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Prélogo

PROSAIA: La Seguridad Alimentaria y la produccion de productos
farmacéuticos veterinarios.

“Animales sanos, alimentos sanos, gente sana”.

La Argentina como productora de alimentos de calidad afronta entre otros desafios el acecho de
enfermedades infecciosas emergentes y re-emergentes que, debido a los cambios culturales ocurridos en
el mundo en los ultimos afos, se hallan en continua expansion (BSE, Influenza Aviar, Nipah, West Nile
Fever, Rift Valley Fever entre otras). Muchas de estas son zoonosis, lo que ha ocasionado cambios muy
profundos en los sistemas de garantias exigidos por las autoridades sanitarias, entre las cuales la
seguridad sanitaria de los alimentos es un requisito indispensable. Para alcanzar la seguridad alimentaria
de los alimentos es necesario, entre otras condiciones, disponer de productos farmacéuticos veterinarios
y bioldgicos de seguridad y pureza probadas que garanticen, junto con su correcta aplicaciéon, que los
productos y subproductos obtenidos de los animales se conviertan en alimentos que no sean causantes
de enfermedades por la presencia de contaminantes o agentes patégenos, en forma involuntaria -
inocuidad- o deliberada -bioterrorismo- y contribuir asi a preservar la salud y proteccién de los
consumidores.

Para eso existen principios fundamentales que se deben tener en cuenta en la formulacidon de los
insumos para los animales de abasto incluidos los alimentos y los productos farmacoldgicos. Estos
principios incluyen el control de la fuente, la manipulacién de los materiales utilizados y el disefio de un
sistema de elaboracion adecuado que contemple:

La normativa, recomendaciones y estandares nacionales e internacionales.

Este es un aspecto primordial que deben cumplir todos los productos farmacéuticos veterinarios ya que,
de no ser asi, se corre el riesgo de que los productos y subproductos obtenidos de los animales tratados
qgueden fuera de los mercados.

Las Buenas Prdcticas de Manufactura.

“Buenas Practicas de Manufactura es aquella parte del aseguramiento de la calidad que garantiza que los
productos sean consistentemente producidos y controlados de acuerdo a los estandares de calidad
apropiados al uso al que estan destinados y segun lo requiera su autorizacién de comercializacién.” WHO
Good Manufacturing Practices for Pharmaceutical Products.

Por lo tanto, mantenerse y desarrollar un negocio competitivo como proveedores de alimentos dentro de
este contexto presupone ademads cumplir con los requisitos implicitos y explicitos que los consumidores
demandan. Entre esos requisitos los atributos de inocuidad involucran la aplicaciéon de sistemas de
aseguramiento de la calidad tales como Buenas Practicas Agricolas, Buenas Practicas de Manufactura,
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HACCP, determinacion de niveles o ausencia de residuos, de pesticidas, de antibidticos, garantia de que
los productos farmacolégicos utilizados en el control de las enfermedades de los animales cumplen con
las normas internacionales.

Dentro de este marco de referencia y en cumplimiento de los objetivos de su creaciéon, PROSAIA convocé
a los principales referentes en la materia del organismo regulador SENASA, la Academia y las camaras
representativas a conformar un Grupo Ad-Hoc para la Redaccidn y Actualizacidon de Guias, Protocolos y
Normativas para el Correcto Desarrollo de Productos Veterinarios, como un aporte para la adecuacion a
los tiempos que vivimos.

-
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1. Introducao

A seguranca do consumidor precisa ser resguardada através da valoragdo de todas as substancias
farmacologicamente ativas destinadas a serem usadas em animais produtores de alimentos. Os
periodos de caréncia sdo determinados com o objetivo de assegurar que 0s residuos de tais
substancias nos tecidos comestiveis se reduzam até concentracdes permitidas.

Enquanto o limite méximo de residuos (LMR) para um determinado tecido € aplicado para o
principio ativo em si mesmo, o periodo de caréncia é determinado de forma individual para cada
medicamento veterinario como parte do processo de autoriza¢do de comercializagéo.

O principio ativo incluido no medicamento veterinario que € administrado aos animais produtores
de alimentos ndo necessariamente é a substancia que estaré presente nos produtos comestiveis. Os
sistemas enzimaticos ou fluidos fisioldgicos de um animal podem agir sobre esse principio ativo
administrado e produzir novas substancias como metabolitos que podem ser tanto ou mais
nocivos para o consumidor do que o principio ativo original. A concentracdo destas substancias
nos produtos comestiveis de origem animal sera em funcéo da velocidade e do grau de absor¢édo
do agente farmacoldgico original, a velocidade do metabolismo e a taxa de excre¢do tanto do
principio ativo original quanto de seus metabolitos. Portanto, o residuo total do agente
farmacoldgico administrado nos animais tratados estara composto pelo principio ativo original,
metabolitos livres e metabolitos que estdo unidos a moléculas enddgenas.

Devido a que os diferentes componentes dos residuos totais podem diferir em seus potenciais
toxicoldgicos, é que se deve fornecer informacdo sobre a natureza quimica, a quantidade e a
persisténcia dos residuos totais nos tecidos comestiveis dos animais que foram objeto do
tratamento.

A forma mais simples e pratica de determinar o periodo de caréncia tem sido a de identificar o
momento em que as concentra¢Ges permanecem abaixo do LMR em todos os tecidos monitorados
de todos os animais experimentais. Em alguns casos, e quando existe uma variabilidade marcada
entre os dados de eliminacéo, é de praxe acrescentar um periodo como fator de seguranca.

Em alguns casos, foram utilizados métodos estatisticos que, de ser aceitos de forma generalizada,
gerariam uma grande oportunidade de harmonizagéo.

A escolha do método estatistico a ser utilizado é responsabilidade do solicitante e, em qualquer
caso, deverd estar devidamente justificado com documentos adequados.

Neste guia, sdo descritos os procedimentos padronizados para poder estabelecer o periodo de
caréncia apropriado para cada principio ativo associado a uma forma farmacéutica, dose e via de
administracdo proposta para uma determinada espécie animal, a fim de garantir a seguranca do
consumidor.

2. Glossario

Cesta basica de alimentos padr&o: E uma estimativa da quantidade total de alimento de origem
animal que é consumida diariamente por um adulto de 60kg. A cesta basica de alimentos utiliza
valores arbitrarios de consumo que se baseiam nos percentis superiores da ingestdo diéria de
alimentos de origem animal.

Os valores de consumo diario de alimentos de origem animal sdo:
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Para mamiferos:

300 g de musculo, 50 g de gordura ou gordura e pele, 100 g de figado e 50 g de rim.
Para aves:

300 g de musculo, 90 g de gordura e pele, 100 g de figado e 10 g de rim.

Para peixes:

300 g de musculo e pele em proporg¢des naturais

Também, considera-se um consumo de 1,5 | de leite, 100 g de ovos e 20 g de mel.

