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2 Introducao

O Action Stat € um sistema estatistico desenvolvido pela Estatcamp, uma empresa que atua desde 1997 nos setores
de consultoria, desenvolvimento e treinamento. O inicio de seu desenvolvimento foi em 2005 por uma equipe de
doutores em computacdo e estatistica. O Action Stat utiliza o R, a principal linguagem de programacio estatistica de
uso mundial. Através de um sistema proprio, conecta-se o0 R com o sistema Web para que vocé tenha flexibilidade,
agilidade e confianca nas suas aplicagdes estatisticas utilizando uma interface facil e amigavel.

3 Objetivos

Este protocolo tem por objetivo demonstrar as funcionalidades Action Web Pharma referente ao Doseamento
Bioldgico. Neste protocolo contemplam os tépicos:

* Andlise descritiva

¢ Modelo de retas paralelas: ensaios d x d
* Interpolagdo: ensaios d x 1

* Modelo de slope-ratio

* Medida descritiva da qualidade de ajuste
e Andlise de residuos

Em cada tdpico descreve-se as técnicas estatisticas utilizadas e exibe-se uma aplicacdo demonstrando as contas
calculadas de forma manual e os resultados do Action Web confirmando os resultados.
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4 Historico de Revisoes
Nesta se¢do apresenta-se o histdrico das revisdes do protocolo de doseamento biolégico.
Tabela 1: Histérico de Revisodes
Tépico Alteracao Versao
Doseamento Bioldgico Criacdo do protocolo de Doseamento Bioldgico 1
Validade do ensaio Atualizar os critérios de aceitagdo para modelo de retas paralelas - paralelismo 2
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5 Analise descritiva

Nesta se¢do apresentam-se as técnicas voltadas a andlise descritiva dos dados.

5.1 Média amostral

A média aritmética ou simplesmente média é uma medida de posicdo. Medidas de posi¢do orientam onde os
valores de interesse estdo concentrados. Tem-se que a média = € dada por:

Z?:l Ti

n

T =

5.2 Desvio padrao amostral

O desvio padrdo € definido como a raiz da soma ao quadrado dos desvios dos elementos em relacio a sua média =
dividido por (n — 1). Ou seja, o desvio padrio amostral é dado por:

5.3 Coeficiente de variacao

O coeficiente de varia¢do é definido como a razdo entre o desvio padrio, sd, e a média amostral, Z. Tem-se que o
coeficiente de variacdo é dado por:

d
v =22 % 100%

T

5.4 Amplitude

A amplitude é definida como sendo a diferenca entre o maior e o menor valor do conjunto de dados. Denota-se a
amplitude por R. Portanto, considere o conjunto de dados ordenado:

Xy <X <X < < Xy < X
A amplitude R dos dados é dada por:

R=X@) — X

6 Modelo de retas paralelas - paralelismo
Nesta sec¢do apresentam-se os modelos de retas paralelas (paralelismo). Inicialmente apresenta-se o delineamento

de retas paralelas para a validade de ensaios d x d e, também, ensaios d X 1, em que d denota a quantidade de
concentragdes utilizadas no ensaio.
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6.1 Retas paralelas d x d

No modelo de paralelismo, os exemplos de delineamentos d x d mais frequentes sdo 2 x 2, 3x 3 e 4 x 4. Previamente
a apresentac¢do da modelagem estatistica voltada a validade do ensaio.
Conforme a Farmacopeia Brasileira [2], as hip6teses avaliadas na validacdo do ensaio sio:

* Regressao:
Hj : Coeficiente angular igual a zero
{ H, : Coeficiente angular diferente de zero
* Paralelismo:
Hy : As retas possuem coeficientes angulares iguais
{ H, : As retas possuem coeficientes angulares distintos

¢ Quadrado:

Hj : Coeficiente referente ao polindmio de segundo grau € igual a zero
H, : Coeficiente referente ao polindmio de segundo grau € diferente de zero

Conforme a Farmacopeia Europeia [3], as hipdteses avaliadas na validacdo do ensaio sdo:
* Regressao:

Hj : Coeficiente angular igual a zero

H; : Coeficiente angular diferente de zero

¢ Paralelismo:
{ Hy : As retas possuem coeficientes angulares iguais

H; : As retas possuem coeficientes angulares distintos
¢ Desvio da linearidade (falta de ajuste):

Hjy : O modelo ndo apresenta desvio da linearidade (Falta de ajuste)
H, : O modelo apresenta desvio da linearidade (Falta de ajuste)

Em ensaios 2 x 2 ndo se avalia a hipdtese referente ao parametro Quadrado ou Desvio da linaeridade (falta de
ajuste). Segundo a Farmacopeia Brasileira [2], usualmente adotam-se os niveis de significancia de 1% (o = 0,01) e
5%, (o = 0,05) para ensaios biolégicos.

6.1.1 Modelo para validade do ensaio

Com objetivo de avaliar a significancia dos pardmetros descritos anteriormente, isto €, Placa, Regressao, Preparagao,
Paralelismo, Quadrado e Diferenca de quadrado, utiliza-se o teste F parcial. Inicialmente, considera-se o modelo de
regressao linear escrito na forma matricial:

Y = Xf4e (1)

em que
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Yl 1 X 11 - .- X 16 go €1
Y2 1 X21 o X 26 ! €2
Y=| . |; X= . =[Xo X1 ... X¢|; B= P2 e €=
Y;L 1 an N Xn6 /6;6 En

Sejam Xy, X1, Xo, ..., Xs vetores referentes a cada coluna da matriz X. Desta forma, pode-se reescrever o
modelo matricial de forma particionada:

Y = XoBo + X181 + Xofo + X383 + XyuBs + X585 + XeB6 + €

A soma de quadrados total (SQT') para o modelo matricial (1), é calculada da seguinte forma:

2

n _ 1 1
SQT =) (Y, -Y) =YY --Y'Jy=Y" (1 — J) Y,
n n

i=1

em que
11 ...1
11 ...1
J:
11 ...1
nxn

J4 a soma de quadrados dos residuos € dada por:

SQE

Yed=ele=(Y-Y)' (Y -Y)=(Y - XB) (Y - XB)

i=1
= Y'Y Y XB-B XY+ XTXB=Y"TY 28" XY +3TX XA
Desde que XTXB = X 7Y, segue que
SQE = Y'Y -2 XY +B8' X'Y=YTY-B3'XY
Y'Y - Y XXTX) "' XTy=Y"I-XX"X)"'Xx"y.
Portanto, N
SQE=Y'"Y -3'X'Y=YT(I-X(X"X)"'X")YYy=YT(I - HY.
A matriz I é a matriz identidade com dimensdo n x n e a matriz H = X[X " X]|~!X T é chamada matriz chapéu

que transforma o vetor de respostas Y no vetor de valores ajustados Y.
Desta forma, obtém-se que a soma de quadrados da regressdo é dada por

SQR&JFSQE(YTYIYTJY)(YTYBTXTY)BTXTY1YTJK
n n

e o quadrado médio do erro (QM E) é calculado por

SQE  SQE
n—-5-1 n-6
Utilizando essas defini¢des, pode-se definir os testes para comparagao das curvas.

QME =

pg9/69
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Teste parcial de F  No teste de significancia de cada fator, as hipéteses de interesse sdo:

Hy: ;=0
{H1Iﬁi#0,i:1,...6 3)

Denomina-se por modelo reduzido o modelo supondo que Hy é verdadeiro. Utilizando a nota¢do matricial parti-
cionada tem-se que o modelo reduzido é

k
Y:XOBO+ Z Xjﬁja 27]:1776
{i\i}=1
Entdo, se o interesse é para testar Hy : 1 = 0, a matriz X para o modelo reduzido, denominada por Xy e o vetor
de parametros i sdo dados por

1 Xip ... Xis Bo
1 Xop ... Xos B2
XR:[XO X2 X6]: . (& BR: .
1 X2 ... Xye Be

Assim, pode-se calcular o SQ R do modelo reduzido por

1
SQR(BRr) = Br XY — EYTJY

Entdo, a soma de quadrados da regressdo de /3 dado que SR jé estd no modelo é calculado da seguinte forma:

1 1
SQR(B|Br) = SQR(B) = SQR(Br) = BT XY = ~YTJY = (BpXRY = ~VTJY) = BTXTY = fp Xp¥
com (7—(7—1)) = 1 grau de liberdade. A soma de quadrados da regressdo parcial representa a quantidade adicional

que se teria na soma de quadrados da regressdo ao adicionar-se uma covariavel no modelo reduzido.
Entao, a estatistica sob H € dada por:

Fy = SQR(BIBr)QME™" ~ Fy (,_17)

e o p-valor:

p-valor = P [Fy > Fy (h_7)]

Portanto, se Fy > F, 1 (n—7) Ou p — valor < a rejeita-se a hipStese nula.

A seguir se apresenta a Tabela ANOVA para os ensaios d x d conforme Farmacopeia Brasileira:
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Fonte SQ GL QM Estatistica
Preparagdes SQprep
Regressdo SQreg 1 QMreg = % %
Paralelismo SQpar 1 QMpar = % Sfé)g
Quadritico SQqua 1 QMgua = % Sgc;‘)zz“a

Diferenca de Quadraticos  SQdqua

Residuos SQFE
Total SQT n—1

Tabela 2: Tabela da ANOVA - Ensaios d x d de Paralelismo (Farmacopeia Brasileira).

Consideram-se os ensaios estatisticamente validos conforme Farmacopeia Brasileira se os testes apresentarem os
seguintes resultados:

* Regressao significativa: p-valor do teste menor do que o nivel de significancia, p — valor < «;
* Quadrado nao significativo: p-valor do teste maior do que o nivel de significincia, p — valor > «;

 Paralelismo nao significativo: p-valor do teste maior do que o nivel de significincia, p — valor > a.

A seguir se apresenta a Tabela ANOVA para os ensaios d x d conforme Farmacopeia Europeia:

Fonte SQ GL QM Estatistica
Preparacdes SQprep
Regressio SQreg 1 QMreqg = % SSQQTEg
Paralelismo SQpar 1 QMpar = SQ# Ss%}?
Desvio da linearidade  SQE — SQE(puro) m—2 S@F = SQE(puro)  SQE — SQF(puro)
m—2 s2(m — 2)
Erro Puro SQE(puro)
Residuo SQFE

Tabela 3: Tabela da ANOVA - Ensaios d x d de Paralelismo (Farmacopeia Europeia).

Consideram-se os ensaios estatisticamente validos conforme Farmacopeia Europeia se os testes apresentarem os
seguintes resultados:

* Regressao significativa: p-valor do teste menor do que o nivel de significancia, p — valor < a;
 Paralelismo nao significativo: p-valor do teste maior do que o nivel de significincia, p — valor > «;
* Desvio da linearidade nao significativo: p-valor do teste maior do que o nivel de significancia, p —valor > o.

Conforme as Farmacopeias Brasileira [2] e Europeia [3], para os ensaios que incluiram Placas terdo uma fonte de
variacdo segregada na Tabela de Anova, 2 e 3, entretanto a significancia ndo afeta a validade do ensaio.
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6.1.2 Modelo para estimativa da poténcia relativa

Nos modelos de regressdo, as varidveis independentes podem ser qualitativas ou quantitativas. Algumas varidveis
qualitativas indicam presenca ou auséncia (dicotdomicas) de eventos de interesse. Este tipo de varidvel é denominada
variavel dummy. Neste modelo pode-se também codificar como 0 e 1. Assim, a varidvel codificada pode ser modelado
na forma:

-} 0, padrio
Preparacdo = { 1. teste
Assim, apresenta-se o seguinte modelo de regressao:
Yi=PBo+ 61 X+ B2 Xiot+ei, i=1,...,n “)

em que
* Y; : é a varidvel resposta, que se relaciona com p = 2 varidveis explicativas;
* B : é o intercepto do modelo;

* (1 : éo coeficiente de regressdo correspondente a varidvel explicativa. Nesse caso aplica-se o logaritmo na dose,
em que as possiveis transformagdes sdo log;,(dose) e In(dose);

* X1 : é avaridvel explicativa log;,(dose) ou In(dose);

* (5 : é o coeficiente de regressdo correspondente a variavel explicativa Preparagio;
e X, : € a varidvel dummy, referente a Preparacgao;

* g; : representa o erro experimental.

Vale ressaltar que no modelo de retas paralelas, como descrito acima, aplica-se o logaritmo na dose, isto &,
log;o(dose) ou In(dose).
Para entender os testes de comparacdo de curvas descrito a seguir, observe que:

ElY;| Xi1; Xio=1] = (Bo+ B2) + /1 Xa )
E[Y;| Xi1; Xi2 = 0] Bo + B1 X1 (6)

a) para X;» = (0 tem-se que

Yi=fo+f Xa+e i=1,...,n

b) para X;» =1

Yi=(Bo+P2) +/ Xan+ei i=1,....,n

Entao, das equagdes (5) e (6) tem-se que a diferenca entre as curvas € dada por:

E[Y;| Xi1; Xio = 1] —E[Y;| Xi1; Xs2 =01 = (Bo+ L2+ 51 Xi1) — (Bo+ 51 Xi)
B2 @)
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A diferenca entre as retas esperadas (com e sem efeito matriz respectivamente, isto €, preparacdo do padrao e teste)
é representada pela equacdo (7). Com objetivo de testar a igualdade do intercepto, avalia-se as hipdteses do coeficiente
B2 (Hp : B2 = 0). No paralelismo avalia-se o coeficiente 81 (Hy : 1 = 0). Se os dois coeficientes forem nulos,
tem-se o teste de coincidéncia (teste de igualdade das curvas com e sem efeito matriz).

Modelagem matricial Com objetivo de avaliar o Paralelismo se utiliza o teste F parcial. Inicialmente, considera-se
o modelo de regressao linear escrito na forma matricial:

Y = X3 +¢ ®)
em que
Yy 1 X1 Xoo €1
Y 1 X1 Xoo Po €2
Y=| . |; X= : =[ X0 X1 Xy |; B=| 5 e e=| .
: : Bs :
Yn 1 an Xn2 En

Sejam X, X, X2 vetores referentes a cada coluna da matriz X. Desta forma, pode-se reescrever o modelo
matricial de forma particionada:

Y = Xofo + X161 + Xoff2 + ¢ )
O método de minimos quadrados tem como objetivo encontrar o vetor B que minimiza
L=) el=ce=(Y-XB)(Y-Xp)=
i=1
=YY -Y'XB-BXY+XXB=Y'Y -28X'Y + X' XS,

sendo que Y’ X 3 = 8/ X'Y, pois o produto resulta em um escalar. A notagdo X' representa o transposto da matriz X
enquanto que Y’ e 3’ representam os transpostos dos vetores Y e 3, respectivamente. Usando a técnica de derivagio
(em termos matriciais) obtém-se:

oL
9L oxry yox'xs.
93 + b

Igualando a zero e substituindo o vetor ( pelo vetor 3, tem-se:
(X'X)B=X'Y.

Em geral, a matriz (X’ X) é ndo singular, ou seja, tem determinante diferente de zero e, portanto € invertivel. Desta
forma, conclui-se que os estimadores para os pardmetros 3;, j =0,...,p sdo dados pelo vetor

B=(X'X)"'X"Y.

