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RESUMEN. Una de las caracteristicas de los estudios de cronofarmacocinética es que
los datos obtenidos de voluntarios sean considerados pareados. El objetivo es compa-
rar el comportamiento de los pardmetros durante el dia y la noche en los mismos su-
Jetos. En este trabajo se muestran diferentes tratamientos estadisticos aplicados a una
tabla de datos en que se compara el 4rea bajo la curva entre la administracién diurna
y nocturna. Inicialmente se analiz6 la normalidad de la variable en el dia y la noche.
La prueba de Shapiro-Francia que esta desarrollada para tamaiios muestrales entre 5
y 5000 observaciones indicé que la variable AUC sigue la distribucién normal. Lo
mismo ocurrid al aplicar la prueba de Shapiro - Wilks disefiada para tamaios mues-
trales entre 7 y 2000 observaciones. Con estos antecedentes de normalidad se aplic6 el
test-Student para datos pareados encontriandose un valor de p = 0,0476, lo que impli-
ca diferencias significativas. Como el valor esta cercano a 0,05 se procedié a aplicar
otras pruebas (no-paramétricas) donde las exigencias del tamaiio de muestra son me-
nores. Los valores obtenidos fueron p = 0,1250 para la prueba de los signos y de p =
0,063 para la prueba de los rangos con signos para datos pareados de Wilcoxon. Dada
la situacién producida al comprobar las diferencias se procedié a analizar el proble-
ma con el criterio de bioequivalencia, para lo cual se aplicé la prueba “Two one-sided
test” indicada por la FDA para discernir bioequivalencia entre dos productos. En
nuestro caso las situaciones a estudiar son distintas (dia y noche). Esta prueba la apli-
camos usando un programa computacional creado por nosotros llamado “Dosx1’”’ (En
Visual Basic). Los resultados indican que se cumple sélo una de las dos pruebas impli-
cadas, pues t, = 2,015, t; = 0,922 y t, = 5,665 con lo cual no se puede afirmar equi-
valencia. Se concluye que esta prueba es itil para tomar decisiones en situaciones li-
mites como la presentada debido a su sensibilidad.

SUMMARY. “Controverses on the Estimation of Significant Differences in Areas Under
the Curve in Chronopharmacokinetics”. The characteristics of chronopharmacokinetic
studies cause volunteer data to be treated as paired. The idea is to compare daytime and
night behavior in the same subjects. This study shows different statistical treatments ap-
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plied to a data table comparing the area under the curve of daytime and night administra-
tion. Daytime and night variable normality was initially analized. The Shapiro-Francia
(France) test, developed for sampling sizes of 5 to 5000 observations indicated that the
AUC variable follows a normal distribution. The same happened on application of the
Shapiro-Wilks test designed for sampling sizes of 7 to 2000 observations. With these an-
tecedents the Student test for paired data was applied and a value of p = 0.0476 was ob-
tained, which implies significant differences, Since the value is near 0.03, other (nonpara-
metric) tests with lower sample size requirements were applied. The values obtained were
p = 0.1250 for the sign test and p = 0.063 for the Wilcoxon test for range and sign for
paired data. In view of the problem produced by the differences, the problem was analyzed
under a bioequivalence criterium, and the Two one-sided test, suggested by FDA to dis-
criminate bioequivalence between two products was applied in our study to the different
situations (daytime and night). The test was applied using a program of our design, Dosx1
(in Visual Basic). Results indicate that only one of the two tests is met, since by, = 2.015,
t; = 0.922, and t,= 5.665, which prevents us from stating bioequivalence. It is concluded
that the sensitivity of this test makes it useful in making decisions in borderline situations
such as the one described.

INTRODUCCION

Una de las formas habituales de hacer estudios en cronofarmacocinética es
comparar los pardmetros farmacocinéticos obtenidos durante el dia y la noche pa-
ra un grupo de voluntarios estandarizados. Esto conlleva a buscar y utilizar el mé-
todo estadistico adecuado que permita establecer si existen o no diferencias signi-
ficativas entre ambos periodos.

La eleccién del método, ademds de ceifiirse al disefio experimental empleado,
debe considerar otros aspectos como el tamafio de la muestra y sobre todo una
distribucién normal del parimetro en estudio.