A estimativa do risco de consumo de residuos presentes em uma cesta basica de alimentos se
realiza considerando a IDA.

Principio ativo — Agente Farmacoldgico (do inglés API: Active Pharmacological Ingredient):
E toda substancia que pode ser utilizada para a cura, mitigacdo, tratamento, prevencdo ou
diagnostico das doengas do homem ou dos animais.

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA): E a estimativa do residuo, expresso em termos de unidades de
peso por quilograma de peso vivo (kg/pv), que pode ser ingerido diariamente durante toda a vida,
sem risco apreciavel para a saude do consumidor.

Intervalo de confianca: E uma série de valores entre 0s quais se espera achar com certo grau de
certeza o valor de um parametro populacional, neste caso, a pendente da reta de regresséo linear.

Limite Maximo de Residuo (LMR): E a méaxima concentracdo permitida de residuo marcador
em um tecido animal (ex. figado, rim, musculo ou gordura) ou produto animal, que resulta do uso
de um medicamento veterinario, expresso em mg/kg (ppm) ou pg/kg (ppb) sobre peso fresco,
conforme a legislagéo vigente.

Limite de quantificacdo (LOQ): E a menor concentragio de analito que pode ser quantificada
com um aceitavel nivel de exatiddo e precisao.

Limite de deteccdo (LOD): E a menor concentracio de analito a partir da qual é possivel
demonstrar a presenca do mesmo na amostra experimental com um grau aceitavel de certeza.

Limites de tolerancia: Sdo os valores extremos de uma série de valores (intervalo) entre 0s quais
se espera achar com certo grau de certeza uma determinada porcentagem dos individuos de uma
populacdo determinada.

Medicamento veterinario: toda substancia quimica, bioldgica, biotecnoldgica ou preparacdo
manufaturada (elaborada) cuja administracdo se faca de forma individual ou coletiva, direta ou
misturada com os alimentos, destinada a prevencéo, cura ou tratamento das doencas dos animais.

Periodo de Caréncia — Periodo de Retirada — Restricdo de Uso — Periodo de Supressao:
Periodo de tempo minimo que deve decorrer entre a ultima aplicagdo de um medicamento
veterindrio a um animal, nas condi¢bes normais de emprego, e a obtengdo de produtos
alimenticios desse animal, para garantir que tais produtos alimenticios ndo contenham residuos
em quantidades que superem os limites maximos estabelecidos.

Produto Veterinario (definido ssgundo CAMEVET): Entende-se por produto veterinario toda
substancia quimica, bioldgica, biotecnoldgica ou preparagdo manufaturada cuja administracao,
seja individual ou coletiva, diretamente administrada ou misturada com os alimentos ou agua de
bebida, destinada & prevencdo, diagndstico, cura ou tratamento das doengas dos animais,
incluindo aditivos, suplementos, promotores, melhoradores da producdo animal, antissépticos,
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desinfetantes de uso ambiental ou em equipamentos e ectoparasiticidas e todo outro produto que,
utilizado nos animais e no seu habitat, proteja, restaure ou modifique suas funcBes organicas e
biolégicas. Compreende também os produtos destinados ao embelezamento dos animais.

Residuo marcador: E um analito que é confiavel para determinar a presenca de residuos de uma
determinada droga em um tecido. O residuo marcador pode ser a molécula méae ou qualquer um
de seus metabolitos, produtos de degradacdo ou uma combinacdo de qualquer um destes. O
marcador também pode ser um derivado quimico de um ou Varios dos componentes do residuo. A
relacdo entre o residuo marcador e a concentracdo dos residuos de interesse nos tecidos
comestiveis deve ser conhecida (residuo marcador/ residuos de interesse). O LMR reflete, entdo, a
maior concentracdo permitida do residuo marcador nos tecidos comestiveis.

Residuo total: Termo que faz referéncia a totalidade dos residuos relacionados. O total de
residuos normalmente inclui todos os residuos relacionados ao agente farmacologico (molécula
mae junto com seus metabolitos) e, na maior parte dos casos, € idéntica a totalidade de residuos
determinada por estudos radiométricos de deplecéo tecidual.

Residuos de importancia toxicoldgica: Para fazer a estimativa de uma exposi¢cdo baseada em
uma IDA toxicoldgica, o residuo de interesse é o residuo de importancia toxicoldgica. Este inclui
normalmente todos os compostos relacionados com a molécula (molécula mae com os
metabolitos) e, na maior parte dos casos, € idéntica a totalidade de residuos determinada por
estudos de deplecéo tecidual radiométricos. No entanto, se for demonstrado que um componente
do residuo ou uma fracdo da totalidade dos residuos é toxicologicamente inativo, é possivel
descontéa-la do residuo total ou de qualquer outra fragdo de residuos que ndo seja biodisponivel
por via oral ou de metabolitos dos que se sabe que sdo toxicologicamente inativos.

Residuos de interesse farmacoldgico: Para fazer a estimativa de uma exposi¢do baseada em uma
IDA farmacol6gica, o residuo de interesse é o residuo de importancia farmacologica.
Normalmente, é considerada a molécula mde mais qualquer outro residuo da mesma. Frente a
auséncia de dados sobre atividade farmacoldgica dos componentes do residuo total, assume-se
que o total de residuos apresenta a mesma atividade farmacoldgica que a molécula mae.

Residuos de interesse microbioldgico: Para fazer a estimativa da exposicdo baseada em uma
IDA microbioldgica, o residuo de interesse € o que tem importancia microbiol6gica. Na maior
parte dos casos, é idéntico aos residuos que sdo determinados em ensaios microbioldgicos. Frente
a auséncia de tais dados, pode ser usado o residuo total ou alternativamente a soma dos
componentes individuais dos que se sabe apresentam atividade microbioldgica. Portanto, admite-
se que a atividade microbioldgica do residuo total ou dos metabolitos e/ou produtos de
degradacédo é igual a molécula mée.

Local da injecdo: E uma éarea do tecido na qual o medicamento veterinario foi injetado. As
amostras de tecido obtidas dos locais de injecdo para a realizacdo de estudos de residuos devem
ser representativas do que, com probabilidade, sera selecionado como tecido comestivel nos
procedimentos de abate. A amostra de tecidos devera incluir tecido muscular, tecido conectivo e
gordura subcutdnea em propor¢des naturais (o recorte das amostras para eliminar o tecido
conectivo e a gordura aderida ao muasculo é considerado um procedimento artificial que se afasta
da situacdo real). Os locais de injecdo ndo devem incluir a porcéo de pele que os cobre, ja que a
mesma nao € requerida para a analise dos residuos.