Portanto, o modelo de regressao linear ajustado e o vetor de residuos sdo respectivamente

Y=XB e e=Y-Y.
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2

Ao substituir os estimadores de minimos quadrados, obtém-se que Y = HY no qual H = X(X'X)"'1X'éa
matriz chapéu ou matriz de projec@o do vetor de respostas Y no vetor de valores ajustadas Y.
A soma de quadrados total (SQT') para o modelo matricial (8), é calculada da seguinte forma:

SQT =) (Y;i-Y)??=Y'Y - %YTJY =Y (I — iJ) Y,
i=1

em que
11 ...1
11 ...1
J:
11 ...1

nxn

Ja a soma de quadrados dos residuos é dada por:

SQE = Y ed=cle=(Y -Y) (Y -Y)=(Y - XB)"(Y - XP)
=1
= Y'Y Y XB-B' X Y+B X" XB=Y"Y-28"XTY+3TX"X5.
Desde que XTXE =Xy, segue que

YTY 28X Y+3 X Y=YY-3 XY
YY Y XX"X)"'XTy=y"I-X(X"X)"'x"yY.

SQE

Portanto, N
SQE=Y'Y - BTX'Y =Y (I -X(X"X)"'X")YYy=Y"(I-H)Y.

A matriz I é a matriz identidade com dimensdo n x n e a matriz H = X[X " X]7!X T é chamada matriz chapéu
que transforma o vetor de respostas Y no vetor de valores ajustados Y.
Desta forma, obtém-se que a soma de quadrados da regressdo é dada por

SQR = SQT — SQE = (YTY - 1YTJY) — YTy -3 XTV)=3TXTY - A
n n

e o quadrado médio do erro (QM E) é calculado por

QME = SQE = LSQE
n—3

n—2-—1

Utilizando essas defini¢des, pode-se definir os testes para comparagio das curvas.

6.1.3 Determinacio da poténcia relativa

Os ensaios de linha paralela sao aqueles em que a resposta estd linearmente relacionada ao logaritmo da dose, da
definicdo de “poténcia relativa” p, as duas doses sio relacionadas por:

ds = pdt (10)

em que
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* ds é a dose padrio;
e d; é a dose teste;
* pé a poténcia relativa.

O modelo é dado por:

E[Ys|Xs =logyo(ds)] = Bo+ pras (padrdo)
E[Y;|X; = logyo(di)] = E[Y;| Xy = logyg(pdi)] = Bo + B1logyg pre  (teste) (11)

O objetivo principal de uma andlise estatistica é estimar a “poténcia relativa” p de um estimulo (uma estima-
tiva pontual), bem como limites de confianga (intervalo de confianca de 100(1 — «)%), Para isto, estima-se log; p,
subtraindo os interceptos e dividindo pela inclinagdo comum da equagdo 11,

Do modelo descrito em 21 pode-se reescrever:

Y=00+p X+ B Xiote;, i=1,...,n (12)
em que:
* Y; : é a varidvel resposta, que se relaciona com p = 2 varidveis explicativas;
¢ By : € o intercepto do modelo;

e (31 : é o coeficiente de regressdo correspondente a varidvel explicativa. Nesse caso aplica-se o logaritmo na dose,
em que as possiveis transformagdes sdo log;,(dose) e In(dose);

* X1 : é avaridvel explicativa log;,(dose) ou In(dose);

* 5 : € o coeficiente de regressdo correspondente a varidvel explicativa Preparag@o;
e X, : € a varidvel dummy, referente a Preparacgao;

* g; : representa o erro experimental.

Desta forma, obtém-se a poténcia relativa:

M = logaritmo(p) = = (13)

6.1.4 Incerteza pelo método de Fieller

Na pratica tem-se interesse em predizer o valor de X, dado uma observagdo em Y. Com isso obtém-se:

~ Yo —bBo
To = —= —
B
que é uma razdo de duas varidveis aleatérias com distribuicdo normal, ou seja, ijo — o tem distribui¢do normal com
2,2 2
o

1 A =~ o e A . O .
média 31z e varidncia e 1 tem distribuicdo normal com média 3; e varidncia 5 Ao padronizar estas duas

xrx rT
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varidveis aleatérias, obtém-se duas varidveis aleatdrias normais padrio, isto é, W,V ~ N(0,1). Logo a razdo destas
duas varidveis aleatdrias terd uma distribuicao de Cauchy, que ndo possui média e varidncia, o que impossibilitaria
calcular a incerteza devido a curva de calibragdo. Porém, € possivel utilizar um resultado que possibilite calcular a
incerteza devido a curva de calibragdo, que € o teorema de Fieller.

O teorema de Fieller € um resultado geral para intervalos de confianca da razdo de duas varidveis aleatdrias nor-
malmente distribuidas.

. » L. Bo o S 5 . ~
Seja a variavel aleatéria p = —, em que Sy e 51 sdo estimados por [y e 51 e estes estimadores sdo normalmente

fr

distribuidos com médias (B, (5 e varifincias Var(fy), Var(3; ) respectivamente.Considerar ¢ = Bo — pgl.
Com isso, como 5y e (7 sdo estimadores ndo viciados de 3y e 31, tem-se que:

E(Y)=Bo—pb1 e

Var(y)) = Var(Bo) + Var(pgl) - 2C0v(§0, pgl) (14)

Suponha que 9 seja normalmente distribuido e

BO - Pgl
Var(¢)

tem distribui¢do normal padrao. Agora, observe a seguinte desigualdade,

1Bo — pB1| < Zay2r/Var(ih)

Elevando ao quadrado em ambos os lados e igualando a zero.

B3+ p2B2 — 2pBoB — 22y Var (1) = 0
Substituindo Var(t)) por (14), com isso obtém-se
B2 + p2B% — 2pBoBr — 23/2 (Var(go) + Var(By) — 2pCOV(B\0,Bl)> =0

Para facilitar a notagéo, substitui-se Var(ﬁo) = thar(El) = 1)27Cov(§07 31) = V12 € 242 = w. Com isso, tém-se
que

B8+ (pB1)? — 2pBo 1 — wv1 — pPw s + 2pw vie = 0

(312 —w?ve)p® — (23031 — 2w?v12)p + (33 —w?v) =0

Assim esta expressdo é uma equagio do segundo grau do tipo ap? + bp + ¢ = 0 (Bhaskara). Logo resolve-se esta
equacdo da seguinte forma:

A= 4(23031 — 2’[1.)2’012)2 — 4(3% — wz’l)g)(gg — 'U}21)1)

= 4w (w?viy — wvivg + Bive + Biv1 — 2B0B1v12)

Portanto, a solucéo para p é dada por
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~ 3031 — w?v1y w
b= . \/w%%z — w2v1vg + Bive + Biv1 — 26061012

Bf — w2vy B% — w2vy

Voltando as notacdes originais e chega-se a seguinte expressao:

p=m* ’72\/(2a/2COV(Eoy Bl))Q - Zi/zvar(BO)Var(Bl) + 5§Vaf(31) + B82Var(Bo) — 28061 Cov(Bo, B1)

em que

_ 3031 - Zi/QCOV(EmBl) _ Za/2

B zi/QVar(ﬁl) " B2 — zi/QVar(Bl)

As duas raizes da equacdo do segundo grau, $30 08 limites de confianga 100(1-a)% para p, que € o método de Fieller.
Agora calcula-se a varidncia para o = Yo - bo . Para isto, adapta-se o resultado obtido para p. Entdo basta trocar Bo
por g — EO. Mas para isto realiza-se alguns 1célculos:

§a!

Var (o — 30) = Var(yo) + Var(ﬁo) — 2Cov(Yo, Bo) (15)

Porém, tem-se:

~

Cov(To, Bo) = E(GoBo) — E(To)E(Bo) (16)

Calcula-se agora

E(ofo) = E(32 + BoBrzo) = E(BZ) + E(BoB1)zo = Var(Bo) + E2(Bo) + E(BoBr )0

Voltando em (16) e obtém-se

Cov(To, Bo) = Var(Bo) +E2(Bo) + E(BoB1)zo — E(Bo) — E(Bo)E(B1)xo =
= Var(go) + COV(B(), Bl)xo

Agora, voltando em (15) e obtém-se

Var(yo — BO) = Var(yo) + Var(/§0) — 2Var(§0) — 2C0V(§0, El)azo =
Var(g’jo) — Var(ﬁo) — 2COV(B(), 51)330

Vale lembrar que

Cov(To — Bo, B1) = Cov(To, B1) — Cov(Bo, B1) = Cov(Bo + Brao, Br) — Cov(Bo, Br) =
= Cov(ﬁo, 31) + Cov(ﬁl, 31)560 — COV(B\(), 31) = Var(Bl)xo
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Logo, tem-se que

w(To) = m L7 <<za/2Var(§1)xO)2 - zi/QVar(go)Var(El) + zi/ZVar(go)Var(@)-i-

_|_

2,22/2Cov(§07 Bl)Var(Bl)xo + B\gVar(gl) + EfVar@o) — B\fVar(B\o)
~ ~ U ~ 1/2
= 2B{Cov(Bo, B1)z0 — 25051Var(51)x0>
Substituindo a equagdo anterior pelos valores:

QME
S.’,CCC

e com algumas manipulacgdes algébricas obtém-se que

=2

T TQME

Sx;c

Var(gl) =

. Var(By) = QME (;Jr ) e Cov(By,B1) = —

T

2

. _BoBi+Tg | Za ME
V(@) = AL TTI ,  Fep2 )\/zg% TZo + QME

Bt -9) (Bi-g Sm
22 /2 QME R R
emqueg=— o —. Quando g é zero para V() , tem-se os limites para p(Zp). Com isso tem-se que
V(Zo) = p+ = “/2 QME
SJ).’C

Agora, observe que

z U2 B, z U
- (if,/QMEy—Ogﬁg 22, [QME L
32 Sz~ By 32 S

Multiplicando por -1 a inequagao e somando @, obtém-se que
1

- ~9

@—Zi/Q\/QMEyO <O BT o QME L

B B3 Sex ~ B B B 5% Sz
f—'z‘)‘/ﬂ/le[IayO < %o <
b1

Portanto, a incerteza padronizada dev1do acurva de cahbragao é dada por:

Logo, tem-se que

Jo+ 5 |QME
b1 B Suafi

u(Zo) =
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6.1.5 Fator de correcao

Para a obtencdo da poténcia se define, conforme a Famacopeia Europeia [3]
 Poténcia atribuida: poténcia da preparagio do padrio;

* Poténcia assumida: poténcia atribuida provisoriamente de uma preparagdo a ser examinada (no caso da amos-
tra), que constitui a base do calculo das doses que sdo equipotentes e das doses a serem utilizadas na preparagao
do padrao.

O fator de correcdo deve ser aplicado se as solugdes estoques ndo sdo exatamente equipotentes com base nas
poténcias atribuidas (para o padrdo) e assumidas (para a amostra). O fator de correcio € dado por:

fc . POtat X SOlestp
Potgs X Solest,’

em que:
e Pot,; : poténcia atribuida para a preparacdo do padrao;
* Pot,s : poténcia assumida para a preparacdo da amostra;
* Solest, : solugdo estoque da preparagdo do padrao;
e Solest, : solugdo estoque da preparagdo do amostra.

Caso seja considerada mais de uma solucdo estoque, o fator de corre¢dio deve incluir estas em seu calculo.

Logo, a poténcia é dada por:

antilog(M)
100

em que antilog(M) é o antilog da poténcia relativa M obtida e Pot refere-se a poténcia.

Pot = XfCXPOtasv

7 Modelo de interpolacao d x 1

Nesta sec@o apresentam-se as técnicas estatisticas voltadas a analise de ensaios com o delineamento d x 1. O
modelo é andlogo ao de regressdo linear, conforme descrito na se¢do 6.1.1, desta forma o modelo de validade é
analogo ao descrito na sec¢do 6.1.1. Vale ressaltar que a hipdtese referente ao parametro Placa é opcional.

7.1 Analise da falta de ajuste

O modelo linear simples é:

2,...
Yy =Bo+Biai+e { o (17

em que,
* Y;;: representa a j —ésima observagao para o 9—ésimo valor da varidvel;

* (y: onde a reta intercepta o eixo y;
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e [(31: representa a inclinac@o da reta de regresséo;

e x;: representa o —ésimo valor da varidvel explicativa;

* &;;: representa o erro aleatorio associado a i—ésimo e j—ésima observagao;
* n,; representa o nimero de observagdes para o ¢—ésimo valor de z.

Supondo que se tem m diferentes valores da varidvel explicativa (21, x2, ..., Zmn) € que se tem n; réplicas da
varidvel resposta para cada valor da varidvel explicativa, ou seja,

1 = Y1 Y2 Yiz ... Y,

T9 = Yo Yoy Yoz ... Yq,,

T3 — Y31 Y32 Y33 Y1n3
Ty — Y;nl Ym2 YmB Ymnm

Decompde-se a soma de quadrados do erro em dois componentes.
Para se entender a decomposicdo, toma-se,

Yy — ¥ = (¥ — ¥o) + (Vi — V).

A primeira parte reflete a variabilidade entre as observagdes da varidvel resposta para o mesmo z;, enquanto que a
segunda parte reflete os desvios das médias das observacdes (em cada x;) para o modelo.
Assim, associa-se a primeira parte ao erro puro (PFE) e a segunda parte a falta de ajuste do modelo (lof).

SQE = Zi(ﬁj—ﬁ)Q

i=1j=1

) TS TR S
=1 j=1

= D> D (Vi —Y) = (Vi =Y;))?
i=1j=1

D) D TES AT S W S AT AR AR S St A A
i=1 j=1 i=1j=1 i=1 j=1

= ZZ(YU ~Yi)*+ Zm(f’z —~Y;)?, pois 2 ZZ(Yij -Y)( V; — Y;) =0
=1 j=1 i=1 i=1j=1

= SQpr+ SQror-

Assim,
SQpe = ZZO/” ~Y:)? e SQuor =Y ni(Y;—Y;)%
i=1 j=1 i=1

O quadrado médio devido ao Falta de Ajuste € dado por
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Logo o teste para a falta de ajuste é dada por
(SQror)
o @Mior _ m=3) ~ F
0 — QMPE - (SQPE) (m—2;n—m)
Tem-se que
an[E(Yz) — Bo — B wi]?
EQMpor] = o + =2 (18)

m— 2

Se a regressdo linear for perfeita obtém-se que E(Y;) = By + 51 x; e o segundo termo da equagdo (18) € zero.

Neste caso,

E[QMpoF] = o

Se 0 modelo linear ndo for adequado, obtém-se que E(Y;) # o + 51 x;. Neste caso,

E[QMpor|>0?
Seja,

E(Y;) # Po + 1 x; modelo linear inadequado

Se Hy € verdadeiro, obtém-se que Fy ~ Fi;;,_2.n—m)- Com isso, rejeita-se Ho se Fo>F(q m—2;n—m)- O P-valor é

dado por

P-valor = P[F(77L—2;n—'rrn)>FO]~

Fonte SQ GL oM Estatistica
« QMR
Regressio SQR 1 s S%];/l( ) QiQME
. E — FE(puro Mror
Falta de Ajuste SQFE — SQE(puro) m —2 — QM Evu
Erro Puro SQE(puro) n—m SQE(puro)
n—m
Residuo SQFE n—2 %
Total SQT n—1
Tabela 4: Tabela da ANOVA.
7.2 Calculo da poténcia relativa
O calculo da poténcia para ensaios d x 1 € dado por:
- : . NI
Poténcia Relativa = AntilogM = Antilog— Z(yai — Up;) (19)

14=1
em que
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* Antilog M : poténcia relativa;
* Yq, : t—ésima medic¢do da amostra;
* yp, : i—Esima medigdo do padrio;

~

» [ : estimativa do coeficiente angular.