Al aplicar los métodos estadisticos las conclusiones no siempre son inmedia-
tas y muchas veces se debe utilizar mis de un recurso con el fin de asegurar la
calidad del tratamiento de los datos experimentales.

En los estudios de cronofarmacocinética es conveniente considerar todos los
pardmetros farmacocinéticos en el dia y en la noche, como por ejemplo constan-
tes ko y B. Ademds del drea bajo la curva pueden ser interesantes los célculos de
clearance, volumen de distribucién aparente, tiempo medio de residencia y otros.
Para emitir una conclusién en cuanto a cronofarmacocinética se deberia hacer un
anilisis del conjunto de parimetros.

En el presente estudio se discute la forma de manejar los datos utilizando la
variada gama de herramientas estadisticas con el fin de optimizar la comparacioén
de areas bajo la curva en el dia y en la noche.

A los métodos estadisticos paramétricos y no parameétricos agregamos los re-
sultados de otro método, el “two one sided test” que en el caso de un disefio cru-
zado permite decidir si dos productos son equivalentes o no. Este método tuvo un
largo proceso de estudio hasta que la FDA lo aprobd fijando limites muy precisos
para las condiciones de aceptacién o rechazo. Se recomienda aplicar esta prueba
al nivel de significacién de o = 0,05 para comparar AUC y C_,, entre dos formula-
ciones 7. Dos formulaciones en las que estos pardmetros difieren por un 20% o
menos se consideran bioequivalentes; por tanto las formulaciones serdn considera-
das bioequivalentes si, para los pardmetros farmacocinéticos, sus medias o media-
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nas no difieren en mis del 20% de la formulacién de referencia. Aunque el rango
del 20% es algo arbitrario, estd basado en parte por el hecho de que en la mayoria
de las drogas, un 20% de cambio en las dosis podria no ser lo suficiente como pa-
ra producir una falla terapéutica o un aumento del riesgo de toxicidad 2.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos luego de aplicar diver-
sos cilculos estadisticos a los valores de drea bajo la curva para un grupo de 7 su-
jetos a quienes se les administré teofilina i.v. en el dia y en la noche.

METODOLOGIA

Al conjunto de datos del area bajo la curva (AUC) que se muestra en la Tabla
1 y que corresponde a un preparado de teofilina que se administré durante el dia
y la noche 8 se le aplicaron diferentes pruebas estadisticas correspondientes a las
pruebas paramétricas y no-paramétricas y la prueba “two one sided test” (prueba
propuesta por la FDA a partir del afio de 1992) 1,

AUC
Grupo 1 Grupo 2
Periodo 1 Periodo 2 Periodo 1 Periodo 2
sujeto (dia) (noche) sujeto (noche) (dia)
y1 y2 y1 v2

1 46,94 73,69 1 76,88 65,58

2 71,93 91,29 2 76,05 74,72

3 44,82 60,27 .3 45,04 43,27

4 121,48 117,85

Tabla 1. Observaciones ordenadas segln disefio cruzado

Se utilizaron los disefios experimentales adecuados al tipo de prueba realiza-
da (disefio cruzado no balanceado, en el caso de la aplicacién de la prueba “two
one-sided test”).

Se utilizaron dos programas computacionales para los cilculos estadisticos:
DOS x1 (construido y programado en Visual Basic®) o y Stata® (versién 4.0 inter-
cooled) 10.

RESULTADOS

La variable analizada en este estudio es el drea bajo la curva AUC. Un primer
paso es establecer si se cumplen 0 no los supuestos necesarios para la aplicaciéon
del test t de Student para comparar medias en estudios pareados. En caso que ta-
les supuestos no se cumplan es posible considerar métodos alternativos llamados
métodos no-paramétricos.

Estudio de la normalidad de las variables dia y noche

El estudio de la normalidad se hace a través de cuatro tests: Shapiro-Francia,
Kurtosis o grado de apuntamiento, Shapiro-Wilks y el “Grado de Simetria” 10-24,
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Las diferencias existentes entre los test Shapiro-Wilks, Shapiro-Francia y los
test de kurtosis y grado de apuntamiento han sido fuente de amplio debate. Se
puede recurrir al boletin técnico del stata intercooled para mayor informacién, pe-
ro se recomienda usar Shapiro-Francia siempre que sea posible, esto es, para da-
tos no agrupados. Si se rechaza la normalidad, se usa el test de kurtosis para de-
terminar la fuente del problema.