Tecido: Todo tecido animal comestivel, inclusive musculos e subprodutos (Defini¢bes
estabelecidas e adotadas pelo Comité Misto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares -

JECFA).
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3. Alcance do guia

Este guia € uma recomendacdo para o calculo de periodos de caréncia adequados para tecidos
comestiveis provenientes de animais produtores de alimentos quando a eles se administra um
medicamento veterindrio (MV) determinado, em uma tentativa de harmonizar a metodologia
utilizada internacionalmente para esses fins. Este guia também coloca a énfase na determinacao
do tempo de caréncia pelo método estatistico baseado no limite maximo de residuos (LMR), que é
considerado de primeira escolha.

O guia ndo tem como alcance o célculo de periodos de caréncia em outros produtos de origem
animal como leite, ovos, mel e produtos de aquicultura, ja que estes requerem uma outra
consideracao.

Procedimentos descritos:
- Procedimento estatistico baseado no LMR
- Procedimento alternativo baseado no LMR.

- Tempo de caréncia pré-abate estimado a partir dos residuos no local de injecdo (inclui método
baseado no LMR, IDA e procedimento baseado no limite de exposicao alternativo).

Os estudos de residuos mencionados devem incluir a descricdo e a validagdo dos métodos
analiticos (ver Guia PROSAIA 2: “Guia para a Validacdo de Métodos Analiticos para a
Determinacao de Residuos em Matrizes Biologicas”).

Para o desenho experimental da fase animal, recomenda-se ver o Guia PROSAIA 1 “Guia técnico
para a Conducéo de Estudos de Metabolismo e Cinética de Residuos de Agentes farmacol6gicos
de Uso Veterinario em Animais Produtores de Alimentos”

4. Estimativa do periodo de caréncia
4.1. Modelo estatistico

O calculo do periodo de caréncia mediante 0 método estatistico se baseia em principios aceitos de
farmacologia basica. Tomando como base um modelo farmacocinético de um compartimento, a
relacdo entre a concentracdo de um principio ativo e o tempo durante as fases de absorcéo,
distribuicdo e eliminacdo, pode ser descrita por termos matematicos multi-exponenciais.
Entretanto, a eliminacdo da substancia e/ou metabolitos a partir dos tecidos da lugar a uma curva
de concentracBes teciduais que segue um declinio exponencial de ordem um, que pode ser
adequadamente descrito por um modelo de um compartimento com um sé termo exponencial. A
equacao de primeira ordem aparente que descreve a cinética de deplecao tecidual é a seguinte:

Ci=Co ekt

onde C: € a concentracdo tecidual em um tempo dado, Co é a concentracdo do residuo no tempo
zero , e é a base dos logaritmos naturais, k é a constante de primeira ordem aparente de
eliminacdo e t é o tempo.

O termo C’o representa o0 ponto de intersecdo no eixo da ordenada a tempo zero, 0 mesmo €, na
verdade, sO uma concentracdo tedrica necessaria para 0 ajuste dos dados experimentais com o
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modelo de um s6 termo exponencial . Por pertencer a uma equacdo que descreve uma fungédo
exponencial decrescente, a constante leva sinal negativo.

A linearidade do gréfico do logaritmo natural das concentracdes teciduais em fungdo do tempo (In
Ct vs t), proporciona evidéncia de que o modelo de um termo exponencial é aplicavel e que a
analise estatistica de regressdo linear dos dados transformados logaritmicamente pode ser
considerada como método confidvel para a estimativa do periodo de caréncia. Nesse caso, 0S
dados experimentais podem ser descritos pela equagéo de primeiro grau, também conhecida como
equacdo geral de uma reta que esta dada pela seguinte expressao:

y =a+ bx

onde y é um valor sobre o eixo da ordenada, x ¢ um valor no eixo da abscissa, a € o ponto onde a
reta cruza o eixo da ordenada e b indica a quantidade com a qual y muda por cada unidade de
mudanca em x. O valor de a é conhecido como ordenada na origem y o valor de b como pendente
da reta.

O procedimento utilizado para obter a reta desejada é conhecido como método de quadrados
minimos, e a reta resultante (melhores valores médios estimados em cada ponto da amostragem) é
conhecida como reta de quadrados minimos.

4.1.1. Base de dados

A analise de regressao linear requer que os dados experimentais sejam independentes uns dos
outros. Em geral, os dados de deplegdo tecidual reinem esta condicdo devido a que surgem de
individuos diferentes.

Caso se disponha de medicGes em duplicata ou triplicata de concentracdes teciduais de uma Unica
amostra, sera utilizado o valor médio para a realizacdo da analise de regressao linear .

Para evitar o erro no célculo da pendente e o ponto de interse¢do, cada dado de concentracdo
tecidual devera surgir, sempre que for possivel, do mesmo ndmero de medicdes repetidas.

Os dados experimentais de concentragéo tecidual que forem menores ao limite de detec¢do (LOD)
e menores ao limite de quantificacdo (LOQ) serdo considerados como valores opcionais e seu uso
deverd ser fundamentado corretamente.

Devem ser excluidos da andlise os dados experimentais reportados como menores ao LOD.

Quando todos ou alguns dos dados experimentais reportados em um dia de abate forem
“opcionais”, devera ser considerada a possibilidade de excluir da anélise o tempo de abate
correspondente. E preciso levar em conta que existe a necessidade de um minimo de trés pontos
de amostragem (dias de abate) determinados durante a fase de eliminacdo terminal e um minimo
de trés amostras (animais) por ponto de amostragem para poder realizar uma anélise de regresséo
linear.

Como indicacdo geral, de acordo com a especie animal, deveriam ser utilizados entre 4 e 10
animais por ponto de amostragem (dia de abate). Um esquema basico seria contar com dados de
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concentragdes teciduais de 16 (dezesseis) animais, 0s quais seriam abatidos em grupos de 4
(quatro) individuos em 4 (quatro) dias de abate convenientemente distribuidos.

Os dados experimentais de concentracdo tecidual devem ser reportados tal qual foram
quantificados, isto &, sem ser corrigidos pelos valores de recuperacdo da técnica analitica, os quais
devem ser anexados aos dados dos experimentos de recuperacado e o fator de correcdo que deriva
deles. Neste caso, antes de realizar a analise de regresséo linear, os dados experimentais devem
ser corrigidos com o fator de correcdo de recuperacdo antes de ser transformados
logaritmicamente.

4.1.2. Supostos da andlise de regressao linear

Para realizar uma analise de regressdo linear é necessario que se cumpram 0S seguintes
pressupostos basicos:

- Que existe homogeneidade de variancias (homocedasticidade) entre os In dos dados
experimentais em cada ponto de amostragem (dia de abate).

- Que existe linearidade dos In dos dados experimentais em funcéo do tempo.
- Que existe distribuicdo normal (gaussiana) dos erros.