8 Modelo slope-ratio

Nesta secdo apresentam-se as técnicas estatisticas voltadas ao modelo de slope-ratio (razdo entre os coeficientes
angulares). Segundo a Farmacopeia Europeia [3] tem-se que os experimentos que utilizam a modelagem via slope-

ratio podem ser:

* d x d+ 1 : nesse tipo de ensaio tem-se d concentragdes e se considera o branco, denotado por 1 no ensaio;

* d x d : nesse tipo de ensaios tem-se d concentracdes, sem considerar o branco.

Para os ensaios que seguem esse formato, tém-se algumas restricdes (para mais detalhes [3]), as quais séo:

* As preparagdes do padrdo e da amostra deve ser avaliadas com o mesmo nidmero de diluicdes e as diluicdes

devem ser equidistantes;

* O branco € definido como o grupo experimental que ndo recebe nenhum tratamento;

* O numero de unidades experimentais deve ser igual para cada tratamento.
A seguir apresentam-se as hip6teses a serem avaliadas na validacio do ensaio.

¢ Branco:

{ Hy : A variagdo do branco nao € significativa

H; : A variagdo no branco € significativa

* Regressao:
Hy : Coeficiente angular igual a zero
H; : Coeficiente angular diferente de zero

Igualdade de intercepto:

{ Hy : A preparagdo do padrdo e da amostra tém o mesmo intercepto

H, : A preparagdo do padrdo e da amostra tém interceptos distintos

* Desvio da linearidade (falta de ajuste):

{ Hjy : O modelo ndo apresenta desvio da linearidade (Falta de ajuste)

H, : O modelo apresenta desvio da linearidade (Falta de ajuste)

Em relag@o a hipdtese referente ao branco, tem-se que se a variacio deste € significativa a hipdtese de linearidade
no ponto de zero-dose ndo é valida. Desta forma retira-se tal ponto da andlise estatistica, obtendo assim um ensaio

dxdendomaisd x d + 1.
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8.1 Modelo para validade do ensaio

Com objetivo de avaliar a significancia dos pardmetros descritos anteriormente utiliza-se o teste F parcial, analo-
gamente ao descrito na se¢@o 6.1.1. Inicialmente, considera-se o modelo de regressao linear escrito na forma:

Yi=00+ b Xir+ 52 Xio+ 83 Xis+ei, i=1,....n (20)

em que

* Y; : é a varidvel resposta, que se relaciona com p = 3 varidveis explicativas;

* B : € o intercepto do modelo;

¢ (31 : € o coeficiente de regressdo correspondente a variavel explicativa Dose;

* X, : € avaridvel explicativa correspondente a varidvel explicativa Dose;

¢ (5 : € o coeficiente de regressdo correspondente a varidvel explicativa Preparag@o;

* X, : € a varidvel dummy, referente a Preparacgao;

e (3 : € o coeficiente de regressdo correspondente a interac@o entre as varidveis explicativas Dose e Preparagio;

e X3 : € avaridvel explicativa referente a interacio entre Dose e Preparagio;

* ¢, : representa o erro experimental.

A varidvel explicativa Preparac@o, em ensaios d x d + 1 é denotada por:

—1, branco
Preparagdo = ¢ 0, padrao
1, teste

Nos ensaios em que ndo se considera o branco, a varidvel explicativa Preparagdo, isto €, em ensaios d X d é
denotada por:

0, padrao
Preparagio = ’
parag { 1, teste
A modelagem é andloga ao descrito na se¢do 6.1.2. Assim como o teste referente ao desvio da linearidade (falta
de ajuste) é andlogo ao descrito na sec¢do 7.1.

A seguir se apresenta a Tabela ANOVA para os ensaios d X d + 1, isto €, considerando-se o branco.

Fonte SQ GL QM Estatistica
Branco SQB 1 QMB = % QZ»?}%D
Regressdo SQR p—1 QMR = ﬁ QA(I?EP
Igualdade do intercepto SQI 1 QMI = % Qi? EI P

_ SQE - SQE (puro) SQE — SQE(puro)

Desvio da linearidade =~ SQE — SQE(puro) m—2 QMD

m—2 s2(m — 2)
Erro Puro SQE(puro) n—m QMEP= SQE — SQ?(P‘"O)
Residuos SQFE n—2 "
Total SQT n—1

Tabela 5: Tabela da ANOVA - Ensaios d x d + 1.
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A seguir se apresenta a Tabela ANOVA para os ensaios d X d, isto €, desconsiderando-se o branco.

Fonte SQ GL QM Estatistica
Regressao SQR p—1 QMR = @ %
Igualdade do intercepto SQI 1 QMI = @ %
Desvio da linearidade =~ SQE — SQE(puro) m—2 QMD = SQFE — SQE(puro) SQE — SQE(puro)
m—2 s2(m — 2)
Erro Puro SQE(puro) n—m QMEP= SQE —mSQf(puro)
Residuo SQFE n—2
Total SQT n—1

Tabela 6: Tabela da ANOVA - Ensaios d x d.

8.2 Calculo da poténcia relativa

Tem-se que o modelo utilizado para o cdlculo da poténcia relativa é

m:50+51Xi1+62X1’2+5i7 izl,...,n (21)

em que

* Y; : é a varidvel resposta, que se relaciona com p = 2 varidveis explicativas;

* B : é o intercepto do modelo;

e (31 : € o coeficiente de regressdo correspondente a variavel explicativa, no caso a Dose;

e X;; : é avariavel explicativa Dose;

* (5 : é o coeficiente de regressdo correspondente a interagdo entre as varidveis explicativas Dose e Preparagdo;

* X, : € a varidvel dummy, referente a interacdo entre as varidveis explicativas Dose e Preparacao;

* ¢, : representa o erro experimental.

O célculo da poténcia é dado por:

Bl + Bz
b1

(22)

em que
* p : poténcia relativa;
. 31 : coeficiente de regressdo correspondente a varidvel explicativa Dose;
. B\g : coeficiente de regressdo correspondente a interacao entre Dose e Preparacao.
A determinacgdo do intervalo de confianga para a estimativa da poténcia relativa € dado pelo Método de Fieller,

conforme descrito na se¢do 6.1.4.
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9 Medida descritiva da qualidade de ajuste

Nesta secdo apresentam-se o coeficiente de de associacdo e o coeficiente de correlacdo de Pearson. Esta medidas
medem a qualidade de ajuste do modelo para a estimativa da poténcia relativa.

9.1 Coeficiente de associacao

E uma medida descritiva da qualidade do ajuste obtido, que representa a variabilidade nos dados que é explicada
pelo modelo de regressdo ajustado. O valor do coeficiente de determinagdo depende do nimero de observagdes (n),

tendendo a crescer quando n diminui. Se n = 2 tem-se sempre R? = 1. Para calcular o coeficiente de correlagio, se
utiliza a expressdo dada a seguir

_SQR _ | SQE _ BiSs
Syy Syy Syy

R? (23)

em que:
« Sy =3F v (v2 - aY?);
vy = Zi:l Zj:l ijg T >
k n; =\.
* Soy =21 250 (2i;Yij — nY7T);
o RZ? coeficiente de determinagdo;

* R = v/ R2 é o coeficiente de correlag@o.

Vale ressaltar que as férmulas nfo estdo em notacao matricial.

10 Analise dos residuos
Nesta se¢ao apresentam-se as técnicas estatisticas voltadas a andlise de residuos dos modelos de regressao.

10.1 Residuos

Nesta subsecao apresentam-se os tipos de residuos.

10.1.1 Residuos ordinarios
Considere o vetor de residuos ordindrios denotado por e:

e=Y-Y=Y-XB=Y-HY =(I-H)Y.

A matriz de covariancias dos residuos é,

Covle] = Cov[(I — H)Y] = (I — H)Var(Y)I — H)
=o?(I-H)I-H)Y
=o*(I - H)

no qual H = X (X’'X)~!X’ ¢ a matriz chapéu (hat) e X a matriz do modelo. Para avaliar a presenca de valores
extremos (ou outliers), se escalonar os residuos.
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10.1.2 Residuos padronizados

Os residuos padronizados sdao dados por

- il i=1,2,....,n (24)

K3 K
VOME(1 - hy,)
com 62 = QME e h;; o i-ésimo elemento da diagonal principal da matriz chapéu H.
Os residuos padronizados tém varidncias constantes Var(r;) = 1 o que consequentemente torna muito pratica a
procura por outliers, que sdo observagdes distantes das demais. Em geral, as observagdes com residuo padronizado
fora do intervalo —3 < r; < 3 sdo considerados valores extremos (outliers).

10.1.3 Residuos studentizados

Um dos testes mais utilizados para se detectar outlier € o teste da mudanga na média. Suponha que a i—ésima
resposta é um candidato a outlier. Para todas as outras respostas se assume que E[Y | X = z;] = x; [, mas para o
i—ésima resposta assume-se que a fungio média é dada por E[Y | X = ;] = 25 + d. A resposta esperada para o
caso ¢ ¢ modificada pelo parametro ¢. Assim, pode-se realizar o teste Hy : § = 0 versus H; :  # 0 para verificar se a
i—ésima resposta é um valor extremo (outlier). Assume-se que a varidncia € constante, isto é, Var(Y | X) = o2.

Resposta com valores altos de residuos sdo candidatos a outlier, porém, nem toda observag¢do com residuo alto é
um outlier. Residuos altos devem ocorrer conforme a distribui¢do de probabilidade dos dados (normal). Além disso,
nem todo outlier é ruim, pois o outlier é detectado em funcdo do modelo ajustado, que pode ndo ser adequado aos
dados. Suponha que a observacdo 7 seja suspeita de ser um outlier. Para verificar esta suspeita procede-se da seguinte
forma:

1. Retira-se a observagdo ¢ dos dados, ficando com as n — 1 observagdes restantes;

2. Com os dados reduzidos, estima-se os parAmetros 3y, 31 e o2. Denota-se as estimativas por Biy € o(;) para
evidenciar que retirou-se a observagdo ¢ do conjunto de dados. Neste caso, o estimador para 0(21.) temn—1—-p—1

graus de liberdade, para o modelo com o intercepto. Se denota por p’ o ndmero de linhas da matriz X, obtém-se
que p’ = p + 1 no caso com intercepto. Neste caso, tem-se que 6(21) tem n — p’ — 1 graus de liberdade.

3. Para os dados sem a observagio i, se calcula o valor ajustado Y;(;) = x3(;). Desde que a i-ésima observagdo nio

foi utilizada para estimar os pardmetros ;) conclui-se que Y; e Y(;) sdo independentes. Como consequéncia,
obtém-se que

V(IT[Yi — Yi(i)] =02+ O'2$;(XEZ»)X(Z-))_1.%‘¢,
no qual X ;) € a matriz X sem a linha 7. A vari@ncia € estimada substituindo-se o? por &(Qi) na expressao acima.

4. Sabe-se que E[Y; — Yi(i)] = § que € zero sob H e diferente de zero sob Hj.
Assumindo distribui¢ao normal para os residuos, tem-se que sob Hy : § = 0, a estatistica do teste
o Yi —Yi

t

tem distribui¢do ¢-Student com n — p’ — 1 graus de liberdade. Assim, o residuo studentizado pode ser escrito na
forma:
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n—p —1
i =ri\| ———,
n—p —r;

no qual r; o residuo padronizado.

10.2 Teste de normalidade

Nesta se¢@o se descreve os testes voltados a avaliagdo de normalidade dos residuos.

10.2.1 Teste de Anderson-Darling

O problema € de testar a hipétese de que uma dada amostra tenha sido retirada de uma dada populacido com funcao
de distribuicdo acumulada continua F'. Considere ej, e, ..., en os residuos e suponha que um provdvel candidato
para a FDA ! dos residuos seja F, no qual F é a funcio de distribuicio acumulada da normal. Entio, o teste de
hipéteses para verificar a adequabilidade da distribuicdo é:

Hj : aamostra tem distribui¢do F'(x)
H; : aamostra nio tem distribui¢do F(x)

De forma genérica, considere 1, - - - , x,, uma amostra aleatéria. Anderson e Darling (1952, 1954) propuseram a
seguinte estatistica para este teste

s [ B @)
wen | R

no qual F,, é a funcdo de distribui¢do acumulada empirica definida como

0,sex < T(1)

k
Fo(z) = e SeT(p) ST < T(pyn) (7.3.1)

Iisex > xy)

para z(1) < w(2) < ... < T(p), $30 as estatisticas de ordem da amostra aleatéria. A estatistica A? pode ser escrita
numa forma equivalente:

n

A2 = —p— %Z[(Qz — 1) In(F(z@)) + 2(n —i) + 1) In(l — F(z@;)))]
i=1

A transformagdo F(z(;)) leva x(;) em U(;) de uma amostra de tamanho n com distribui¢do uniforme em (0, 1).
Logo,

1
A2=_n--D
n

em que D é dado por

n

D= Z[(Zi — 1) In(U) + (2(n —4) + 1) In(1 — Uy)]

i=1

Para calcular o valor da estatistica A2 procede-se da seguinte forma:

!Fungio Distribui¢io Acumulada
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¢ Ordena-se os valores da amostra: Ty STz . STy
* Quando necessario, estime os parametros da distribuicdo de interesse;

* Calcule U; = F(x(;)) e calcule o valor da estatistica de Anderson Darling

A=y % D120 = 1)(In(Ugy) + (2(n i) + 1) In(1 = V)

 Para cada uma das distribuicdes calcule, se for o caso, o valor da estatistica modificada de acordo com as tabelas

dadas para cada uma delas.

Para uma distribui¢do com parametros conhecidos tem-se os valores da fun¢do de distribuicdo acumulada da es-
tatistica A2 tabulados em Peter and Lewis (1960). O problema surge quando um ou dois dos pardmetros da distribuicio
precisam ser estimados. Para contornar esse problema Stephens (1974, 1976, 1977) utilizou métodos assintdticos para
tabular os valores dessas probabilidades quando os parametros das distribui¢des sdo desconhecidos.

Para a distribui¢do Normal com fun¢do densidade de probabilidade

fx) = \/2;7@([) (—W) (—o0 < z,< 00).

a seguinte tabela fornece alguns valores de quantis e a estatistica de Anderson Darling modificada, dada por

0,75 2,25
A2 = (1 + + 2) A2.
n n
Caso 1: O parametro 0(u, 02) é totalmente conhecido.
Caso 2: ;1 é conhecido e o2 é estimado por s2.

Caso 3: o2 é conhecido e p é estimado por X.

Caso 4: Nenhum dos componentes de § = (1, o) é conhecido e sdo estimados por (Y, 52).

| | P-Valor
Caso ‘ Modificacao ‘ 15% 10% 5% 25% 1%
Caso 0 - 1,61 1933 2492 3,07 3,857
Caso 1 - 0,784 0,897 1,088 1,281 1,541
Caso 2 - 1,443 1,761 27315 2,89 3,682
Caso3 | A%(1+(0,75/n) + (2,25/n2)) | 0,56 0,632 0,751 0,87 1,029

Tabela 7: Valores criticos para o teste de Anderson-Darling.