Prueba de Shapiro-Francia 1014

Este test estd desarrollado para tamafos muestrales entre 5 y 5000 observa-
ciones; para este caso el tamafio muestral corresponde a 7. Al aplicar el test Shapi-
ro-Francia la variable medida durante el dia y noche resulté ser normal (esto es la
diferencia entre el dia y la noche). El resultado del test indica que la variable es
normal con un valor de p = 0,83424.

Prueba de Shapiro-Wilks 1014

Este test estd disefiado para tamafios muestrales entre 7 y 2000 observacio-
nes. El resultado indica que la diferencia estd distribuida en forma normal, con un
valor de p= 0,7529.

Prueba de kurtosis (grado de apuntamiento) y grado de Sitmetria 10

El test de kurtosis (grado de apuntamiento) y grado de simetria no pudieron
ser aplicados ya que exige un minimo de 8 observaciones para poder hacer la
evaluacion.

Validacion de la igualdad de varianzas entre ambas variables 1°

Para evaluar la igualdad de varianzas se debe aplicar el test de Bartlett; en es-
te caso al tratarse de datos pareados no es necesaria su evaluacion.

Aplicacion de la prueba t de Student para los datos pareados 1°

Esta prueba nos indica que existen diferencias significativas entre la adminis-
tracién durante el dia y la noche, para el drea bajo la curva. Pero el valor de p es-
td muy cercano del valor critico (valor de p = 0,0476), por lo que seria recomen-
dable aplicar otras pruebas, con la idea de encontrar una diferencia mis marcada.

Pruebas no-paramétricos aplicadas a las observaciones 11.12.15

Cuando no puede suponerse normalidad o cuando los datos disponibles son
categorias en lugar de medidas sobre una escala de intervalos o de razones, debe
buscarse una prueba alternativa. Ain cuando la prueba t-Student es algo insensi-
ble a las violaciones de la suposicién de normalidad, es preferible aplicar pruebas
alternativas. :

Prueba de los signos 1112

Se basa en la mediana y se centra en los signos de las diferencias entre los
valores pareados. La Unica suposicién de la prueba es que la distribucién de la va-
riable de interés es continua. Tiene la desventaja de eliminar mucha informacion
en la magnitud de las diferencias; cuando hay empates pueden asignarse en igual
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namero para las categorias mds y menos o sencillamente descartarse junto con la
informacién que contiene. El resultado de la prueba nos indicé que no habian di-
ferencias significativas (valor de p = 0,1250). Hay que tener cuidado en una prue-
ba de dos colas, pues si se dispone de un nimero muy pequefio de datos se po-
dria provocar el rechazo de una hipétesis nula en forma equivocada; esta distor-
sién es imposible de detectar con menos de seis observaciones.

Prueba de la mediana 1112

Esta prueba se aplica a muestras independientes, que se han extraido de po-
blaciones con medianas iguales. Las suposiciones de la prueba estin dadas por: a)
las muestras se seleccionan independiente y al azar de sus poblaciones respecti-
vas, b) las poblaciones tienen la misma distribucién, difiriendo sélo en su localiza-
cién y ©) la variable de interés debe ser continua. En este caso las muestras no son
independientes, sino muestras pareadas, por lo que esta prueba no pudo ser apli-
cada.

Prueba de rangos con signos para datos pareados de Wilcoxon 1. Este test
prueba la igualdad de distribuciones para datos pareados de observaciones. Esta
prueba nos mostré que no habian diferencias significativas (p = 0,0630).

Prueba de Mann-Whitney 1112

Esta prueba se usa en datos no pareados y por lo tanto no se puede aplicar
€n este caso.