4.1.2.1. Homogeneidade de variancias (homocedasticidade)

Deve-se confirmar que as variancias dos In dos dados experimentais dos diferentes dias de abate
sdo homogéneas. Diferentes testes estatisticos podem ser usados para este propdsito, como o teste
de Bartletts, o teste de Hartleys e o teste de Cochranss.

4.1.2.2. Linearidade do In dos dados experimentais

A inspecdo visual do grafico dos In dos dados experimentais em funcdo do tempo &,
frequentemente, suficiente para assegurar que existe relacao linear entre os dados experimentais.

Um desvio da linearidade dos In dos dados experimentais nos primeiros tempos de amostragem
pode indicar que o processo de distribuicdo dos residuos marcadores ainda nao foi concluido e,
portanto, estes pontos deveriam ser excluidos da analise.

Desvios da linearidade nos ultimos pontos de amostragem podem ser por causa de concentragdes
abaixo do LOD, portanto, o processo cinético de deplegdo tecidual ndo deve ser considerado
nestes tempos de amostragem e esta justificada a exclusdo destes valores da anélise estatistica.

Deve-se levar em conta que os outros dados experimentais presentes nos restantes pontos de
amostragem devem ser conservados, a menos que a sua exclusao esteja devidamente justificada.

Para assegurar estatisticamente a linearidade da reta de regressao, é preciso realizar uma analise
de variancia. O procedimento consiste em comparar a varia¢do entre os grupos de médias e a reta
estimada com a variagdo entre animais dentro dos grupos.
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4.1.2.3. Normalidade dos erros

A distribuicdo normal dos erros pode ser observada mediante inspecdo visual das residuais
ordenadas versus sua frequéncia de distribuicdo acumulativa em uma escala de probabilidade
normalizada.

As residuais séo as diferengas entre os valores observados e seus correspondentes valores
estimados (diferenca entre os valores transformados logaritmicamente e os valores estimados pela
reta de regressao).

Uma linha reta indica que a distribuicdo das residuais observada € consistente com o pressuposto
de uma distribuicdo normal. Para verificar os resultados do grafico de residuais, pode ser
aplicado o teste de Shapiro-Wilkis. Este teste tem demonstrado eficacia mesmo em presenga de
amostras pequenas.

O grafico da frequéncia acumulativa de distribuicdo das residuais pode ser usado com um teste
muito sensivel. Os desvios a partir da linha reta indicam uma distribuicdo ndo normal das
residuais, que pode ser por causa de:

- Desvios a partir da normalidade dos dados das concentraces teciduais dos residuos
marcadores transformados logaritmicamente dentro de um ou mais grupos de abate.

- Desvios a partir dos valores estimados pela regresséo linear (reta de regressao).
- N&o homogeneidade de variancias (heterocedasticidade).
- Valores aberrantes.

Na apresentacdo dos dados experimentais usando as residuais normalizadas (residual dividida
pelo erro residual Sy, x), um valor aberrante poderia apresentar um valor <-4 o0 > + 4, indicando
que a residual apresenta um valor desviado quatro desvios padrdo da linha de regresséo.

4.1.3. Procedimento estatistico baseado no LMR

O periodo de caréncia devera ser calculado usando os resultados dos dados estimados pela linha
de regressdo. O periodo de caréncia é o tempo em que o limite superior do intervalo de tolerancia
a 95% estimado com um intervalo de confianca a 95% intercepta o valor do limite maximo de
residuos (LMR).

Se este tempo ndo corresponde a um dia completo, o periodo de caréncia estimado se arredonda
até o dia seguinte. Por exemplo, se o periodo de caréncia estimado € 6,3 dias, entdo, este sera
fixado em 7 dias.

O valor do limite superior do intervalo de tolerancia a 95% com um intervalo de confianga a 95%
sera calculado utilizando o método de distribuicdo de t ndo centralizado que se descreve no anexo.

N&o ¢ valido estimar o periodo de caréncia a partir da auséncia de dados de concentracao tecidual
menores que o LMR. Portanto, para calcular o mesmo, é necessario contar com dados
experimentais que apresentem valores menores que LMR, pelo menos, no ultimo tempo de
amostragem. Dada esta perspectiva, é necessario que o LOQ da técnica analitica seja sempre
menor que 0 LMR utilizado.

O periodo de caréncia pode ser estimado usando o software WT1.4 recomendado pela FDA e pela
EMEA, que é uma versdo informatizada do método descrito no U.S Department of Health and
Human Services, Food and Drug Administration (FDA)®. O periodo de caréncia também pode ser
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estimado usando o método desenvolvido por Stange!* e proposto pela EMEA®, que é
metodologicamente mais simples de realizar e fornece resultados comparaveis com o0 método que
utiliza a distribuicéo de t ndo centralizado.

4.1.4 Procedimento alternativo baseado no LMR

Este procedimento, também conhecido como “regra de decisdo”, € um método alternativo quando
0s dados experimentais disponiveis ndo permitem o uso do modelo estatistico baseado no LMR.

N&o é possivel propor recomendagdes gerais para este procedimento, j& que os resultados
dependerdo do tamanho da amostra, do momento em que se realize o abate dos animais, da coleta
das amostras bioldgicas, da variabilidade dos dados experimentais e dos fatores relacionados com
a metodologia analitica.

O método se baseia em estabelecer o periodo de caréncia no momento em que as concentracdes
teciduais de todos os animais se encontrarem abaixo do valor do LMR’. No entanto, uma vez que
foi calculado o tempo, deve ser estabelecida uma margem de seguranga para compensar a
incerteza bioldgica que representa a variabilidade da cinética de deplecéo tecidual.

A dimensdo da margem de seguranca dependera de varios fatores relacionados com o desenho
experimental e com as propriedades farmacocinéticas do principio ativo estudado.

Apesar de ndo ser possivel oferecer uma recomendacao geral aplicavel a todos os casos, um guia
aproximado para calcular a duracdo da margem de seguranca é aumentar em 10% - 30% o valor
do tempo em que todas as concentracOes teciduais se encontram abaixo do LMR. A outra
alternativa é aumentar o mencionado tempo em um valor equivalente a 1-3 vezes a meia-vida de
deplecéo tecidual.

4.2. Tempo de caréncia estimado a partir dos residuos no local de injecao

Além do efeito da formulacdo, da dose e da frequéncia de administracdo, a via de administracédo
também exerce uma influéncia substancial sobre a duracdo do periodo de caréncia. As
formulagbes injetaveis podem apresentar uma cinética de eliminacao de residuos a partir do local
de injecdo significativamente mais lenta que a observada nos demais tecidos comestiveis.

Este fendmeno pode ser atribuido ao desenho de sistemas de liberacdo lenta, formulacdes de
deposito, propriedades fisico-quimicas da molécula, a via de administracdo subcutanea,
intramuscular ou outros fatores atribuiveis a variabilidade da via de administracdo (por exemplo,
no tecido conectivo entre 0s musculos semitendinoso e semimembranoso).