Nesse caso o p-valor exato é obtido por interpolagdo dos valores tabelados. Entao se p-valor > 0, 05 ndo rejeita-se
a hipdtese nula e concluiu-se que os residuos possuem distribui¢ao normal. Caso p-valor < 0, 05 se rejeita a hipéteses

nula e concluiu-se que os residuos nao possuem distribui¢do normal.
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10.2.2 Teste de Shapiro-Wilk

O teste Shapiro-Wilk, proposto em 1965, é baseado na estatistica W dada por:

b2
W = n

>z — )

=1

em que z; sdo os valores da amostra ordenada (1) € 0 menor valor). A constante b € determinada da seguinte forma

n/2
Z Ap—it+1 X (x(nfz#l) —Z(s)) se n € par
i=1

(n+1)/2

Z An—iy1 X (T(n—it1) — T(;) senéimpar
i=1

em que a,_;41 sdo constantes geradas pelas médias, varidncias e covaridncias das estatisticas de ordem de uma

amostra de tamanho n de uma distribuicio Normal.
Para aplicar-se o teste de Shapiro-Wilk, segue-se os passos:

1. Formulagdo da hipétese:

Hy : osresiduos tem distribui¢do
H, : osresiduos ndo tem distribuicio

2. Estabelecer o nivel de significancia do teste («v);
3. Calcular a estatistica de teste:

* Ordenar as n observagdes da amostra: X1y, (2), T(3); - - - , L(n)>

* Calcular Z(xl —7)%
i=1
e Calcular b;
e Calcular W.
4. Tomar a decisdo: rejeitar Hy ao nivel de significancia o se Wegicutado < Wa

Os valores criticos da estatistica W de Shapiro-Wilk sdo dados na Tabela a seguir.

0,01 0,02 0,05 0,1 0,5 0,9 095 098 0,99
0,753 0,756 0,767 0,789 0,959 0,998 0,999 1 1
0,687 0,707 0,748 0,792 0,935 0987 0,992 0,99 0,997
0,686 0,715 0,762 0,806 0,927 0,979 0986 0,991 0,993
0,713 0,743 0,788 0,826 0,927 0974 0981 0,986 0,989

0,73 0,76 0,803 0,838 0,928 0972 0979 0985 0,988
0,749 0,778 0,818 0,851 0,932 0972 0,978 0,984 0,987
0,764 0,791 0,829 0,859 0,935 0972 0,978 0,984 0,986
0,781 0,806 0,842 0,869 0,938 0972 0,978 0,983 0,986
11 | 0,792 0,817 085 0876 094 0973 0979 0,984 0,986
12 | 0,805 0,828 0,859 0,883 0943 0,973 0979 0,984 0,986
13 | 0,814 0,837 0,866 0,889 0945 0974 0979 0,984 0,986

SV XI U b wZ
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14 | 0,825 0,846 0,874 0,895 0947 0975 098 0,984 0,986
15 | 0,835 0,855 0,881 0,901 0,95 0975 098 0,984 0,987
16 | 0,844 0,863 0,887 0906 0952 0976 0,981 0,985 0,987
17 | 0,851 0,869 0,892 091 0,954 0,977 0981 0,985 0,987
18 | 0,858 0,874 0,897 0914 0956 0,978 0,982 0,986 0,988
19 | 0,863 0,879 0901 0917 0957 0,978 0,982 0,986 0,988
20 | 0,868 0,884 0905 092 0959 0979 0983 0,986 0,988
21 | 0,873 0,888 0,908 0,923 0,96 0,98 0,983 0,987 0,989
22 1 0,878 0,892 0911 0926 0961 098 0984 0,987 0,989
23 | 0,881 0,895 0914 0,928 0,962 0,981 0,984 0,987 0,989
24 | 0,884 0,898 0916 093 0963 0981 0984 0,987 0,989
25 1 0,888 0,901 0918 0931 0,964 0,981 0,985 0,988 0,989
26 | 0,891 0904 092 0933 0965 0982 0,985 0,988 0,989
27 | 0,894 0906 0,923 0935 0965 0982 0985 0,988 0,99
28 | 0,896 0,908 0,924 0936 0,966 0,982 0985 0988 0,99
29 | 0,898 091 0,926 0,937 0966 0982 0985 0,988 0,99
30 0,9 0,912 0,927 0939 0967 0983 0,985 0,988 0,99
31 | 0,902 0914 0929 094 0967 0,983 098 0988 0,99
32 10904 0915 093 0941 0968 0,983 0,98 0988 0,99
33 |1 0906 0917 0931 0942 0968 0983 0986 0,989 0,99
34 | 0,908 0919 0933 0943 0,969 0,983 098 0989 0,99
35 | 091 0,92 0934 0944 0,969 0984 098 0989 0,99
36 | 0912 0922 0935 0945 097 0984 0986 0,989 0,99
37 | 0914 0924 0936 0946 097 0984 0987 0989 0,99
38 | 0916 0925 0938 0947 0971 0,984 0987 0989 0,99
39 | 0917 0,927 0939 0948 0971 0,984 0,987 0989 0,991
40 | 0,919 0928 094 0949 0,972 0,985 0987 0989 0,991
41 | 0,92 0,929 0,941 0,95 0972 0985 0,987 0,989 0,991
42 | 0,922 0,93 0,942 0951 0972 0985 0987 0,989 0,991
43 | 0,923 0,932 0943 0951 0,973 0,985 0987 099 0,991
44 | 0,924 0933 0944 0,952 0973 0985 0987 099 0,991
45 | 0,926 0,934 0945 0953 0,973 0,985 0988 0,99 0,991
46 | 0,927 0935 0945 0953 0,974 0,985 0988 0,99 0,991
47 | 0,928 0936 0,946 0,954 0974 0985 0988 0,99 0,991
48 | 0,929 0,937 0947 0954 0974 0,985 0988 0,99 0,991
49 | 0,929 0,938 0947 0955 0974 0,985 0988 099 0,991
50 | 093 0939 0947 0955 0974 0985 0988 0,99 0,991

10.2.3 Teste de Kolmogorov-Smirnov

O teste de Kolmogorov-Smirnov pode ser utilizado para avaliar as hipdteses:

{ Hy : aamostra tem distribuicdo normal

H, : aamostra ndo tem distribui¢ao notmal

Este teste observa a maxima diferenca absoluta entre a fungdo de distribui¢do acumulada assumida para os dados,
no caso a Normal, e a fun¢@o de distribuicdo empirica dos dados. Como critério, compara-se esta diferenca com um

valor critico, para um dado nivel de significancia.

Considere uma amostra aleatéria simples X1, Xo, - - - , X, de uma populacido com funcdo de distribuicio acumu-
lada continua F'x desconhecida. A estatistica utilizada para o teste é:

Dy = sup [F(z) = Fn(2)]
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Esta fungdo corresponde a distincia mdxima vertical entre os graficos de F'(z) e F,,(z) sobre a amplitude dos possiveis
valores de x. Em D,, temos que

» F(z) representa a fungdo de distribuicéio acumulada assumida para os dados;
» F,(z) representa a funcdo de distribui¢do acumulada empirica dos dados.

Neste caso, deseja-se testar a hipdtese F'y = F contra a hipdtese alternativa Fxy # F. Para isto, toma-se
X1y, X(2), - - - » X(n) as Observagdes aleatorias ordenadas de forma crescente da populagio com fungéo de distribuigéo
continua F'x. No caso de andlise da normalidade dos dados, assume-se F' a fun¢ado de distribui¢ao da normal.

A fung@o de distribui¢do acumulada assumida para os dados ¢ definida por F'(z(;)) = P(X < x(;)) e a fungdo de
distribuicdo acumulada empirica € definida por uma funcio escada, dada pela férmula:

1 n
Fu(z) =~ D Iioaly (@)
=1

onde 14 é a fungdo indicadora. A funcdo indicadora € definida da seguinte forma:

{ 1;sexe A
Ip= L.
0; caso contrdrio

Observe que a fungdo da distribui¢do empirica F;, () corresponde a proporgdo de valores menores ou iguais a x. Tal
funcdo também pode ser escrita da seguinte forma

0, se r<T(1)
Fo(z)=1¢ % sexy) <a<wgqr) (12)
1,se x>y

Sob Hy, a distribui¢do assintdtica da estatistica de Kolmogorov-Smirnov é dada por

oo
: i—1 —25%22
7Lh—>HoloP [\/ﬁDn < m} =1- 2;(—1)3 exp” T .

Esta distribui¢do assintética € vélida quando se tem conhecimento completo sobre a distribui¢do de H, entretanto,
na prética, Hy especifica uma familia de distribuicdes de probabilidade. Neste caso, a distribuicdo assintdtica da
estatistica de Kolmogorov-Smirnov ndo conhecida e foi determinada via simulacao.

Como a funcdo de distribuicdo empirica F,, é descontinua e a func@o de distribuicdo hipotética € continua,
considera-se duas outras estatisticas:

Dt =sup |F(2)) — Fal(za)

(i)

D™ =sup |F(x3)) — Fa(zi-1))|

T (i)
para se calcular a estatistica de Kolmogorov-Smirnov. Essas estatisticas medem as distancias (vertical) entre os

graficos das duas fungdes, tedrica e empirica, nos pontos x(;_1) € ;). Com isso, pode-se utilizar como estatistica de
teste

D,, = max(D*, D7)

Se D,, é maior que o valor critico, se rejeita a hipétese de normalidade dos dados com (1 — «)100% de confianga.
Caso contrario, ndo rejeita-se a hipétese de normalidade. A Tabela de valores criticos para a estatistica do teste de
Kolmogorov-Smirnov (D,,) é dada a seguir.
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n 0,2 01 0,05 0,01
5 0,45 0,51 0,56 0,67
10 0,32 037 041 0,49
15 0,27 03 034 04
20 0,23 026 029 0,36
25 0,21 024 027 0,32
30 0,19 0,22 0,24 0,29
35 0,18 02 023 0,27
40 0,17 0,19 021 0,25
45 0,16 0,18 0,2 0,24
50 0,15 0,17 0,19 0,23
Valores maiores 1’—0717 1—\/2%2 1—‘16 %

Tabela 9: Valores criticos para Kolgomorov-Smirnov.

10.2.4 Teste de Ryan-Joiner

O teste de Ryan-Joiner & utilizado para testar se os dados provém de uma populagdo com distribui¢io normal. E
similar ao teste de Shapiro-Wilk, pois também se baseia na relacio linear entre a estatistica de ordem da distribui¢do
normal de uma amostra de tamanho n e a amostra da populagao em estudo apds ser ordenada.

Suponha que X = X, Xo,..., X, represente o vetor contendo uma amostra de tamanho n da populagio de
interesse. Denotando por Y = Y7,Y5,...,Y,, o vetor ordenado de forma crescente dos elementos de X, ou seja,
Y7 = min(X) e Y,, = max(X) e analogamente para os termos intermedidrios, por fim, seja Z = Z1, Za, ..., Z, um

vetor contendo os valores dos quantis teéricos de uma distribui¢do N (0, 1), dado por:

Zo—aot (L2308 10
n+1/4

1—3/8

em que <n )

O teste de Ryan-Joiner se resume em estudar o grafico normal de probabilidade entre Z e Y através do método

de regressdo linear. Caso a amostra X provenha de uma populagdo normal espera-se que Z e Y tenha, de fato, uma

relagdo linear. A ideia central do teste estd em estudar o qudo significativa € essa relacdo, para isso Ryan-Joiner propds
a estatistica de teste baseada no coeficiente de correlacdo amostral de Pearson, dada por

) é conhecido como posicao de plotagem.

n

S (- ¥) (z - 2)

i=1

S -1 S (% 2)

i=1 i=1

O teste de Ryan-Joiner rejeita a hipotese de normalidade dos dados se r < ¢, onde ¢, € o valor critico do teste.
Porém, sob Hy, a distribuicdo de r depende de n, ou seja, para tamanhos de amostras diferentes tem-se distribui¢des
diferentes e consequentemente valores criticos distintos.

Por sua vez, o p — valor é calculado como p — valor = P[r < rus|Hpl, porém, como mencionado a distribui¢do
de r, sob Hy, depende do tamanho da amostra, portanto necessita-se de apoio computacional para o calculo do p-valor
e Cq-

De maneira praética, o teste de Ryan-Joiner € realizado pelos seguintes passos:
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* Fixar as hipéteses:

Hjy : A amostra provém de populag¢do com distribuicdo normal
H, : A amostra ndo provém de populag¢do com distribui¢do normal

¢ Definir o tamanho da amostra n;

e Ordenar a amostra X1, Ta, ..., Ty €M Y1,Y2, .- -, Yn;
 Calcular os quantis z1, 2o, . . ., 2n;
n
S (vi-¥) (% 2)
e Calcular r = = =1 — ;
S (i-v) Y (zi-2)
i=1 i=1

* Fixar o nivel de significincia «;
e Calcular c,;

e Ser < c,, aum nivel de significancia «, rejeitar H, caso contrdrio, nao rejeitar H.

10.3 Testes de homoscedasticidade

Homoscedasticidade € o termo utilizado para designar variancia constante dos erros €;; para observagdes diferen-
tes. Caso a suposicdo de homoscedasticidade nao seja valida, pode-se listar alguns efeitos no ajuste do modelo:

* Os erros padrdes dos estimadores, obtidos pelo método dos minimos quadrados, sdo incorretos e portanto a
inferéncia estatistica ndo € valida;

* Nio se pode mais afirmar que os estimadores de minimos quadrados sdo os melhores estimadores de minima
varidncia para (3, embora ainda possam ser ndo viciados.
10.3.1 Grafico: Residuos X Valores Ajustados

O grafico dos residuos versus valores ajustados (valores preditos) € uma das principais técnicas utilizadas para ve-
rificar as suposi¢des dos residuos. Para o diagnéstico de heteroscedasticidade, se visa encontrar algum comportamento
atipico no grafico, como o efeito “funil”, a variabilidade dos residuos aumenta conforme aumenta o valor ajustado. A
presenca de “funil” é um indicativo da presenca de heteroscedasticidade.
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Residuos X Valores Ajustados
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Figura 1: Gréfico dos Residuos X Valores Ajustados para detectar heteroscedasticidade.

10.3.2 Teste de Brown-Forsythe

O teste de Brown-Forsythe € utilizado para o teste de igualdade de variancias, que também pode ser utilizado para
testar a homoscedasticidade dos residuos no caso de uma varidvel explicativa. As hipéteses sao dadas por

L2 2 2 _ 2
Hy:0{=05=05=---=0}
H; : Pelo menos um a? é diferente. 1 =1, ..., k.

Para definir a estatistica do teste, seja x;; = p; + €5, em que x;; € a j—ésima observagio no i—ésimo grupo,
; representa a media de cada grupo ¢ e sdo desconhecidas e desiguais. Assume-se que €;; sdo independentes e
identicamente distribuidos com média zero e variancia possivelmente desiguais. Para cada grupo se toma a mediana
T; € a varidncia amostral sf e define-se os desvios absolutos por z;; = |:cl-j — Z;|. O cdlculo da estatistica é dada pela
equacdo 25

i ni(zi. —z..)?
= (-1
Fpr=—— ~ Fl—1n-1) 25)
DD (zy -z
i=1 j=1
k
> (ni—1)
=1

em que
¢ k = niimero de grupos da amostra;

¢ n; = tamanho da amostra por grupo i,7 = 1, ..., k;
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k zZ.

