUC vy
CMAX es 0; = log (0,80) y 62 = log (1,25). En el caso de la medida TMAX no se
aplica la transformacién logaritmica, se recomienda el intervalo no paramétrico 45
y como intervalo de bioequivalencia 6, = -0,20. Xz y 8, = 0,20. X;, donde X; es el
promedio de la variable TMAX para la formulacién referencia.

El hecho de que la bioequivalencia no se pueda probar con la muestra selec-
cionada no significa que las formulaciones sean “bioinequivalentes”. Un estudio
de bioequivalencia puede resultar sin conclusién; podriamos estar usando un meé-
todo estadistico inadecuado o estar usando un procedimiento adecuado y reco-
mendado, pero bajo hipdtesis que no se cumplen o tener la presencia de “out-
liers”.

En este trabajo se agregan dos intervalos mas: robustos usando M-estimado-
res con pesos de Tukey 67 y robustos usando la distribucioén “bootstrap” 8, con la
correccion de Welch para varianzas distintas °.

ESTUDIO DE SIMULACION

Se realiza un estudio de simulacién para comparar la potencia de los 4 pro-
cedimientos considerados. Para simular un ensayo, se generan muestras de 6 suje-
tos que recibieron las formulaciones en el orden referencia-test y 6 sujetos que las
recibieron en el orden test-referencia. Para cada sujeto se genera una curva de
concentracion-tiempo usando un modelo de un compartimiento con administra-
cion oral y velocidad de absorcién y eliminacién de primer orden.

Sea C(t) la concentracion plasmitica en el instante t.

C(t) = Cp(ta Ka: Ker Vd7 F’ D)*E[
Considerando un sujeto de 70 Kg es
FK,D

Cp® = {exp((Ka.p (exp((Ke,D}
70. V4 (K, - K

Nosotros simulamos a esta expresién funcional con la suposicién de que los
errores transformados mediante la funcién logaritmo tienen una distribucién nor-
mal N(O,0) con 6=log 1,1, para obtener una variabilidad intraindividual de aproxi-
madamente 10%.

Con el objeto de simular la variabilidad interindividual las constantes cinéti-
cas K,, K, F, V4 se generan con distribucién normal con la media y varianza po-
blacionales que para cada droga estin estimadas en la bibliografia 10.

Para Rifampicina (media + desvio estdndar) son:

F=1K, =2¢%0,24(1/h), Vg = 1 £ 0,4 (VKg), Ty 0 = 3,5 £ 0,8(0) F

La curva promedio simulada se muestra en la Figura 1.

Entre las formulaciones test y referencia el parimetro que se varia es el “F”
de la formulacion test, generando perfiles plasmiticos de formulaciones con dis-
tinta fraccion biodisponible. A partir de ellos se obtienen las medidas AUC y
CMAX con las que se calculan los intervalos de confianza y se verifica si caen den-
tro del intervalo de bioequivalencia.
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Luego se hacen simulaciones simi-
lares con outliers entre los datos.

Si llamamos T a la varianza estima-
da del log(AUQ), los outliers para la
medida AUC se generan sumando va-
riables N(0,25*1) a un 10% de los datos
de log(AUC) de ambas muestras refe-
rencia y test (analogamente con CMAX).

En cada simulacién se generan un
millén de perfiles plasmaticos de cada
formulacién de los que se obtienen los
pardmetros farmacocinéticos. Esto se
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Figura 1. Rifampicina. Curva promedio simula-
da

hace en dos pasos: primero se generan 1000 muestras de AUC, CMAX y TMAX;
luego se generan 1000 muestras bootstrap para cada uno de estos parametros.

RESULTADOS DE LA SIMULACION

Las Figuras 2 y 3 muestran las curvas de potencia para las medidas AUC y
CMAX cuando los datos son normales y las Figuras 4 y 5 corresponden a datos

con outliers.

Se observa la pérdida de potencia del método paramétrico, en relacion a los

otros, cuando los datos contienen outliers.
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Figura 2. Rifampicina-Simul/F-Normales. Medida registrada AUC.
FI/FR = cociente de la fraccion biodisponible test/referencia.
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Figura 3. Rifampicina-Simul/F-Normales. Medida registrada CMAX.
FT/FR = cociente de la fraccién biodisponible test/referencia.
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Figura 4. Rifampicina-Simul/F-Outliers. Medida registrada AUC.
FT/FR = cociente de la fraccion biodisponible test/referencia.
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Figura S. Rifampicina-Simul/F-Outliers. Medida registrada CMAX.
FT/FR = cociente de la fraccién biodisponible test/referencia.