Logo depois da administracdo, reacdes teciduais como fibrose, encapsulamento, necrose ou outro
tipo de dano, bem como a dispersdo ndo homogénea de certas formulacGes, podem provocar a
liberacédo retardada dos agentes farmacoldgicos a partir do local da injegdo. Consequentemente, 0s
residuos neste local podem ser muito elevados em comparagdo com os demais tecidos
comestiveis, tendendo a se reduzir de forma erratica. Portanto, a variabilidade entre animais pode
ser elevada.

Diferentemente de outros tecidos, a localizacdo exata das amostras dos locais de injecéo
destinadas a serem analisadas pode ter um impacto consideravel sobre a concentracdo de residuos
encontrada. Além disso, 0 metabolismo e/ou degradagdo dos principios ativos no local de injecao
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pode ocasionar que a composi¢do do residuo total seja muito diferente a respeito do encontrado
em outros tecidos.

Tudo isso demonstra que de um ponto de vista farmacoldgico, o local de injecdo ndo é
comparavel de forma direta com masculo ou outros tecidos comestiveis. Da mesma forma, os
periodos de caréncia estabelecidos para tecido muscular de localizagdo remota a respeito do local
de injecdo ndo sdo adequados para assegurar que os residuos presentes no local de injecdo tenham
reduzido a concentracdo em niveis abaixo do LMR e a ingestdo diéria admissivel (IDA). Portanto,
os residuos no local de injecdo precisam de uma consideracdo particular a respeito do risco para
0s consumidores dos animais tratados.

4.2.1. Interpretacéo

Deve-se levar em conta que o periodo de caréncia no local de injecdo estimado conforme este
guia, ndo necessariamente deve ser considerado como o periodo de caréncia definitivo para o
produto veterinario estudado.

O periodo de caréncia no local de injecdo deve ser considerado em comparagao com 0s periodos
de caréncia baseados na deplecdo de residuos nos outros tecidos comestiveis. Finalmente, o
periodo de caréncia selecionado para o medicamento veterindrio estudado devera estar
devidamente justificado.

4.2.2. Principios gerais

Para um medicamento veterinario injetavel, os residuos de interesse que permanecem no local de
injecdo precisam ser conhecidos. No caso dos medicamentos veterinarios que contém novos
principios ativos, é necessario realizar uma apropriada caracterizacdo dos residuos relacionados
com as moléculas ativas, incluindo metabolitos e produtos de degradacdo e/ou conversao de
possivel impacto bioldgico. Esta informacdo é obtida de estudos de deplecdo de residuos
radiométricos (por exemplo, residuo total) ou quando for apropriado, de estudos de deplecdo de
residuos orientados a caracterizacdo toxicoldgica, farmacoldgica e microbiol6gica dos mesmos.

Para medicamentos veterinarios que contém principios ativos conhecidos e dos quais é conhecida
a composicao dos residuos no local da injecédo, os estudos de deplecdo de residuos radiométricos
ndo sdo necessarios e s é requerida a valoracdo do principio ativo original ou qualquer outro
componente relevante do residuo no local de injecdo (por exemplo, o residuo marcador). A
informacdo referente a relacdo entre residuo marcador/residuo total pode ser obtida a partir da
informac&o disponivel na literatura.

Mudangas na composicdo de excipientes que modifiquem a biodisponibilidade do farmaco podem
ter efeitos significativos sobre a deplecdo de residuos no local de injecéo e, portanto, nestes casos,
os estudos de deplecéo tecidual de residuos serdo necessarios para caracterizar a deplecdo no local
da injecéo.

Quando o produto injetavel contém um derivado do residuo marcador especificamente formulado
(por exemplo, um derivado éster do principio ativo original), o0 método analitico deveria ser
adaptado para poder determinar a concentragdo atual do residuo marcador no local de injecéo.
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4.2.3 Desenho do estudo e coleta de amostras

Para a coleta da amostra, recomenda-se consultar o Guia n° 1 GF: “Guia Técnico para a
Conducéo de Estudos de Metabolismo e Cinética de Residuos de Agentes Farmacoldgicos de Uso
Veterinario em Animais Produtores de Alimentos”, item 4.6.2.

O relatorio do estudo de deplecdo de residuos no local de injecdo devera ser acompanhado de uma
descricdo completa e detalhada do desenho e as condigdes experimentais, a selecdo do local de
injecdo do produto, a técnica usada para a injecdo, o instrumental utilizado, a profundidade da
injecdo (intramuscular), medidas tomadas para permitir a localizacdo precisa do local de injecédo
no momento do abate, detalhe da técnica de obtengéo e acondicionamento da amostra.

4.2.4 Procedimento baseado no LMR

Para as substancias que tém LMR para musculo, o local de injecdo é normalmente considerado
como tecido muscular e a valoracdo dos residuos no mesmo devera levar em consideracdo o LMR
e a concentragdo do residuo marcador no musculo.

O tempo de caréncia devera assegurar que a concentracdo do residuo marcador no local de injecdo
se reduziu abaixo do LMR. Neste caso, admite-se que a totalidade do tecido muscular de um
animal ao que foi administrada uma formulacéo injetavel por via intramuscular ou subcutanea
provém exclusivamente do local de injecdo.

Para substancias lipossoluveis, de aplicacdo subcutadnea em suinos, a amostra do local de injecdo
devera ser coletada do paniculo adiposo. Nesse caso, 0s residuos presentes no paniculo adiposo
devem ser comparados com o LMR do tecido adiposo.

A experiéncia mostra que, em muitos casos, 0 método baseado no LMR dé lugar a uma estimativa
segura e adequada do periodo de caréncia para o local de injecdo. No entanto, quando este
procedimento é aplicado, deve-se corroborar que o residuo marcador no musculo é valido para
predizer os residuos de interesse no local de injecdo. Por exemplo, um residuo marcador ndo deve
ser considerado como apropriado se 0 mesmo nao for um componente do residuo total no local de
injecdo (por exemplo, um metabolito que ndo esteja presente no local da injecdo).

Em outras palavras, em certas circunstancias, o tempo de caréncia baseado no LMR ndo
necessariamente assegura que a ingestdo de residuos presentes na cesta basica de alimentos,
incluindo o local de injecédo, esteja abaixo da IDA. Se houver algum indicio de que o método
baseado no LMR é inconsistente com a IDA, uma estimativa paralela baseada na IDA devera ser
realizada para confirmar que o periodo de caréncia estimado é apropriado.

4.2.5 Procedimento baseado na IDA

Para substancias que ndo tém LMR estabelecido, o valor de referéncia para a valoracdo dos
residuos no local de injecdo é a IDA. A valoragdo dos residuos no local de injecdo mediante a
IDA deveria abranger todos os aspectos da substancia estudada (a IDA toxicoldgica,
farmacoldgica e microbiologica).