_ 1J
® 2= E _

i=1 "

k nq

Zij

ez — =1 j=1
E T

i=1

Calcula-se o p-valor por:

P-valor = P [F(k—l,Z,’;:l(m—l)) > Fpr

Entdo, se P-valor > 0,05 nio rejeita-se a hipdtese nula e conclui-se que os residuos sao homoscedasticos. Caso
P-valor < 0,05 se rejeita a hipétese nula e conclui-se que pelo menos um grupo possui variancia significativamente

diferente dos outros grupos.

10.3.3 Teste de Cochran
O teste de Cochran € o teste de igualdade de variancia sugerido pela ANVISA.
* O teste consiste inicialmente em determinar a maior variancia para todos os niveis.

* Ap6s isso, divide-se a maior varidncia pela soma de todas as varidncias e compara-se com o valor critico do

teste.

* As hipéteses do teste sdo dadas por:

L2 2 2 _ 2
Hy:01 =05 =05 =--- =0}
H; : Pelo menos um o? € diferente. i = 1, ..., k.

* A estatistica do teste é dada pela equacao 26

2 . “A .
Smar maior variancia 26)

C= =
Z’? |82 soma de todas as variancias
1= 7

Os valores criticos para a estatistica de Cochran sio tabelados e podem ser calculados por

-1
n—1

Cr(a,k,n)= 1+ =
(&:((n=1)x(k=1),n-1))

e o p-valor é calculado por

-1

1
P-valor=P | £

> Flin—)s(k=1)n-1) | * K

em que:
¢ k = niimero de grupos da amostra

¢ n = n; = tamanho da amostra por grupo ¢,7 = 1, ..., k
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Portanto se p-valor > 0,05 ndo rejeita-se a hipétese nula e conclui-se que os dados sdo homoscedasticos. Caso
p-valor < 0, 05 rejeita-se a hipdtese nula e concluiu-se que pelo menos um grupo possui variancia significativamente
diferente dos outros grupos.

10.3.4 Teste de Breusch-Pagan

Baseado no teste multiplicador de Lagrange, o teste de Breusch-Pagan € bastante utilizado para testar a hipétese
nula de que as variancias dos erros sdo iguais (homoscedasticidade) versus a hipétese alternativa de que as variancias
dos erros sdo uma fungdo multiplicativa de uma ou mais varidveis, sendo que esta(s) varidvel(eis) pode(m) pertencer
ou ndo ao modelo em questdo. E indicado para grandes amostras e quando a suposi¢do de normalidade nos erros é
assumida.

Para o cdlculo da estatistica do teste, tem-se que a partir dos residuos ¢ = (ey,...,e,) e dos valores ajustados
y = (U1,---,Un), considera-se os residuos ao quadrado e os padroniza-se de modo que a média do vetor de residuos
padronizados, denotada por u, seja 1. Esta padronizacgdo é feita dividindo cada residuo ao quadrado pela SQE/n
em que SQFE € a soma de quadrados dos residuos do modelo ajustado e n é o ndmero de observagdes. Desta forma,
tem-se que cada residuo padronizado € dado por

e2

i .
Usg 1,...,71,

= SoEm T

em que SQE =) ¢}
i=1

Por fim, se faz a regressdo entre u = (uq, ..., u,) (varidvel resposta) e o vetor § (varidvel explicativa) e obtém-se
a estatistica do teste y% p calculando a Soma de Quadrados da Regressdo de u sobre 7 e dividindo o valor encontrado
por 2. A estatistica usada no teste é a x% p studentizada que é dada por

2
BP

2 —
XBP studentizada — A ’

Var(sQ)

em que )\ = W

Sob a hipétese nula, esta estatistica tem distribui¢do qui-quadrada com 1 grau de liberdade. Resumidamente, se
ndo existe heteroscedasticidade, € de se esperar que os residuos ao quadrado ndo aumentem ou diminuam com o
aumento do valor predito, 7/ e assim, a estatistica de teste deveria ser insignificante.

Desta forma, calcula-se o P-valor do teste e conclui-se que:

e se P-valor = P [X%U > x4 P} > 0,05 ndo rejeita-se a hipétese nula e conclui-se que os residuos sao homo-
cedasticos.

e se P-valor = P {X?m > X% P} < 0,05 rejeita-se a hipdtese nula e conclui-se que os residuos sido hetero-
cedasticos.

10.3.5 Teste de Goldfeld-Quandt

O teste de Goldfeld-Quandt também € utilizado para testar a homoscedasticidade dos residuos. Entre as limitagdes
deste teste estd a exigéncia de que a amostra seja relativamente grande.

O teste consiste inicialmente em ordenar as observagdes de acordo com a varidvel explicativa que se acredita
a responsavel pela heteroscedasticidade. Apds isso, divide-se a amostra ordenada em 3 partes de tal forma que a
parte do meio tenha aproximadamente 20% dos dados e que as partes 1 e 3 tenham quantidade de dados semelhantes.
Entdo, ajusta-se um modelo de regressao com os dados da parte 1 (contendo os menores valores da varidvel explicativa
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utilizada na ordenacdo) e outro modelo de regressao com os dados da parte 3 (contendo os maiores valores da varidvel
explicativa utilizada na ordenacdo). Por fim, testa-se a hipotese de que as variancias dos erros em ambas regressoes
sdo iguais contra a hip6tese de que a variancia dos erros na parte 3 é maior do que a variincia dos erros na parte 1,
utilizando o teste F.

A estatistica de teste neste caso é dada por

_ SQE/(ns — (p+1))
SQE[(n — (p+1))°

em que SQE® e SQE? sio as somas de quadrados dos residuos da regressio para o grupo inferior (parte 1) e
para o grupo superior (parte 3), respectivamente, n; € o niimero de observacdes da parte 1 e n3 € o nimero de
observagdes da parte 3. Denota-se d o nimero de observacdes omitidas (parte 2). Essa estatistica tem distribuicdo
Flny—(p+1),n1—(p+1))- Desta forma, considerando um nivel de significincia oo = 0, 05, rejeita-se a hiptese nula, ou
seja, a hipétese de que as variancias sio iguais se Figo>F(,). Pode-se também tomar decisdo avaliando o P-valor do
teste:

FgQ

e se P-valor = P [F(n3,(p+1)7,h,(p+1)) > FGQ] > 0,05 ndo rejeita-se a hipdtese nula e conclui-se que os
residuos sdo homoscedasticos.

e se P-valor = P [F(nr(pﬂ)’m,(pﬂ)) > FGQ} < 0, 05 rejeita-se a hipdtese nula e conclui-se que os residuos

sdo heterocedasticos.

10.4 Testes de independéncia

Para verificar se os residuos sdo independentes, pode-se utilizar técnicas graficas e testes. A seguir, tem-se o
diagnéstico de independéncia por meio da andlise visual grafica e teste estatistico.

10.4.1 Grafico: Residuos Padronizados X Ordem de Coleta

Se no gréifico de Residuos Padronizados X Ordem de Coleta se observa que existe uma tendéncia dos pontos,
tem-se indicios de dependéncia dos residuos.

10.4.2 Teste de Durbin-Watson
O teste de Durbin-Watson possui as seguintes caracteristicas:
« ¢ utilizado para detectar a presenga de auto correlagdo (dependéncia) nos residuos de uma andlise de regressao;

* o teste é baseado na suposicdo de que os erros no modelo de regressdo sdo gerados por um processo autorre-
gressivo de primeira ordem, de acordo com €; = p;_1 + a; em que &; € o termo do erro do modelo na i-ésima
observagao;

a; b N (0, ag)
* p(|p| < 1) é o pardmetro de autocorrelagio.

 Testa-se a presenca de autocorrelacdo por meio das hipdteses

H()Zp:()
H1:p7$0
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Figura 2: Gréfico dos Residuos Padronizados X Ordem de Coleta para detectar independéncia.

* A estatistica do teste de Durbin-Watson é dada pela equacgdo 27

n

> (ei —ei)?

dyp=2 27)

n

2
D el
i=1

A distribuicdo de d,, depende da matriz X. Entretanto, pode-se tomar a decisdo comparando o valor de d,, com
os valores criticos dy, e dyy da Tabela de Durbin-Watson 10.
Utiliza-se os seguintes critérios:

e se 0 < d, < dj, entdo rejeita-se Hy (dependéncia);

e se dr, < dy < dy entdo o teste € inconclusivo;

e se dy < dw < 4 — dy entdo ndo rejeita-se H (independéncia);
e sed —dy <dw <4 — dy, entdo o teste € inconclusivo;

* se 4 —dy, < dw < 4 entlo rejeita-se Hy (dependéncia).

Quando 0 < d,, < dj, tem-se evidéncia de uma correlag@o positiva. Jase 4 — d;, < dy < 4, a correlacdo € nega-
tiva. No caso em que ndo rejeita-se Hy tem-se que nio existe autocorrelacdo, ou seja, os residuos sdo independentes.
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Numero de variaveis explicativas
1 2 3 4 5

n a dr du dr du dr du dr du dr du
<15 001 081 1,07 07 1,25 059 146 049 1,7 039 1,96
0,025 095 1,23 0,83 14 071 1,61 059 184 048 2,09

15 005 108 136 095 154 082 1,75 069 197 056 221
0,01 095 1,15 086 1,27 0,77 141 063 157 0,6 1,74

0,025 1,08 1,28 099 141 089 1,5 0,79 1,7 0,7 1,87

20 0,05 1,2 141 1,1 1,54 1 1,68 09 1,83 0,79 1,99
0,01 1,05 1,21 098 1,3 09 141 083 1,52 0,775 1,65

0,025 1,13 1,34 1,1 143 1,02 1,54 094 165 086 1,77

25 0,05 1,2 1,45 1,21 1,55 1,12 1,66 1,04 1,77 095 1,89
0,01 1,13 1,26 1,07 134 1,01 142 094 1,51 0,88 1,61

0,025 1,25 138 1,18 146 1,12 1,54 1,05 1,63 098 1,73

30 0,05 1,35 1,49 1,28 1,57 1,21 165 1,14 1,74 1,07 1,83
0,01 1,25 1,34 1,2 1,4 1,LI5 146 1,1 1,52 1,05 1,58

0,025 1,35 1,45 1,3 1,51 1,25 1,57 1,2 1,63 1,15 1,69

40 0,05 1,44 1,54 1,39 1,6 1,34 1,66 1,29 1,72 123 1,79
0,01 1,32 14 128 145 124 149 12 154 1,16 1,59

0,025 1,42 1,5 1,38 1,54 1,34 1,59 1,3 1,64 1,26 1,69

N0 005 15 159 146 163 142 167 138 172 134 17

Tabela 10: Tabela de Durbin-Watson.

Pode-se também tomar a decisdo pelo p-valor. Nesse caso, o Action Stat calcula o p-valor por duas formas

diferentes, dependendo o tamanho da amostra.

* Se o tamanho da amostra for maior do que 100, uma aproximacgao para a distribuicio normal € realizada e o

p-valor € calculado. Para maiores informagdes consulte [15], [16] e [17].

¢ Se o tamanho da amostra for menor do que 100, o p-valor é calculado utilizando um algoritmo conhecido por
“pan’ ou ’gradsol’. Mais informag¢des consulte [18], [19] e [22].

Portanto, se P-valor > 0,05 ndo rejeita-se a hipétese nula e conclui-se que os dados sdo independentes. Caso
P-valor < 0, 05 rejeita-se a hipétese nula e conclui-se que existe uma correlacio serial entre os residuos.

11 Aplicacao

Esta secdo é dedicada a validagdo dos célculos das técnicas estatisticas para a validagdo dos ensaios de doseamento.

11.1 Aplicacao 1 - Paralelismo 3 x 3

Inicia-se a aplicag@o para doseamento, para isto, toma-se o seguinte produto:
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Data:

Produto / Matéria-prima:

Lote:

2170519

Gingilone Pomada | Neomicina )

B19E0715

Especificacéo do feor:

3,38 (3,042 a 4,563) mglg ou 100,0 (90,0 a 135,0)

Poténcia do padréo:

732,81 pg/mg

[Ntmeror do lote do padriio] 213222018

Condicdes de incubacéo:

30°C por 16 a 20 horas

Figura 3: Produto para valida¢do do doseamento 3x3.

A partir da coleta de dados obtém-se:

Da Tabela 11 disponha-se o modelo com as colunas dadas a seguir:

Doses 16 20 25 16 20 25

Placas pl p2 p3 al a2 a3
1 16,39 18,00 19,35 16,36 18,66 19,50
2 16,28 18,11 19,66 1647 17,87 19,72
3 16,85 17,71 18,99 16,89 17,94 19,00
4 16,36 18,09 19,84 16,31 18,06 20,00
5 16,04 17,66 19,89 16,39 17,92 19,38
6 16,49 18,14 19,59 16,62 1846 19,30

Tabela 11: Leituras do didmetro (mm) dos halos de inibicdo.