ESTUDIO EXPERIMENTAL

Se realiza un estudio de bioequivalencia de dos formulaciones de Rifampici-
na. El disefio experimental para el estudio del perfil plasmatico de las formulacio-
nes test y referencia es cross-over. Intervienen 12 voluntarios sanos de sexo mas-
culino de edad entre 18 y 25 afios. Los mismos reciben, en todos los casos, un
comprimido de 600 mg de rifampicina con 150 ml de agua luego de 8 horas de
ayuno.

El dosaje de droga en plasma se realiza por cromatografia liquida de alta re-
solucion segin el método de Lecaillon 11, La manana del estudio se inserta una cé-
nula venosa en el brazo de los voluntarios ayunados, tomandose 7 ml de sangre
venosa en tubos heparinizados a los siguientes tiempos: 0 h, 0,5 h, 1 h, 1,5 h, 2 h,
25h,3h, 4h 5Shyo6h.

ESTUDIO ESTADISTICO

La Figura 6 muestra las curvas promedio experimentales de las formulaciones
referencia y test.

La Tabla 1 muestra los resultados de aplicar los métodos estadisticos a los da-
tos experimentales.
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Figura 6. Rifampicina. Curva promedio experimental.

B L.C. 1.C. I.C. I.C. robusto
Region Medida paramétrico  no paramétrico robusto bootstrap
0,80 AUC 0,76 0,77 0,79 0,79
1,25 0,94 0,96 0,96 0,99
0,80 CMAX 0,86 0,88 0,86 0,85
1,25 0,96 0,96 0,95 0,96

Tabla 1. Rifampicina. .C: intervalos de confianza

La medida TMAX no se analiza porque todas las curvas plasmdticas experi-
mentales tienen el mismo tiempo al pico. No se puede afirmar la bioequivalencia
entre las formulaciones por caer los intervalos de confianza fuera de la region per-
mitida para los AUC.

Todos los métodos dan resultados parecidos. Esto avala que la falta de equi-
valencia biolégica no se debe a la presencia de outliers entre los datos.

Los intervalos de confianza se construyen con dos muestras: una correspon-
diente al orden referencia-test y otra correspondiente al orden test-referencia. Los
“pesos de Tukey” para la primera muestra son: 0,98: 0,91; 0,99; 0,99; 0,89; 0,62 y
para la segunda muestra: 0,04; 0,96; 0,95; 0,87; 0,95; 0,96; lo que nos reitera que
no aparecen outliers groseros entre los datos.

DISCUSION

Los resultados de la simulacion muestran que al usar el método paramétrico
clasico unos pocos outliers hacen que el mismo pierda mucha potencia y no logre
demostrar bioequivalencia atn cuando las formulaciones produzcan perfiles plas-
maticos similares, 1o que no ocurre con los métodos robustos.

Al aplicar los métodos a los resultados experimentales, todos los métodos
concuerdan que no hay outliers entre los datos, porque si los hubiera el parame-
trico darfa peor. Por otra parte no se obtuvieron pesos de Tukey con valor 0, lo
que indicaria un outlier grosero.

Una forma de identificar los outliers es aplicar primero intervalos de confian-
za paramétricos y luego tests de identificacién de outliers. Sin embargo los interva-
los clasicos al estar muy influenciados por los outliers pueden impedir una buena
identificacién posterior.

Es mejor emplear un intervalo resistente a outliers, como el robusto, para la
identificacién de los mismos.
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CONCLUSION

La presencia de outliers hace fallar la suposiciéon de normalidad en que se
basa el método paramétrico y aumenta la longitud del intervalo de confianza, por
lo que cabe la posibilidad de que la bioequivalencia no se pueda demostrar me-
diante el uso de los procedimientos paramétricos recomendados.

Si todos los métodos coinciden, 1a decision se reafirma. Es bueno distinguir si
la presencia de outliers es la razén por la cual no se puede probar la bioequiva-
lencia. En este caso se deberia detectar cuiles son dichos outliers y qué causas los
produjeron. Estos outliers se originan en muchos casos en subpoblaciones genéti-
cas donde por alteraciones en el funcionamiento gastrointestinal o hepatico se al-
terna los tiempos de absorcion, la fraccidon absorbida o la eficacia del metabolismo
presistémico 12. Si la presencia de outliers se descarta, como en el caso experimen-
tal mostrado en este trabajo, queda comprobado que son otros los motivos por los
que falla la biequivalencia, y no asi la sensibilidad del procedimiento estadistico.
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