Dependendo do tipo de IDA, os residuos de interesse podem ser qualquer um dos residuos
relacionados ou a fracdo ativa, farmacologica, microbiologica e/ou toxicologica dos residuos
totais.

A ingestdo diaria de residuos deve ser calculada usando o consumo padrdo baseado na
composicdo da cesta basica de alimentos padrdo formada por: 300 g de tecido do local da injecéo,

50 g de gordura e pele, 100 g de figado e 50 g de rim.
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O local de injecdo, neste caso, deve ser tratado como tecido muscular e os 300 g da porcdo
muscular da cesta basica de alimentos devem representar os tecidos do local da injecao.

O procedimento para calcular o tempo de caréncia conforme o método baseado na IDA é o
seguinte:

1- Determinar a quantidade de residuo de interesse em 300g do local de injecdo de cada
animal em cada ponto de amostragem (abate) e no restante dos tecidos comestiveis, caso
seja necessario, levar em conta a relacdo residuo marcador/residuo de interesse. Admite-se
que a por¢do de 300g de tecido muscular provém total e exclusivamente do local da
injecdo. Estes 300g de tecido muscular ndo devem ser confundidos com os 500g da
amostra obtida para a determinagdo da concentracao de residuos. A quantidade de residuos
contida em 300g deve derivar da concentracéo presente nos 500g de amostra processada.

2- Para cada animal, determinar em cada ponto de amostragem a soma dos residuos na cesta
béasica de alimentos padréo, em que a quantidade de residuos em musculo é substituida pela
quantidade determinada no local de injecéo.

3- Caso seja requerida a estimativa do tempo de caréncia do total de residuos, a concentracao
tecidual do residuo marcador deve ser transformada através do fator de correcdo
determinado pela relacéo residuo marcador/residuos totais, conforme a equacéo abaixo:

IR=(CxF)IR
onde:
IR = ingestdo de residuo.
C = concentracdo do residuo marcador.
F = gramas de tecido consumido (segundo a cesta basica de alimentos padrdo).
R = relagdo entre residuo marcador e concentragdo total de residuos.

4- ldentificar a IDA apropriada.
5- Estimar o tempo de caréncia utilizando o procedimento descrito a seguir:

A ingestdo diaria de residuos (IR) na cesta basica de alimentos padrdo (500g) é determinada para
cada animal em cada ponto de amostragem (abate) utilizando a equacao abaixo:

IR=(Cm X Fm)+ (ChXFnr) + (CrXxFRr) +(Cs X Fg)

Onde:
IR = ingestdo diaria de residuo.
C = concentracéo do residuo marcador.
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F = valores de consumo (0,3 kg de musculo, 0,1 kg de figado, 0,05 kg de rim e 0,05 kg de
gordura).

Subindices = M (musculo), H (figado), R (rim) e G (gordura).

Caso seja necessaria a estimativa da ingestdo diaria de residuos totais, aplica-se o fator de
correcdo derivado da relagdo entre a concentracdo do residuo marcador e a concentragdo de
residuos totais, como se mostra a seguir:

IR = (Cm X FM/Rm) + (CH X FH/RH) + (Cr X FrR/RR) + (Cs X F6/Rg)
Onde:
R = residuo marcador/residuo total

A base do método é estabelecer o periodo de caréncia no tempo em que os valores de IR de todos
0S animais se encontram abaixo do valor da IDA. No entanto, uma vez estimado esse tempo,
deve-se estabelecer uma margem de seguranca para compensar a incerteza bioldgica que
representa a variabilidade da cinética de deplecao tecidual.

A dimensdo da margem de seguranca depende de varios fatores relacionados com o desenho
experimental e as propriedades farmacoldgicas do principio ativo estudado.

Apesar de que ndo € possivel oferecer uma recomendacdo geral aplicavel a todos os casos, um
guia aproximado para calcular a duragdo da margem de seguranca é aumentar em 10% - 30% o
valor do tempo em que todos os valores de IR se encontram abaixo da IDA.

4.2.6 Procedimento baseado no limite de exposicéo alternativo

Em principio, este procedimento é aplicado a principios ativos para 0s quais ndo se estabeleceu
um valor de IDA, mas que sdo utilizados como componentes de formulacGes injetaveis e que
deixam grandes quantidades de residuos no local de injecdo mantendo sua atividade bioldgica.

Exemplos de limites de exposicdo podem ser: quantidade maxima de ingestdo recomendada (por
exemplo, vitaminas), maximo nivel de ingestdo toleravel (por exemplo, minerais/elementos
tracos), niveis basais ou naturais para compostos que podem ser produzidos de forma enddgena
(hormonios) ou qualquer outro limite que puder resultar apropriado.

Em todo caso, a conveniéncia dos limites de exposicdo escolhidos deve ser cientificamente
justificada. A derivacdo deste periodo de caréncia é, em principio, andlogo ao método descrito
para a estimativa baseada no LMR ou a IDA.

O periodo de caréncia deve ser determinado por comparacdo dos dados de concentracdo de
residuos com o limite alternativo que, em geral, faz referéncia a uma determinada concentracdo
(por exemplo, analogo ao método baseado no LMR) ou a uma quantidade determinada de
residuos ingerida (por exemplo, analogo ao método baseado na IDA).
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ESQUEMA COMPARATIVO DE AMOSTRAGEM E ANALISE DOS TECIDOS
COMESTIVEIS E ESTIMATIVA DO PERIODO DE CARENCIA MEDIANTE O
PROCEDIMENTO BASEADO NO LMR.

Obter amostras de musculo,
figado, rim e gordura.
Minimo de dezesseis animais,
abatidos em numero de quatro em
quatro pontos de amostragem

Método baseado no LMR

v \4
Método estatistico Método alternativo
\ v

Determinar a concentrac¢ao do residuo marcador em tecidos

\ 4

Comparar a concentragdo do residuo marcador com o LMR em tecidos

\ 4

Estimativa do periodo de caréncia -2

1- O periodo de caréncia deve ser estimado para todos os tecidos comestiveis e sera calculado baseado nos procedimenos propostos neste guia. O
periodo de caréncia mais prolongado sera considerado o mais apropriado.

2- Se o produto veterinario foi administrado por via parenteral (IM — SC), o periodo de caréncia do tecido muscular sera substituido pelo periodo

de caréncia dos tecidos no local de inje¢&o.
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ESQUEMA COMPARATIVO DE AMOSTRAGEM E ANALISE DOS TECIDOS NO
LOCAL DE INJECAO E ESTIMACAO DO PERIODO DE CARENCIA MEDIANTE OS
PROCEDIMENTOS BASEADOS NO LMR E NA IDA

Obter a amostra de tecido do local

de injegdo (500 g), homogeneizar

cada uma por separado e enviar a

amostra (300g) para o laboratério
analitico.