Placa Preparacdo Regressio Paralelismo Quadrado DifQuadrado Diametro
1 -1 -1 1 1 -1 16,39
1 -1 0 -2 2 18
1 -1 -1 1 -1 19,35
1 1 -1 -1 1 1 16,36
1 1 0 0 ) -2 18,66
1 1 1 1 1 1 19,5
2 -1 -1 1 1 -1 16,28
2 -1 0 -2 2 18,11
2 -1 -1 1 -1 19,66
2 1 -1 -1 1 1 16,47
2 1 0 0 -2 -2 17,87
2 1 1 1 1 1 19,72
3 -1 -1 1 1 -1 16,85
3 -1 0 -2 2 17,71
3 -1 -1 1 -1 18,99
3 1 -1 -1 1 1 16,89
3 1 0 2 2 17,94
3 1 1 1 1 19
4 -1 -1 1 1 -1 16,36
4 -1 0 0 -2 2 18,09
4 -1 1 -1 1 -1 19,84
4 1 -1 -1 1 1 16,31
4 1 0 0 -2 -2 18,06
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4 1 1 1 1 1 20
5 -1 -1 1 1 -1 16,04
5 -1 0 0 -2 2 17,66
5 -1 1 -1 1 -1 19,89
5 1 -1 -1 1 1 16,39
5 1 0 0 2 2 17,92
5 1 1 1 1 1 19,38
6 -1 -1 1 1 -1 16,49
6 -1 0 0 2 2 18,14
6 -1 1 -1 1 -1 19,59
6 1 -1 -1 1 1 16,62
6 1 0 0 -2 -2 18,46
6 1 1 1 1 1 19,3
Agora, defina-se o modelo matricial:
[ 16,39 11 -1 -1 1 =17
18 11 -1 0 -2 2
16,28 1 2 -1 -1 1 -1
18,11 1 2 -1 0 -2 2
16, 85 1 3 -1 -1 1 -1
17,71 13 -1 0 -2 2
v=| X=|:: & :
16, 36 1 4 -1 -1 1 -1
18,09 14 -1 0 -2 2
16,04 15 -1 -1 1 -1
17,66 15 -1 0 -2 2
18,46 16 1 0 -2 -2
| 19,3 | 16 1 1 1 1 |

Apresenta-se o exemplo para testar se as placas sdo iguais formulando a hipétese:

{Hoiﬂlzo
Hy: p1#0

Assim, a matriz X i para o modelo reduzido e o vetor de pardmetros S sdo dados por
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1 -1 -1 1 1 -1
1 -1 0 0 -2 2

Bo 2, 56036984 1 -1 -1 1 1 -1

B2 0,0391667 1 -1 0 0 -2 2
go—| B || 1580033088 |,  x,_| : - o

Be 0,03041667 1 -1 0 0 -2 2

1 1 0 0 -2 -2
11 1 1 1 1

Entdo, a soma de quadrados de regressdo de /3 dado que g ja estd no modelo é calculada da seguinte forma:

SQR(B|Br) =BTXTY — BLXLY =0,0005716667

com 1 grau de liberdade. A soma de quadrados da regressdo parcial representa a quantidade adicional que se teria na
soma de quadrados da regressdo ao se adicionar uma covariavel no modelo reduzido.
Entdo, a estatistica sob H é dada por:

~0,0005716667
~2,5238783333
Desta forma, tem-se que P (Fj > F1729) = 0,935961445 > 0, 05. Portanto, ao nivel de significancia de 5%, ndo

rejeita-se a hipdteses nula, ou seja, conclui-se que hé evidéncias para aceitar a igualdade das placas.
Analogamente, testa-se os outros coeficientes de regressao. Abaixo encontram-se os resultados:

Fy = SQR(B|Br)QME ™1 = 0,006568594

g.l.  Soma de Quadrados Quadrado Médio Est. F P-valor)
Placa 1 0,00057167 0,00057167 0,00656859  0,93596145
Preparag@o 1 0,05522500 0,05522500 0,63454921 0,43216489
Regressdo 1 56,33470417 56,33470417 647,29999036 < 2e-16
Paralelismo 1 0,04593750 0,04593750 0,52783349  0,47334301
Quadrado 1 0,03423472 0,03423472 0,39336561  0,53544280
Diferenca quadrado 1 0,06661250 0,06661250 0,76539446  0,38883395
Residuos 29 2,52387833 0,08703029

Tabela 13: Tabela ANOVA.

Utilizando o Action Stat obtém-se:
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Tabela da ANGVA

Fatores L. Soma de Quadrados Quadrado Médio P-valor
Placa 1 0,000571667 0,000571667 0,006568594 0,935961445
Regressao 1 56,33470417 56,33470417 647,2999904 2,20617E-21
Preparacao 1 0,055225 0,055225 0,634549209 0,432164888
Quadrado 1 0,034234722 0,034234722 0,393365612 0,535442796
Paralelismo 1 0,0459375 0,0459375 0,527833486 0,473343007
Dif_Quadrado 1 0,0666125 0,0666125 0,765394462 0,38883395
Residuos 29 2,523873333 0,087030287
Serd ajustado um modelo linear baseado nos dados coletados como dado na Tabela 14:
Tabela 14: Dados coletados
log,(dose) Preparagio Didmetro(mm) log;,(dose) Preparacdo Difimetro(mm)
1,2041 padrdo 16,3900 1,2041 teste 16,3600
1,2041 padrdo 16,2800 1,2041 teste 16,4700
1,2041 padrdo 16,8500 1,2041 teste 16,8900
1,2041 padrdo 16,3600 1,2041 teste 16,3100
1,2041 padrdo 16,0400 1,2041 teste 16,3900
1,2041 padrdo 16,4900 1,2041 teste 16,6200
1,3010 padrdo 18,0000 1,3010 teste 18,6600
1,3010 padrao 18,1100 1,3010 teste 17,8700
1,3010 padrdo 17,7100 1,3010 teste 17,9400
1,3010 padrdo 18,0900 1,3010 teste 18,0600
1,3010 padrdo 17,6600 1,3010 teste 17,9200
1,3010 padrdo 18,1400 1,3010 teste 18,4600
1,3979 padrao 19,3500 1,3979 teste 19,5000
1,3979 padrdo 19,6600 1,3979 teste 19,7200
1,3979 padrdo 18,9900 1,3979 teste 19,0000
1,3979 padrdo 19,8400 1,3979 teste 20,0000
1,3979 padrdo 19,8900 1,3979 teste 19,3800
1,3979 padrdo 19,5900 1,3979 teste 19,3000

Utiliza-se a seguinte notacio:

X1 : logyg(dose);
Xo: Preparacdo {

Y : Didmetro(mm).

X9 =0, Preparagdo padrio;
Xo =1, Preparacio teste;

Estimativa dos parametros:

Inicialmente, encontram-se as estimativas para os parametros do modelo.
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16,39 T [ 1 1,2041 0
16, 28 11,2041 0
19,89 11,3979 0
19,59 11,3979 0
Y=1 : |5 X= :
16, 36 11,2041 1
16,47 11,2041 1
19,38 11,3979 1
| 19,30 | 11,3979 1

36,00000 46,83708 18,00000
XTX = | 46,83708 61,16184 23,41854 |,
18,00000 23,41854 18,00000

7,565316  —5,772165 —0,055556

(XTX)"' = | —5,772165 4,436612 0 ,
—0, 055556 0 0,111111
648, 2900
X Ty = 847,0081
324, 8500

ede 3 = (X’X)' XY encontra-se
~ —2,59954
A= 15,80934
0,07833

Assim, o modelo ajustado € dado por:

Didmetro = —2, 59954 + 15, 80934 * log,(dose) + 0, 07833 * Preparagio

* Teste de significincia dos parametros:
2
i yi) (648,29)2
- SQT =4 —(7=11733 5 2
QT =y'y 36 ; 36

— SQR = SQR,, + SQR,, = 56,334704 + 0,055225 = 56, 38993
- SQE = SQT — SQR = 59,06116 — 56, 38993 = 2, 67123135
SQE  2,671235

= 59,06116

- 62=0Q0ME = = = 0,080947
? @ n—p—1 33
0,612386 —0,467237 —0,004497
- 02(XTX)"' = | —0,467237 0,359128 0
—0,004497 0 0,008994
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— Var (BO) — 0,612386
— Var (31) — 0,359128
— Var (BO) — 0,008994

Portanto, a estatistica do teste é calculada por

_ QMR,, S8fa 203370 56, 334704

_F - - _— = 695, 9497876
YT QME SQE — ZOTIZ35 (), 080946507 ’
gy QMBe o= BPR 0055225 oo
>T QME SQE — 207183, 080946507

A Tabela ANOVA fica da seguinte forma:

Fatores G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F  P-valor

log,,(dose) 1 56,33 56,33 695,95  9,33E-24
Preparacao 1 0,06 0,06 0,68 0,4147
Residuos 33 2,67 0,08

Tabela 15: Tabela ANOVA para o exemplo utilizando o método de minimos quadrados ordindrios.

* Coeficiente de associaciao:

O coeficiente de associagdo R? ¢ calculado por:

SQE 2,67123135
2 = 1 _——_— = 1 - ’ - 4
R SQT 59, 06116 0,95477

Tabela da ANOVA
Fatores L. Soma de Quadrados Quadrade Médio P-valor

Logl0 Dose 1 56.33470417 56.33470417 695.9437876 9.32902E-24
Preparacac 1 0.055225 0.055225 0.682240682 0.414748151
Residuos 33 2.671234722 0.080946507

Andlise exploratéria (residuos)

Minimeo Mediana Mdximo
-0.5793 -0.1721 -0.04597 3.078E-18 0.1545 0.6128
Coeficientes
Preditor Estimativa Desvio Padrdo P-valor
Intercepto -2.599536505 0.782550886 -3.321875361 0.002193687
Logl0 Dose 15.80933988 0.599273099 26.38086025 9.32902E-24
Preparacac_Padrio 0.078333333 0.094836999 0.825978621 0.414748151
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Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste
Desvio Padrdo dos Residuos Graus de Liberdade RA2 Ajustado
0.284510996 33 0.954771722 0.552020615
intervalo de confianca para os pardmetros
(Intercept) —4.12.53 -1.007424758
Logl0_Dose 14.59010959 17.02857017
Preparacac_Padrao -0.114613991 0.271280658
Estimativa da poténcia
Razdo de betas (Logl0} E"’”
Poténcia relativa (%) 101.1474
Poténcia (NA) 50.5737
Célculo da poténcia relativa:
By 0,07833
M =1 == = ———— = 0,004955
08100 = 3 15 80034
Aplicando o antilog em M, encontra-se:
Poténcia relativa = antilog M = 10%9049%% — 1 011474
1,011474 - 100% = 101, 1474%
Utilizando o Action Stat constatam-se os seguintes resultados:
Estimativa da poténcia
Razdo de betas (Logl0) Es'"'"
Poténcia relativa (%) 101.1474
Poténcia (NA) 50.5737
Para este exemplo, adota-se o teste de Shapiro-Wilk, para isto, considere os residuos e; paras = 1,...,36 da
Tabela 16:
. n—i+l ap_ip Tp—it1 Ty An—it1(Tn—it1 — T())
1 36  0,4068 0,61277778 -0,57930556 0,484939503
2 35 0,2813 0,42069444 -0,51097222 0,262077831
3 34 02415 0,41319444  -0,39680556 0,195615
4 33 02121 041277778 -0,30888889 0,153065501
5 32 0,1883  0,38902778 -0,27930556 0,125847168
6 31 0,1678 0,37486111 -0,25888889 0,10634325
7 30 0,1496 0,33902778 -0,20513889 0,081407334
8 29 0,1331 0,17111111  -0,19930556 0,049302459
9 28 0,1179  0,15902778 -0,17722222 0,039643875
10 27 0,1036  0,14111111 -0,15680556 0,030864167
11 26 0,090  0,14069444 -0,15513889 0,026625
12 25 0,0770 0,12111111 -0,15097222 0,020950416
13 24 0,0645 0,10486111 -0,12722222 0,014969375
14 23 0,0523 0,08902778 -0,12513889 0,011200917
15 22 0,0404 0,05319444 -0,10722222 0,006480833
16 21 0,0287 0,03111111 -0,07930556 0,003168958
17 20 0,0172  0,01277778 -0,07680556 0,001540833
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18 19 0,0057 -0,04513889 -0,04680556 9,50002E-06
SW 0,97776

Tabela 16: Dados para célculo da estatistica de Shapiro-Wilk.

A partir da Tabela 16, tem-se que SW > W,, = 0, 935. Portanto ndo rejeita-se Hy, isto é, ndo se rejeita a hipdtese
de normalidade dos erros experimentais ao nivel de significancia de 5%.

* Diagnostico de Homoscedasticidade

A seguir apresenta-se o teste de Breusch-Pagan para avaliar a homoscedasticidade. As hipéteses de interesse sdo

D g2 2
{H0.01—02—~

2

— 42

H; : pelo menos um dos o2’s diferente

Os residuos padronizados u; sdo dados por:

e
U; =

SOE/n’ 1=1,..

SN,

Na Tabela 17 apresentam-se os residuos padronizados u; e os valores ajustados.

N.Observagdo w; Valores ajustados
1 0,029524684 16,44
2 0,331370117 16,44
3 2,300908756 16,44
4 0,079501573 16,44
5 2,122002726 16,44
6 0,038134934 16,44
7 0,013044321 17,97
8 0,268356966 17,97
9 0,903269347 17,97
10 0,197678040 17,97
11 1,285863955 17,97
12 0,394590725 17,97
13 0,307174065 19,50
14 0,340828913 19,50
15 3,518722615 19,50
16 1,549034233 19,50
17 2,039631329 19,50
18 0,106817280 19,50
19 0,324363369 16,52

20 0,027459472 16,52
21 1,893787413 16,52
22 0,567134996 16,52
23 0,211044986 16,52
24 0,148190158 16,52
25 5,060535364 18,05
26 0,423279081 18,05
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N.Observagdo u; Valores ajustados
27 0,154938753 18,05
28 0,002200397 18,05
29 0,218130505 18,05
30 2,296270607 18,05
31 0,084761313 19,58
32 0,266774520 19,58
33 4,522783887 19,58
34 2,385195621 19,58
35 0,535339463 19,58
36 1,051355517 19,58

Tabela 17: Dados para andlise de regressao.

Para testar as hipdteses, com os valores obtidos na Tabela 17, realiza-se uma anélise de regressdo com u como a
varidvel resposta e o valor ajustado como covaridvel de entrada. A estatistica do teste de Breusch-Pagan é dada pela
soma de quadrados da regressdo dividido por 2. A seguir, calculam-se as quantidades necessdrias para se determinar a
estatistica do teste.

Sex = »_ a7 —nT* = 56,38993
i=1
Spy = Zx,-y,; —nzY = 13,39979
=1
A estimativa do pardmetro 3; é dada por
Sgy  13,39979
Syx 5638993

Logo, a soma de quadrado da regressdo € dada por

B = — 0,2376274

SQReg = 315y, = 0,2376274 x 13,39979 = 3,184159

Assim, g
R 3,184159
XBp = 622 = T = 1,592079
V 2
_ Var(e?)  0,008968763 — 08144857

~ 2Var(e)?2  2-,005505783

2
X 1,592079
X2BP studentizada — iP = 0, 8144857 =1,954705

P-valor = P(\ p sudentivada = L, 954705) = 0, 1620807

10 qual X% p sudentizada © @ distribui¢do qui-quadrado com 1 grau de liberdade.
Portanto, utilizando um nivel de significAncia de 5%, néo rejeita-se a hip6tese de homogeneidade.

 Diagnéstico de Independéncia:

Para calcular a estatistica do teste de Durbin-Watson utiliza-se a Tabela 18:
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Observacio e; e? (e; —ei_1)?
1 -0,04680556  0,00219076 -
2 0,03111111  0,000967901  0,006071007
3 -0,15097222 0,022792611 0,033154339
4 -0,15513889  0,024068075 1,73611E-05
5 0,61277778  0,375496608 0,589696012
6 -0,07930556 0,006289372  0,47897935
7 -0,15680556 0,024587984  0,00600625
8 0,14111111  0,019912345 0,088754342
9 0,15902778  0,025289835 0,000321007
10 -0,04513889 0,002037519 0,041684029
11 -0,17722222  0,031407715 0,017446006
12 0,14069444  0,019794925 0,101071003
13 0,41319444  0,170729645  0,07425625
14 -0,25888889  0,067023457 0,451696002
15 -0,51097222  0,26109261  0,063546005
16 0,37486111  0,140520852 0,784700689
17 -0,10722222  0,011496604 0,232404337
18 -0,57930556  0,335594932  0,22286268
19 -0,07680556  0,005899094  0,25250625
20 0,12111111  0,014667901 0,039171008
21 0,33902778 0,114939836 0,047487675
22 -0,20513889 0,042081964 0,296117365
23 0,01277778  0,000163272 0,047487675
24 0,42069444  0,176983812 0,166396002
25 -0,39680556  0,157454652  0,66830625
26 -0,30888889  0,095412346 0,007729341
27 0,38902778 0,151342614 0,487087678
28 -0,12513889 0,015659742 0,264367365
29 -0,12722222  0,016185493  4,34026E-06
30 -0,19930556 0,039722706 0,005196008
31 0,05319444  0,002829648  0,06375625
32 0,17111111  0,029279012  0,013904341
33 0,08902778  0,007925946 0,006737673
34 0,10486111 0,010995852  0,000250694
35 0,41277778 0,170385496  0,094812676
36 -0,27930556  0,078011596  0,47897935

Tabela 18: Dados para o célculo da estatistica do teste de Durbin-Watson.