Métodos paramétricos Métodos no paramétricos valor p
t de Student hay diferencias 0,0476
prueba de los signos no hay diferencias 0,1250
prueba de la mediana no aplicable -
Wilcoxon no hay diferencias 0,0630
prueba de Mann-Whitney no aplicable -

Tabla 2. Resumen de las pruebas paramétricas y no-paramétricas tradicionales

Al analizar la Tabla 2 podemos concluir que a través de la prueba t de Stu-
dent no hay evidencia suficiente para rechazar o aceptar la hipétesis de que exis-
ten diferencias entre los tratamientos administrados, ya que el valor de p esta cer-
cano al valor critico de p = 0,05 (valor de p = 0,0476). Si se aplican otras pruebas
complementarias no-paramétricas para confirmar si existen o no diferencias entre
los tratamientos, se observa que con la prueba de los signos no hay diferencias al
igual que con la prueba de los rangos con signos de Wilcoxon. Nétese que la dis-
crepancia entre las pruebas paramétricas y no-paramétricas nos impide tomar una
decision respecto a la diferencia entre los tratamientos.

Prueba “Two one-sided test” para un disefio no-balanceado 6.7.16-20
Esta prueba nos permite determinar la condicién de bioequivalencia entre
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una formulacién problema y otra de referencia. El producto de referencia podria
ser, por ejemplo, un producto innovador y el producto test otra marca registrada
del genérico manufacturada por un laboratorio diferente o bien dos formas de do-
sificacién para el mismo producto, fabricadas ambas por el mismo laboratorio. Ac-
tualmente es uno de los procedimientos aceptados por la FDA, para probar bioe-
quivalencia entre dos formulaciones a partir de un disefio cruzado.

Esta prueba consiste en descomponer el intervalo de las hipétesis Hy y H; en
dos grupos de hipétesis de una cola.

‘Hpy @ pe-p,56, Hop, : Pe-p,56;
Hip @ pe-pe> 6y Hip ¢ pe-p, <6,

B, Y W, corresponden a las medias de los tratamientos de los productos test y de
referencia respectivamente.

La hipétesis nula H, establece que p; y p,; no son equivalentes y asimismo
la hipétesis alternativa (H,) establece la condicién de bioequivalencia: a) si recha-
zamos H, , H; es verdadera y por lo tanto p, y p, son equivalentes; b) si no re-
chazamos H, no decimos que H, sea verdadera, sino que se dice que no hay evi-
dencia suficiente para concluir que H1 sea verdadera.

Resumiendo: esta prueba consiste en el rechazo del intervalo de la hipétesis
nula y asi concluir la equivalencia de py u,, si y sélo si Hy; y Ho, son rechaza-
das al nivel nominal de significancia o .Para concluir que p y p, son equivalentes
entonces:

Gie-pp -0, ‘ 0,-(ue-upp
calel =7 o — = lteor Ll = . —— 2 L teor

SN 2/n , 2/n

donde s = raiz cuadrada del error cuadratico medio del anilisis de varianza para
un disefio cruzado, ¢, (y = punto que separa la probabilidad a en la cola supe-
rior de la distribucién t de student con v grados de libertad, v = nimero de grados
de libertad asociados con el cuadrado medio del error 8,=-0,=-02*p, yn=
tamafio de la muestra.

Esta prueba supone que: a) las observaciones provienen de una distribucién
normal, b) la varianza intrasujeto del test y referencia son las mismas (aunque no
es una suposicion critica), ¢) el estudio de los productos de referencia y test pro-
vienen de un disefio cruzado balanceado (recordar que por balanceado entende-
mos que hay un mismo namero de sujetos por cada tratamiento; si el estudio no
fuese balanceado las conclusiones que se obtienen siguen siendo vilidas pero se
producen algunas dificultades de orden técnico que hacen mas complejo el andli-
sis) y d) se asume que 6, = -0, , lo que indica que el intervalo de equivalencia es
simétrico en torno al cero.

Casolde estudios cruzados no balanceados

En el caso de un disefio cruzado no balanceado, es decir cuando no existe el
mismo nuimero de sujetos en cada tratamiento o bien hay observaaones faltantes,
la prueba two one-sided test utiliza dos estadisticas:
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Est— 0, 0, Est X, + X, Xp, +Xp,
SE SE 2 2

donde n, = nimero de sujetos que reciben la formulacién test en el ler. periodo y
la formulacién referencia en el periodo 2, n, = nimero de sujetos que reciben la
formulacién referencia en el ler. periodo y la formulacién test en el periodo 2,
?tl = media de 7, observaciones en la formulacién test, perfodo 1, X ,= media de
n, observaciones en la formulacién test, periodo 2, X .= media de n, observacio-
nes en la formulacién de referencia (periodo 1), X, = media de n, observaciones
en la formulacién de referencia (periodo 2), SE = error estandar del estimador =
$* N 05*(1/n) + (1/ny y § = raiz cuadrada del cuadrado medio del error (N(CME))
dentro del ANOVA para disefio cruzado con v grados de libertad.