Dispoe de LMR para tecido muscular?

SIM NAG
v \ 4
Método baseado no LMR Método baseado na IDA
A\ 4 \ 4
Determinar Determinar a concentrag¢ao do
a concentragao residuo de interesse na cesta
do residuo marcador basica de alimentos (incluindo o
no local de injegao local de injegdo)
Y \ 4
Comparar Comparar
a concentragdo a concentracao do residuo de
do residuo marcador interesse na cesta basica de
com o LMR em tecido muscular alimentos padrao com a IDA

—

Estimativa do tempo de caréncia no local de injegdo

1- Em certos casos, é necessario que o método baseado na IDA seja realizado paralelamente para corroborar a confiabilidade do periodo de
caréncia estimado pelo método baseado no LMR, para assegurar que os residuos presentes na cesta basica de alimentos apresentem valores abaixo
da IDA

2- Deve ser calculado baseado nos procedimentos propostos neste guia. O periodo de caréncia estimado pelo procedimento baseado no LMR deve
ser estimado para o restante dos tecidos comestiveis. O tempo de caréncia mais prolongado sera considerado o mais apropriado.

QOO
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ESQUEMA DE AMOSTRAGEM E ANALISE DOS TECIDOS NO LOCAL DE INQE(;AO
E ESTIMATIVA DA EXPOSICAO NA CESTA BASICA DE ALIMENTOS PADRAO

1. Amostra do local
de injecdo

Y
Obter 500 g do nucleo
do local de injecdo
com a geometria
estabelecida, mais 300
g de tecido periférico
do local de injecdo

2. Homogeneizar
e analisar
cada amostra

A 4

Determinar a
concentragdo de
residuos (ug/kg)

3. Usar o valor

estimada

Exposicao estimada.
Residuos na cesta

basica de alimentos
(ug/kg)

\

da concentragdo para
calcular a exposicao

\

Amostragem no local de injecao.

1. A amostragem do local de injecdao é diferente daquela

realizada para os demais tecidos comestiveis como figado,
rim e tecido muscular, sobre os quais se admite que os
residuos se encontrem distribuidos de forma homogénea e
que a localizagdo da area de amostragem tem pouco ou
nenhum impacto na quantificagdio da concentracdo de
residuos.

No local de injecdo, a distribuigdo homogénea dos residuos
ndo pode ser admitida de forma automatica. Devido aos
processos de dispersdo ef/ou difusdo, se produz um
gradiente de concentra¢do dentro da area de liberacdo do
principio ativo com elevadas concentragdes ao redor do
centro da regido em que foi aplicada a inje¢do. Como
resultado disso, a localizagdo exata do tecido e a anatomia
do mesmo podem ter um impacto considerdvel na
determinagdo da concentragdo dos residuos.

O método de amostragem devera assegurar a obtencdo da
area de maior concentragdo de residuos. Recomenda-se
coletar do local de inje¢do aproximadamente 500 g de tecido
com o ponto de injecdo no centro do mesmo. Esta amostra
devera ter a forma de um cilindro de 10 cm de diametro e 6
cm de profundidade (intramuscular) ou 15 cm de didmetro e
2,5 cm de profundidade (subcutdneo), admitindo que esta
massa tecidual representa o local primario de injecdo. Para
assegurar que a amostra inclui o maximo nivel de residuos,
devera ser obtida uma segunda amostra de tecido periférico
de aproximadamente 300 g.

Exposicdo da cesta basica de alimentos padrao estimada pela
IDA.

4.

5.

A contribuicdo do local de injegdo na cesta basica de
alimentos padrdo pode ser obtida multiplicando a
concentracdo de residuos com os valores de consumo
(kg/dia). O valor de consumo padrdo de musculo para uma
pessoa de 60 kg é de 0.3 kg.

A exposicdo dos residuos na cesta basica de alimentos
padrdo se calcula da seguinte forma:

IR = (Cm X Fm) + (Ch X Fu) + (Cr X Fr) + (Ca X Fag)

onde:

IR = ingestdo diaria de residuo

C = concentragao do residuo marcador

F = valores de consumo (0,3 kg de musculo, 0,1 kg de figado,
0,05 kg de rim e 0,05 kg de gordura).

Subindices = M (musculo), H (figado), R (rim) e G (gordura).
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6. Anexo

Procedimentos estatisticos

Teste de Bartlett

O teste de Bartlett® ¢ usado para checar se um nimero de k amostras provém de populacdes que
apresentam variancias semelhantes. A igualdade de variancias entre diferentes amostras se
denomina homogeneidade de variancias ou homocedasticidade.

O uso do teste de Bartlett se justifica no fato de que muitos testes estatisticos como, por exemplo,
0 teste de diferencas de médias de t-de Student ou a analise de variancia, admitem que as
variancias entre diferentes amostras séo iguais.

A FDA® " recomenda o uso deste teste devido a sua robustez, embora seja extremamente sensivel
a desvios de normalidade. Por outro lado, este teste s6 pode ser usado quando cada grupo de
dados € igual ou maior a 5 (cinco). Apresente a vantagem de que € possivel comparar grupos de
dados de diferentes tamanhos.

O teste de Bastlett é utilizado para verificar a hipdtese nula Ho de que as variancias populacionais
sdo iguais a respeito da hipotese alternativa Hi de que ao menos dois sdo diferentes. Se
dispusermos de k amostras com um tamanho de n; amostras e uma variancia Si® a estatistica de
Bartlett seré:

(N — k)In(S?) — i (ni — 1) In(S?)

X2 =
1+ 55 ( =) - ﬁ)

k
1
] — 2__ - ) 2, . ia
onde N =X m yS=x—72(m-1S &g estimador da variancia total.
i=1

O estatistico do teste de Bartlett tem aproximadamente uma distribuicdo X?1. A hipotese nula é
rejeitada quando X? > X%1.«, onde X?.1 , € 0 valor critico superior para uma distribuicdo X?«1.

Teste de Hartley

Este teste, desenvolvido em 1950 por Hartleys, é também conhecido como teste de Fmax OU teste
de Fmax de Hartley. E utilizado em analise de variancia para verificar que diferentes grupos tém
variancias semelhantes, condicdo indispensavel para realizar comparacdes entre grupos mediante
a aplicacdo de testes estatisticos paramétricos. O teste apresenta a desvantagem de que s6 pode ser
utilizado para comparar grupos de dados de igual tamanho.

O teste se baseia no calculo da relagdo entre a variancia grupal maior (max s;?) e a variancia
grupal menor (min s;?). O valor resultante é entdo comparado com o valor critico presente em uma
tabela de distribuicdo de Fmax3, 12.

Admite-se que os grupos apresentam variancias semelhantes se o valor calculado for menor que o
valor critico.