Entao,

dy =

S (e —eim1)?  6,1320646

Z’?:l 67,2

©2,6712347

= 2,295929

1,18 1,46 A partir da Tabela de Durbin-Watson, 10, tem-se que dy = 1,18 < d,, < 4—dy = 2, 54, logo ndo rejeita-se

Hj. Portanto ndo rejeita-se a hipdtese de independéncia das observagdes.

Utilizando o Action Stat constatam-se os seguintes resultados:
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Testes de Homocedasticidade

Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan

Estatistica GL P-valor

1,954704963 1 0,162080747

Teste de Homocedasticidade - Goldfeld Quandt

Varidvel Estatistica GL1 P-valor
LoglODose 2,033774231 12 11 0,249904296
Prep 1,915911701 12 11 0,251336149

Teste de Independencia

Teste de Independéncia - Durbin-Watson

Estatistica P-valor
2,670737991 0,077602395

11.2  Aplicacao 2 - Paralelismo 4 x 4 com fator de correcao

Para validar o funcio referente ao fator de correcdo do modelo de paralelismo toma-se o exemplo da Farmacopeia
Europeia [3] 5.1.3, no qual tem-se um ensaio 4 X 4. A seguir apresentam-se os dados utilizados na aplicacao.
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Preparacao Dose Resposta  Poténcia  Dissolucao
Padrdo 0,296296304 252 670 0,668
Padrdo 0,296296304 249 670 0,668
Padrao 0,296296304 247 670 0,668
Padrdo 0,296296304 250 670 0,668
Padrdo 0,296296304 235 670 0,668
Padrao 0,444444452 207 670 0,668
Padrdo 0,444444452 201 670 0,668
Padrdo 0,444444452 193 670 0,668
Padrao 0,444444452 207 670 0,668
Padrdo 0,444444452 207 670 0,668
Padrao 0,666666672 168 670 0,668
Padrao 0,666666672 187 670 0,668
Padrao 0,666666672 162 670 0,668
Padrao 0,666666672 155 670 0,668
Padrao 0,666666672 140 670 0,668
Padrdo 1 113 670 0,668
Padrao 1 107 670 0,668
Padrao 1 111 670 0,668
Padrdo 1 108 670 0,668
Padrdo 1 98 670 0,668

Amostra 0,296296304 242 20000 0,025
Amostra 0,296296304 236 20000 0,025
Amostra 0,296296304 246 20000 0,025
Amostra 0,296296304 231 20000 0,025
Amostra 0,296296304 232 20000 0,025
Amostra 0,444444452 206 20000 0,025
Amostra 0,444444452 197 20000 0,025
Amostra 0,444444452 197 20000 0,025
Amostra 0,444444452 191 20000 0,025
Amostra 0,444444452 186 20000 0,025
Amostra 0,666666672 146 20000 0,025
Amostra 0,666666672 153 20000 0,025
Amostra 0,666666672 148 20000 0,025
Amostra 0,666666672 159 20000 0,025
Amostra 0,666666672 146 20000 0,025
Amostra 1 115 20000 0,025
Amostra 1 102 20000 0,025
Amostra 1 104 20000 0,025
Amostra 1 106 20000 0,025
Amostra 1 95 20000 0,025

Para esse exemplo se considera:

* Poténcia atribuida Pot,;: poténcia da preparacio do padrio é dada por 670 UI/myg ;

* Poténcia assumida Pot,: poténcia assumida para preparagéo do teste é dada por 20000 UT /vial

* Solest, solugdo estoque padrdo;

Tabela 19: Dados para a aplicacio.
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* Solest, solucdo estoque amostra.

Conforme dado na Farmacopeia Europeia, tem-se que a solucio estoque para o padro é dada por:

16,7 mg
25 mL
E tem-se que a solucdo estoque para amostra € dada por:

Solest, = = 0,668 mg/mL

1 vial
40 mL
As demonstracdes dos cdlculos referentes as estimativas do modelo de retas paralelas sdo dadas na primeira
aplicacdo 11.1, desta forma como os cdlculos foram validados anteriormente, apresenta-se apenas a validacdo re-
ferente ao fator de corregao.
O fator de correcdo é dado por:

Solest, = = 0,025 vial/mL

o Potat x Solest, 670 UI/mg x 0,668 mg/mL 670 x 0,668 UI/mi — 0.89512
"~ Potgs x Soles;, 20000 UI /vial x 0,025 vial/mL — 20000 x 0,025 UI/mL

Tem-se que a estimativa da poténcia relativa é dada por:

antilog(M) = 91, 68361308
Logo, a poténcia é dada por:

~91,68361308
B 100
A seguir, apresentam-se os resultados obtidos pelo Action Stat.

Pot x 0,89512 x 20000 = 19228,47543 U1 /vial

Resumo Descritivo por Fator

Sample Minimo Média Mdximo Desvio Padrio Coeficiente de Variagio Amplitude Tamanho da Amosira
5 -0,4054651 140 1624 187 17,271364 0,10635076 a7 5
3 -0,8109302 193 203 207 6,164414 0,03036657 14 5
3 -1,2163953 235 248,6 252 6,730527 0,0272933 17 5
5 o 98 1074 113 5,770615 0,05373012 15 5
T -0,4054651 146 150,4 159 5,53464 0,03719841 13 5
T -0,8109302 186 1954 206 7,503333 0,03839986 20 5
T -1,2163953 231 2374 245 6,465292 0,02723375 15 5
T 1] 95 104,4 115 7,231874 0,06927082 20 5

Figura 4: Anélise descritiva.
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Teste de Paralelismo

Teste de Falta de Ajuste

GL Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
LnDose 1 101745,605 101745,605 1364,339323 8,1894E-28
Sample 1 632,025 632,025 8,475025142 0,006507434
I{LnDose"2) 1 148,225 148,225 1,987596379 0,168238233
LnDose:Sample 1 25,205 25,205 0,337981897 0,565069382
Sample:l{LnDose”2) 1 34,225 34,225 0,458933959 0,502991425
Residuos 34 2463,09 72,44382353
Falta de Ajuste 2 76,69 38,345 0,514180355 0,602847341
Erro Puro 32 23864 74,575
Tabela da ANOVA
Fatores L. Soma de Quadrados Quadrado Médio
Regressao 1 101745,605 101745,605 1404,47591 3,08111E-29
Preparacao 1 632,025 632,025 8,724346248 0,005662447
Quadrado 1 148,225 148,225 2,04606815 0,161726457
Paralelismo 1 25,205 25,205 0,347924761 0,559190136
Dif_Quadrado 1 34,225 34,225 0,472435031 0,496531236
Residuos 34 2463,09 72,44382353

Modelo para Poténcia

Figura 5: Teste de paralelismo.

Tabela da ANOVA

Fatores Soma de Quadrados Quadrade Médio Estat. F P-valor
LnDose 1 101745,605 101745,605 1409,564517 4,63151E-31
Sample 1 632,025 632,025 8,755955735 0,005355358
Residuos 37 2670,745 72,1822973

Figura 6: Modelo para a poténcia.

Coeficientes
Preditor Estimativa Desvio Padriio Estat.t P-valor
Intercepto 112,185 2,618648171 42,84030666 3,90528E-33
LnDose -111,2549514 2,963308516 -37,54416754 4,63151E-31
SampleT 7,95 2,686676335 -2,959046423 0,005355358

Desvio Padrdo dos Residuos

Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste
Graus de Liberdade RA2

RA2 Ajustado

8,496016555

37 0,374576047

0,973201779

intervalo de confianga para os parémetros

2,50%

(Intercept) 106,8791148 117,4908852
LnDose -117,2591848 -105,250718
sampleT -13,39372334 -2,506276659

Figura 7: Estimativas do modelo para a poténcia.
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Res. Padronizado vs Valores Ajustados QQ-plot
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Figura 8: Gréfico 4 em 1 dos residuos.

Teste de Normalidade

Teste de Normalidade

Estatistica P-valor
Anderson-Darling 0,536189104 0,159485524
Shapiro-Wilk 0,938473272 0,030724379
Kolmogorov-Smirnov 0,134827647 0,064725237
Ryan-Joiner 0,961628481 0,0151

Figura 9: Testes de normalidade.

Testes de Homocedasticidade

Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan

Estatistica GL P-valor
0,29125403 1 0,589418037

Figura 10: Teste de homoscedasticidade.

Teste de Independencia

Teste de independéncia - Durbin-Watson

Estatistica P-valor
1,742838421 0,252942256

Figura 11: Teste de independéncia.
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Gréfico: Diagrama de Dispersdo
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Figura 12: Gréfico de dispersao.
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Figura 13: Gréfico de dispersao.
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Estimativa da Poténcia

Estimativa da poténcia

Razdo de betas (Ln)
Poténcia relativa (%)
Poténcia (Ul)

Estimativa
0,071457434
107,4072495
19228,47543

Limite inferior

0,030692827
103,1168708
18460,39467

Limite superior
0,112511328
111,9084934
20034,30612

Figura 14: Estimativa da poténcia.

11.3 Aplicacao 3 - Interpolacao 5 x 1

Para validar o doseamento em ensaios 5x1, toma-se o exemplo 7 da farmacopeia brasileira (2010) [2]. O ensaio é
referente a um antibidtico usando placas de Petri. Neste caso, doseamento microbiolégico de Bezlpenicilina benzatina
p6 para injetdvel. A poténcia suposta é de S4 = 600.000 U /frasco. Os dados estdo na tabela a seguir.

Doses UI/mL 0,15 0,3 0,6 ‘ 1,2 2,4 0,15
log,,Doses -0,823908741  -0,522878745  -0,22184875 ‘ 0,079181246  0,380211242 -0,823908741
Placas pl p2 p3 ‘ p4 pS ponto da amostra
Ponto Réplica PADRAO REFERENCIA (P3) AMOSTRA/PADRAO
ZONA 1 ZONA 3 ZONA 5 ‘ ZONA 2 ZONA 4 ZONA 6
P1 1 19,88 19,85 19,75 13,87 12,86 12,88
P1 2 20,6 20,07 20,3 12,95 13,24 13,39
P1 3 20,43 20,06 20,3 13,08 13,08 13,31
P2 1 19,54 18,49 19,96 16,24 15,34 16,26
P2 2 19,85 19,06 19,7 16,35 15,98 16,7
P2 3 19,86 19,2 19,95 16,88 15,5 16,7
P4 1 19,21 19,68 19,81 23,47 23,04 23,99
P4 2 18,97 19,14 19,72 23,04 22,65 23,85
P4 3 19,39 19,65 19,55 23,19 23,01 23,82
P5 1 19,32 19,65 19,25 2741 27,5 27,3
P5 2 19,61 19,27 19,53 27,62 27,41 27,49
P5 3 19,72 20,04 19,9 26,67 26,53 27,27
AMOSTRA 1 19,78 18,73 18,57 19,66 19,57 18,69
AMOSTRA 2 19,45 19,12 18,89 19,49 18,91 19,04
AMOSTRA 3 19,5 19,7 19,12 19,94 19,02 19,28
Tabela 20: Leituras do didmetro (mm) dos halos de inibicao
Inicialmente tem-se a Tabela do modelo:
Dose  X=log;yDose Y=Diametro X2 Y2 Y x X
0,15 -0,82391 13,40611 0,678826 179,7238 -11,0454
0,15 -0,82391 12,48611 0,678826 155,903  -10,2874
0,15 -0,82391 12,61611 0,678826 159,1663 -10,3945
0,15 -0,82391 12,39611 0,678826 153,6636 -10,2133
0,15 -0,82391 12,77611 0,678826 163,229  -10,5263
0,15 -0,82391 12,61611 0,678826 159,1663 -10,3945
0,15 -0,82391 12,41611 0,678826 154,1598 -10,2297
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0,15 -0,82391 12,92611 0,678826 167,0843 -10,6499
0,15 -0,82391 12,84611 0,678826  165,0226  -10,584
0,3 -0,52288 16,40167 0,273402  269,0147 -8,57608
0,3 -0,52288 16,51167 0,273402  272,6351  -8,6336
0,3 -0,52288 17,04167 0,273402  290,4184 -8,91073
0,3 -0,52288 15,50167 0,273402  240,3017 -8,10549
0,3 -0,52288 16,14167 0,273402  260,5534  -8,44013
0,3 -0,52288 15,66167 0,273402  245,2878  -8,18915
0,3 -0,52288 16,42167 0,273402  269,6711 -8,58654
0,3 -0,52288 16,86167 0,273402 284,3158 -8,81661
0,3 -0,52288 16,86167 0,273402  284,3158 -8,81661
0,6 -0,22185 19,67389 0,049217 387,0619 -4,36463
0,6 -0,22185 19,67389 0,049217 387,0619 -4,36463
0,6 -0,22185 19,67389 0,049217 387,0619 -4,36463
0,6 -0,22185 19,67389 0,049217 387,0619 -4,36463
0,6 -0,22185 19,67389 0,049217 387,0619 -4,36463
0,6 -0,22185 19,67389 0,049217 387,0619 -4,36463
0,6 -0,22185 19,67389 0,049217 387,0619 -4,36463
0,6 -0,22185 19,67389 0,049217 387,0619 -4,36463
0,6 -0,22185 19,67389 0,049217 387,0619 -4,36463
1,2 0,079181 23,68611 0,00627  561,0319 1,875496
1,2 0,079181 23,25611 0,00627  540,8467 1,841448
1,2 0,079181 23,40611 0,00627 547,846  1,853325
1,2 0,079181 23,25611 0,00627  540,8467 1,841448
1,2 0,079181 22,86611 0,00627 522,859  1,810567
1,2 0,079181 23,22611 0,00627  539,4522 1,839072
1,2 0,079181 24,20611 0,00627  585,9358  1,91667
1,2 0,079181 24,06611 0,00627  579,1777  1,905585
1,2 0,079181 24,03611 0,00627  577,7346  1,903209
24 0,380211 27,49611 0,144561 756,0361 10,45433
2,4 0,380211 27,70611 0,144561 767,6286 10,53417
2,4 0,380211 26,75611 0,144561 715,8895 10,17297
24 0,380211 27,58611 0,144561 760,9935 10,48855
2,4 0,380211 27,49611 0,144561 756,0361 10,45433
2,4 0,380211 26,61611 0,144561 708,4174 10,11974
2,4 0,380211 27,38611 0,144561 749,9991 10,41251
2,4 0,380211 27,57611 0,144561 760,4419 10,48475
2,4 0,380211 27,35611 0,144561 748,3568 10,4011

Soma -9,98319 896,935 10,37047 19076,72 -100,373

Meédia -0,22185 19,93189

As médias amostrais das varidveis log,;, Dose(X) e Diametro(Y') sdo, respectivamente,

1 45 1 45
T=— ; = —0,22185 y=— i = 19,93189.
T= ;as ¢ U= ;y

Além disso, na Tabela anterior, apresentam-se os valores de =2, y2 e xy para cada observacio i = 1,...,45.
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Da Tabela calculam-se as somas de quadrados da seguinte forma:

n

Spe = fo —nZ? = 10,37 — 45 x —0, 221852 = 20, 35366803

=1
Syy =Y _yi —ny® = 19076, 72 — 45 x 19,9319 = 18179, 78435
i=1
Sey = Y wiy; — nTY = —100,37 — 45 x —0,2218 x 19,9319 = 98, 61140598.

i=1
Logo, as estimativas dos parametros 31 e [y sdo, respectivamente

~  98,61140598 ~ B
Bi= 50 35366503 — 1209108006 e Fo = 19,93188889 — (~0,22184875) x 12, 09108006 = 22, 61427985,

A seguir apresenta-se o teste de falta de ajuste (desvio de linearidde).