En el caso de estudios con mis de dos tratamientos(formulaciones) y/o pe-
riodos, las férmulas para Esty SE dependerdn del patréon particular de desbalance,
lo que puede complicar de gran manera el anilisis y cédlculos. Generalmente se
necesitari de un programa computacional para poder obtenerlos.

Una vez obtenido el anilisis de varianza para este disefio cruzado no-balan-
ceado se procede a aplicar la prueba two one-sided test, donde se introduce una
variacién de acuerdo a un caso para datos no balanceados. El valor de ¢ para 5
grados de libertad (asociados a la varianza residual dentro de los sujetos, en el
andlisis de varianza para disefio cruzado no balanceado) y con una confiabilidad
de 0,95% es de t,,, = 2,015. Al establecer la comparacién sélo se pudo cumplir
con una de las pruebas, luego podemos decir que no hay evidencia suficiente pa-
ra concluir equivalencia. la implementacién de este prueba se hizo en Visual Ba-
sic, a través de un programa sencillo de usar que hemos llamado “DOSx1” Los va-
lores de ¢ calculados fueron: 5,665 y 0,923 que no permitieron establecer equiva-
lencia entre los valores de AUC para el dia y la noche, cuyos valores medios son
66,96 y 77,295 (dia y noche).

CONCLUSIONES

Los resultados indican una situacién de controversia, puesto que el namero
de datos permite justificar la utilizacién de métodos no paramétricos, encontrando-
se con ellos que no hay diferencias significativas en las dreas bajo la curva entre el
dia y la noche. Por otro lado la t de student para datos pareados indica que existi-
rian diferencias, pero con un valor muy cercano al limite. Los cdlculos con ANOVA
no serian apropiados en este caso por ser datos pareados; en €l caso de forzarse
un cilculo para datos independientes daria claramente que no hay diferencias en-
tre las medias (p = 0,46).

En una situacién como la planteada el método “two one sided test” aparece
como un complemento interesante, puesto que a pesar de haber sido disefiado
para estudios de bioequivalencia ayuda en nuestro caso a decidir si ambas situa-
ciones son equivalentes o no. Este método es bastante estricto y los limites esta-
disticos recién fueron aprobados por la FDA en 1992. Dadas las caracteristicas de
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la hipétesis nula y alternativa, respectivamente, esta es una forma muy exigente
para definir equivalencia puesto que el valor teérico del estadistico t deberia ser
menor que los dos valores calculados de ¢ En nuestro caso el valor teérico 2,015
(al 95%) es menor solamente que uno de los t calculados por lo tanto “no existe
evidencia suficiente para concluir equivalencia”.

Es importante destacar que con estos resultados estadisticos no se deben to-
mar decisiones clinicas, debido a que los valores encontrados estdn casi en el limi-
te. En estudios de cronofarmacocinética se observa una variacién entre sujetos
que hace aconsejable utilizar grupos con mds voluntarios. Ademds las decisiones
clinicas deberfan basarse en el anilisis de todos los pardmetros farmacocinéticos
que puedan presentar diferencias circadianas. Situaciones estadisticas como la
planteada deben ser consideradas con todo el rigor que nos permiten los métodos
estadisticos actualmente en boga sin perder la perspectiva de que las aplicaciones
clinicas deberdn deducirse s6lo en aquellos casos en que los resultados presenten
una verdad cientifica irrefutable. En este sentido la aplicacion del “two one sided
test” complementa el espectro de métodos actuales con su doble exigencia. La
aplicacion de este método resulta muy sencilla y amigable con el programa com-
putacional “DOSx1”.

Nota: La solicitudes libres de costo del programa “DOSx1” se pueden hacer al e-mail:
hechavez@abello.dic.uchile.cl
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