O teste de Hartley admite que os dados de cada grupo apresentam distribuicdo normal e que os
grupos apresentam igual numero de individuos. Este teste, embora conveniente, é pouco sensivel

a desvios de distribuicdo normalio.
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Teste de Cochran

Este teste, desenvolvido por William Gemmell Cochranis € uma andlise de duas vias de blocos
aleatorios em que o resultado da comparacdo s6 pode ter dois resultados. O teste de Cochran,
também conhecido como Teste Q de Cochran, é um teste de estatistica ndo paramétrica.

A EMEAs considera que este é o melhor teste, ja que € mais simples que o teste de Bartlett. Por
outro lado, € menos sensivel a desvios de normalidade que este Gltimo e, também, pode ser
utilizado para analisar grupos de dados de diferentes tamanhos.

O teste admite que o numero de tratamentos experimentais é maior que dois (k>2) e que as
observacOes estdo organizadas em um determinado numero (b) blocos, como se apresenta a
sequir:

Tratamento 1 | Tratamento 2 Tratamento;
(k) (k) (ki)
Bloco 1 (b1) X11 X12 Xk
Bloco 2 (b2) X21 X22 Xok
Bloco 3 (bs) X1 X32 Xak
Bloco 4 (ba)
Blocoi (bi) Xb1 Xb2 Xbk

O teste de Cochran parte da hipotese nula (Ho) que afirma que os tratamentos séo iguais, e a
hipotese alternativa (Hz) afirma que existe diferenca entre os tratamentos.

A estatistica do teste de Cochran é:

T=k(k—-1) Jg (X.J- - %)Q/iX (k — Xia)

=1

onde

k € 0 numero de tratamentos

X.j é o valor total das colunas ao '™ tratamento
b é 0 nimero de blocos

Xi. € 0 valor total das células ao j*™ bloco

N € o valor do total das amostras
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O nivel de significancia da regido critica esta dado por:
T>Xi 0kt

onde Xi-4, k12 € 0 quantil (1-a) da distribuicdo de qui-quadrado com um grau de liberdade de k-1.
A hipotese nula é rejeitada se o valor da estatistica cai dentro da regido critica.

Teste de Shapiro-Wilk

Este teste foi publicado em 1965 por Samuel Shapiro e Martin Wilkas, e é utilizado para verificar
a hipotese nula (Ho) de que uma amostra X,...... ,Xn provém de uma populagédo com distribuicéo
normal.

O teste parte da hipotese nula (Ho) que afirma que os dados experimentais provém de uma
populacdo com distribuicdo normal, e a hipGtese alternativa (Hi) afirma que os dados
experimentais provém de uma populacdo com distribuicdo ndo normal. A estatistica do teste é a
seguinte:

(zf—l f‘lx-’lf{-x)) ]

iz — T)?

W —

onde:

Xy € a i*'™ ordem estatistica, ex: 0 menor valor na amostra.
X € amedia da amostra.

As constantes a; estdo dadas pela seguinte equagéo:

B m'V !
(ﬂl. - ,-a‘n) - (FHTL’—lL"_l?TI}HE
onde
m = (”11.- RRE m“)T

my,....,mn S80 valores esperados da ordem estatistica de variaveis independentes e com idéntica
distribuicdo aleatoria, provenientes de popula¢fes com distribuicdo normal e V € a matriz de
covariancia dessas ordens estatisticas.

A hipotese nula é rejeitada quando o valor da estatistica (W) é menor que o erro alfa selecionado
(0,05). Caso a estatistica (W) seja maior que o nivel alfa selecionado, entdo, ndo se pode rejeitar a
hipotese nula e se admite que os dados experimentais provém de uma popula¢do com distribuicdo
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Célculo do limite superior do intervalo de tolerancia

Embora a FDA® 7 proponha estimar o limite superior do intervalo de tolerancia a 99% com um
intervalo de confianca a 95%, existe uma objecdo a esse critério que € a excessiva extrapolacéo
dos valores do intervalo de tolerdncia j& que, muitas vezes, este intercepta o valor do LMR em um
tempo posterior aos valores das ultimas concentracdes teciduais detectadas. Esta excessiva
extrapolagdo pode resultar em uma inadequada estimativa do tempo de caréncia. A EMEA®
propde um intervalo de tolerdncia a 95%, minimizando o problema da extrapolacdo e
proporcionando uma estimativa mais realista do tempo de caréncia.

Método de distribuicéo de t ndo centralizado (FDA)

O limite superior do intervalo de tolerancia a qualquer tempo se calcula segundo a seguinte
equacéo:

T(y)=a+ht+ k.s{1

=

/.ﬁ\
M|~
—~ 1
|

5-‘?4‘
~
(I

onde:

k = 95™M° percentil de uma distribui¢do de “t” ndo centralizado com um parametro ndo centralizado
“d” e graus de liberdade igual a S2.

z = 95™ percentil de uma distribui¢do padrdo normalizada.

d=

0.05

Para calcular o valor de “k”, consultar D.B. Owen, Handbook of Statistical Tables, Addison-
Wesley, Reading, Massachusetts (1962)11. Utilizando o valor de “d” e a tabela de fatores para o
célculo dos valores criticos da distribuigdo de “t” ndo centralizado com um percentil de 95%
(0,95) e “n” graus de liberdade.

O limite superior do intervalo de tolerancia se calcula como o antilogaritmo do valor calculado.
Conferir que o valor estimado ndo exceda o valor do LMR. Se isso acontecer, deve-se aumentar o
valor de t e repetir o procedimento de célculo até que o valor calculado seja inferior ao LMR.

Nesse caso, o valor de t se corresponde com o tempo de caréncia.
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Método de Stange (EMEA)

O célculo do limite superior do intervalo de tolerancia a 95% com um intervalo de confianca a
95% pode ser realizado também com o procedimento reportado por de Stange!*, como se descreve
a sequir:

Ty = a + bt +kt Syx

onde:

Ty = limite superior do intervalo de tolerancia a um tempo de amostragem determinado
a = ponto onde a reta cruza o eixo da ordenada

b = pendente da reta

t =tempo.

k: = f\en—4 [A/iZn 4FU1,+U1 ]

(2n 4)" U,

2 l (X X)Z
W= U, * (on—ay—y?.]
, 1
=Y x-=(Zxif
n
Os respectivos valores estatisticos da distribuicdo normal padronizada sao:

- Para 1-o = u1-« = 1.6449
- Para 1-y = u1,= 1.6449

Sy, x = erro residual, ()* = (2n-5) segundo Graf et al.-.

A correcgéo proposta por Graafg, utilizando o termo (2n-5) no lugar de (2n-4), resulta em um limite
do intervalo de tolerancia levemente maior. Segundo Stange, a equacdo é valida para um valor de
n~ 10, enquanto Graf aumenta a validez do célculo a um valor de n = 20.
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