G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
Regressao 1 1192,318404 1192,318404 8009,603015 1,0591E-47
Residuos 43 6,7921822 0,1579577
Desvio de Linearidade 3 0,8377378 0,2792459 1,875882 0,149180783
Erro Puro 40 5,9544444 0,1488611

Tabela 22: Teste de Falta de Ajuste.

A saida do sistema é dada por:

Tabela da ANOVA
Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor Disposigio
Regressﬁo 1 1192,318404 1192,318404 B8009,603015 1,0591E-47 Aprovado
Residuos 43 6,7921822 0,1579577
Desvio de Linearidade 3 0,8377378 0,2792459 1,875882 0,149180783 Aprovado
Erro Puro 40 5,9544444 0,1488611

Para o cédlculo da poténcia, utiliza-se a equacao 19. Com isso, tem-se:

Amostra  Padrao  Diferenca

14,16 14,83 -0,67
14,7 14,88 -0,18
14,5 14,85 -0,35
14,8 14,37 0,43
15,08 14,91 0,17
14,51 14,41 0,1

14,48 14,05 0,43
14,81 14,63 0,18
14,35 13,95 0.4

Média  0,056667

Tabela 23: Calculo da tendéncia.
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1 & 0, 056667
M = = (Yai — Yp;) = —=——— = 0,004963
b1 ; 12,09
Desta forma a poténcia € dada por:
Poténcia = 10110810 Poténciadeclarada _ 3 5.78311 — 606,895 0374 UT /frasco.
Estimativa da poténcia

Estimativa

Dose_amostra (Logl0) 0,005

Poténcia relativa (%) 100,058

Poténcia (Ul/frasco) 606895,0374

Figura 15: Resultado para célculo de poténcia.

e T =—0,22185

* Sue = 20,35366803
« By =12,09

. Bo = 22,6143

* QME = 0,1579577
* Jo=12,72

Suponha-se, o = log;, 0, 15, logo a incerteza devido a curva de calibra¢do pelo método Fieller é dada por

(o) = Jo+B [QME 3@

B 12,72+12,09\/0,1579577 12,722

= 0,024647584
12,09 12,092 20, 35366803 x 12,092 0,02464758

Uma das fontes de incerteza é o desvio-padrdo do u(M) = 0,031709805/1/9. A incerteza para o doseamento é
dados por:

U =2 x \/u?(M) + u2(Curva) = 2 x /0, 0317098052 + 0,010572 = 0, 05637

M, = M+U=0,058323463
M; M —U = —0,048950162

O intervalo de confianga é dado por:

POténCiasuperior _ 10]\15+10gm Poténcia declarada __ 105,836474714 _ 6862377 92 UI/frasco

N I énciz arad: e
POtenClainferior — 10]WI+10g10 Poténcia declarada — 105,72)201088 — 536044, 8 UI/fraSCO
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11.4 Aplicacao 4 - Modelo slope-ratio

Para validar o modelo de slope-ratio, toma-se o exemplo da Farmacopeia Europeia [3] 5.2.1, no qual tem-se um
ensaio 3 x 3. Nesta aplicacdo, desconsidera-se o branco.

* Modelo para validade do ensaio

Sera ajustado um modelo linear baseado nos dados coletados como mostrados na Tabela 24:

Tabela 24: Dados coletados
Dose Preparacio Absorbiancia Dose Preparacio Absorbancia

0,01 Padrio 0,133 0,01 Amostra 0,12
0,01 Padrao 0,133 0,01 Amostra 0,119
0,01 Padrao 0,131 0,01 Amostra 0,118
0,01 Padrao 0,136 0,01 Amostra 0,12
0,01 Padrao 0,137 0,01 Amostra 0,12
0,01 Padrao 0,136 0,01 Amostra 0,121
0,01 Padrao 0,138 0,01 Amostra 0,121
0,01 Padrao 0,137 0,01 Amostra 0,121
0,02 Padrao 0,215 0,02 Amostra 0,188
0,02 Padrao 0,215 0,02 Amostra 0,188
0,02 Padrao 0,216 0,02 Amostra 0,19
0,02 Padrao 0,218 0,02 Amostra 0,19
0,02 Padrao 0,22 0,02 Amostra 0,19
0,02 Padrao 0,22 0,02 Amostra 0,191
0,02 Padrao 0,219 0,02 Amostra 0,191
0,02 Padrao 0,218 0,02 Amostra 0,19
0,03 Padrio 0,299 0,03 Amostra 0,254
0,03 Padrao 0,299 0,03 Amostra 0,253
0,03 Padrao 0,299 0,03 Amostra 0,255
0,03 Padrao 0,297 0,03 Amostra 0,258
0,03 Padrao 0,297 0,03 Amostra 0,257
0,03 Padrao 0,305 0,03 Amostra 0,257
0,03 Padrao 0,299 0,03 Amostra 0,255
0,03 Padrao 0,302 0,03 Amostra 0,254

Adota-se a seguinte notagdo:

— Xy: Dose;

X9 =0, Preparacao Padrao;
X9 =1, Preparacdo Amostra;

Xo: Preparagdo {

X3: Interacdo entre Dose e Preparacio;
Y : Absorbancia.

Estimativa dos parametros:

Inicialmente, encontram-se as estimativas para os parametros do modelo.
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(0,133 ] (1 0,01 1 0,01 ]
0,133 1 0,01 1 0,01
0,299 1 0,03 1 0,03
0,299 1 0,03 1 0,03
Y=1 : | X= E
0,12 1 0,01 0 0,00
0,119 1 0,01 0 0,00
0,254 1 0,03 0 0,00
| 0,253 | | 1 0,03 0 0,00 |
48,00 0,96 24,00 0,48
T+ | 0,96 0,02 0,48 0,01
XX = 24,00 0,48 24,00 0,48 |’
0,48 0,01 0,48 0,01
0,20 —12,50 —0,29 12,50
(XTX) ! = —12,50 625,00 12,50 —625,00

-0,29 12,50 0,58 —25,00
12,50 —625,00 —25,00 1250,00

9,74
0,22
4,52
0,10

XTy:

eda = (X'X)"" X'Y obtém-se
—0,053
8,225
—0,00004
—1,456

=)

Assim, o0 modelo ajustado é dado por:

Absobancia = —0,053 + 8,225 x Dose — 0, 00004 * Preparacdo — 1,456 % Dose * Preparagdo  (28)
— Teste de significincia dos parametros:
2
(i w) 94, 8676)2
* SQT:y/y*T :2,168297%

« SQE=YTY —BTXTY =2,16829 — 2, 168105 = 0,000185

* SQR = SQRy, + SQR,, + SQR,, = 0,17985 + 0,01015 + 0,0017 = 0, 1917
« SQI = 2,98 x 1079

* SQpp = 0,000162

=0,19188
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* SQra = SQF — SQgp = 0,000185 — 0,000162 = 0,000023
S 0,000162
. QMpp = 22Er _ 0 = 0,000004
n—m 42
Portanto, a estatistica do teste é calculada por
v By QM _ S ST 0,098 0o
1 = = = = = 5
QMgp S%EP % 0, 000004
M SQu 2981077 9 g8y 109
* Fy = SMRl = SQlEP = 0,00%)162 = ’0 000004 = 0’0007
EP 12 12 )
b QMra SQra 0000028 000115 5 08418
* I3 = = = = =2,
QMgp S?l# % 0, 000004
A Tabela ANOVA fica da seguinte forma:
Fatores G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F  P-valor
Regressio 2 0,191697 0,095848 24849,57 2,87E-65
Igualdade do Intercepto 1 2,98E-09 2,98E-09 0,000708 0,978896
Residuos 44 0,000185 4,21E-06
Desvio de Linearidade 2 2,3E-05 1,15E-05 2,984182 0,061402
Erro Puro 42 0,000162 3,86E-06

« Calculo da poténcia relativa

O modelo para cilculo de poténcia é uma atualizacdo do modelo ajustado 28 desconsiderando a varidvel
Preparagdo. Assim, baseado nos mesmos dados 24 encontram-se as estimativas para os pardmetros do novo
modelo com a seguinte notagao:

X : Dose;

Xo: Interacdo entre Dose e Preparacdo e

Y : Absorbancia.

Estimativa dos parametros:

Inicialmente, encontra-se as estimativas para os pardmetros do modelo.

[ 0,133 T 1 0,01 0,01
0,133 1 0,01 0,01
0,299 1 0,03 0,03
0,299 1 0,03 0,03
Y = ;7 X =
0,12 1 0,01 0,00
0,119 1 0,01 0,00
0,254 1 0,03 0,00
| 0,253 | | 1 0,03 0,00
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48,00 0,96 0,48
X'X=1] 09 0,02 0,01 |,
0,48 0,01 0,01

0.15 —6.25  0.00
(XTX)"'=| —6.25 357.14 —89.29 |,
0.00 —89.29 178.57

9,74
XTy=10,22
0,10
edaf = (X’X)"" X'Y obtemos
R 0,053
B = 8,225
—1,456
Assim, o modelo ajustado para poténcia é dado por:
Absobancia = 0,053 + 8,225 = Dose — 1, 454 « Dose * Preparacdo 29)
— Teste de significancia dos parametros:
(248 y')2 94,8676)?
i=1Yi

* SQE=Y'TY — B\FXTY = 2,16829 — 2,168105 = 0,000185

* SQR,;, =0,17985

* SQR,, =0,01185

‘52— QME — SQFE _ 0,000185
n—p-—1 45

Portanto, a estatistica do teste é calculada por
QMR,, S9f=  0AT985 g 17935

= 0,000004

« Fy = = —d= = TonmE = = 43741, 68
QME 598 .000 0,000004

QME,, S9f= 008 (115

* Iy = = "SQE ~ 10,000185 = 2881,24
QME % =2 0,000004

Fatores G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F  P-valor
Dose 1 0,17985 0,17985 43741,68 6,92E-69
Dose:Preparacao 1 0,011847 0,011847 2881,237 1,91E-42

Residuos 45 0,000185 4,11E-06

— Calculo da poténcia relativa
5L+ F2 8,225 — 1,456
O célculo da poténcia é dado por:p = b ;1 bz _ 8 53 5 = 0,823,

Desta forma, tem-se a poténcia relativa dada por: 0,823 x 100(%) = 82,3%
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A seguir, apresentam-se os resultados obtidos pelo Action Stat.

Resumo Descritivo por Fator

Sample Minimo Média Mdximo Desvio Padrdo Coeficiente de Variagio Amplitude Tamanho da Amostra
5 -0,4054651 140 162,4 187 17,271364 0,10635076 a7 5
5 -0,8109302 193 203 207 6,164414 0,03036657 14 5
5 -1,2163953 235 246,6 252 6,730527 0,0272933 17 5]
5 o 98 1074 113 5,770615 0,05373012 15 5
T -0,4054651 146 150,4 159 5,59464 0,03719841 13 5
T -0,8109302 186 1954 206 7,503333 0,03839986 20 5
T -1,2163953 231 2374 246 6,465292 0,02723375 15 5]
T [ 95 1044 115 7,231874 0,06927082 20 5

Figura 16: Analise descritiva.

Teste de Paralelismo

Teste de Falta de Ajuste
GL Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
LnDose 1 101745,605 101745,605 1364,339323 8,1894E-28
Sample 1 632,025 632,025 8,475025142 0,006507434
I{LnDosen2) 1 148,225 148,225 1,987596379 0,168238233
LnDose:Sample 1 25,205 25,205 0,337981897 0,565069382
Sample:l{LnDose*2) 1 34,225 34,225 0,458933959 0,502991425
Residuos 34 2463,09 72,44382353
Falta de Ajuste 2 76,69 38,345 0,514180355 0,602847341
Erro Puro 32 23864 74,575
Tabela da ANOVA
Fatores L Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
Regressao 1 101745,605 101745,605 1404,47591 3,08111E-29
Preparacac 1 632,025 632,025 8,724346248 0,005662447
Quadrado 1 148,225 148,225 2,04606815 0,161726457
Paralelismo 1 25,205 25,205 0,347924761 0,559190136
Dif_Quadrado 1 34,225 34,225 0,472435031 0,496531236
Residuos 34 2463,09 72,44382353

Figura 17: Teste de paralelismo.

Modelo para Poténcia

Tabela da ANOVA
Fatores Gl Soma de Quadrados  Quadrade Médio Estat. F P-valor
Dose 1 0,179850031 0,179850031 43741,67534 6,92185E-69
Dose:Preparacao 1 0,011846612 0,011846612 2881,237413 1,91187E-42
Residuos 45 0,000185024 4,11164E-06

Figura 18: Modelo para a poténcia.
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Coeficientes
Preditor Estimativa Desvio Padrio Estat.t P-valor
Intercepto 0,052979167 0,000774348 68,41781007 3,94539e-47
Dose 8,224107143 0,038320268 214,6150742 2,16847E-69
Dose:PreparacacAmaostra -1,454464286 0,027096521 -53,67715914 1,91187E-42

Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste

Desvio Padrifo dos Residuos Graus de Liberdade R*2 Ajustado

0,002027718 45 0,99903574 0,998392334

Intervalo de confianga para os pardmetros

2,50% 97,50%
(Intercept) 0,051419551 0,054538783
Dose 8,146926161 8,301288124
Dose:PreparacacAmostra -1,509039481 -1,39988909

Residuos

 Residuos Padronizados

Figura 19: Estimativas do modelo para a poténcia.

Res. Padronizado vs Valores Ajustados QQ-plot
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Figura 20: Grafico 4 em 1 dos residuos.

Teste de Normalidade

Teste de Normalidade

Estatistica P-valor
Anderson-Darling 0,456603805 0,255153925
Shapiro-Wilk 0,974469089 0,374149716
Kolmogorov-Smirnav 0,093430284 0,367539679
Ryan-Joiner 0,986831929 0,2977

Figura 21: Testes de normalidade.
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Testes de Homocedasticidade

Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan

Estatistica GL

P-valor

1,266977408 1

0,260334433

Figura 22: Teste de homoscedasticidade.

Teste de independencia

Teste de Independéncia - Durbin-Watson

Estatistica

P-valor

1,27289318

0,003445675

Figura 23: Teste de independéncia.

Grafico: Diagrama de Disperséo
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Figura 24: Gréfico de dispersao.
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Estimativa da Poténcia

Estimativa da Poténcia

Estimativa Limite inferior
Razio de betas 0,823146238 0,817943053
Poténcia relativa (%) 82,31462382 81,79430534

Limite superior

0,828358382
82,83583818

Figura 26: Estimativa da poténcia.
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