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RESUMEN. Se presenta un estudio de bioequivalencia de dos formas farmacéuticas
de Teofilina de liberacion prolongada, teniendo en cuenta la cinética no lineal de eli-
minacion de esta droga. Una dosis de 300 mg de Teofilina fue administrada a 12 vo-
luntarios sanos, en un disefio aleatorio, cruzado y compensado. Se utiliz6 una forma
farmacéutica elixir, a los efectos de estimar los parametros farmacocinéticos de elimi-
naci6n en cada individuo. Como parametros de evaluacién de la biodisponibilidad se
utilizé el 4rea bajo la curva, la concentracién maxima experimental, la dosis biodispo-
nible y el tiempo durante el cual la concentracién se mantuvo superior al 50% de la
concentracién maxima. Se aplicaron test estadisticos de analisis de la varianza, inter-
valos de confianza por estimacién bayesiana y test bicaudal de bioequivalencia.

SUMMARY. “Bioequivalence Study of Theophylline considering Michaelis-Manten
Kinetics”. A bioequivalence study between two controlled-release forms of theophylline
was performed, taking into account its non linear elimination kinetics. Three hundred mg
of drug were given to twelve human volunteers with a randomized and crossover design.
The elimination parameters were estimated from the oral administration of a solution of
Theophylline. Area under the curve (AUC), experimental peak concentration (Cmax),
biocavailable dose (FD/Vd) and half value duration (HVD) were used as bioavailability
parameters. Analysis of variance, bayesian approach for confidence intervals and bioe-
quivalence two-one sided test, were performed.

INTRODUCCION

La bioequivalencia de formas farmacéuticas ha merecido en los ultimos afios
una reconsideracién de los procedimientos de evaluacién estadistica, como asi
también de los criterios de aceptacién 12.

La situacién es atin compleja cuando la droga sigue una cinética de disposi-
cion no lineal, por ejemplo eliminacién de tipo Michaelis-Menten.

Varias evidencias de una importante incidencia de eliminacién no lineal se
han reportado para teofilina 345,
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En el presente informe se ensaya un procedimiento de evaluacién de la bioe-
quivalencia de dos formas farmacéuticas de liberacién prolongada de teofilina, te-
niendo en cuenta todas estas circunstancias.

MATERIALES Y METODO
Formas Farmacéuticas

A los efectos de poder cuantificar la cinética de eliminacién de la teofilina en
cada voluntario del estudio, se administré una tercera formulacién de ripida ab-
sorcion, tal cual es un elixir (Forma B: 567 mg de teofilina por 100 ml de solu-
cién).

Las formas de liberacién controlada fueron: comprimidos de 300 mg de teofi-
lina anhidra (Forma A, producto de desarrollo) y cdpsulas conteniendo 200 mg y
100 mg de teofilina anhidra, formulada como microgranulos de liberacién prolon-
gada (Forma C, producto del mercado europeo).

Sujetos

Doce voluntarios sanos fueron seleccionados para el estudio de acuerdo a
una evaluacion previa desde el punto de vista médico y bioquimico.

Se les solicit6 la firma de un consentimiento escrito, luego de habérseles en-
terado de los objetivos del estudio y de los posibles efectos adversos.

Los voluntarios fueron de ambos sexos, de peso y edad promedio 60 kg y 32
anos, respectivamente,

Dosis

Cada sujeto recibié una dosis de 300 mg de teofilina anhidra : 56,25 ml de la
Forma B, 1 comprimido de la Forma A y 1 cdpsula de 200 mg més 1 cdpsula de
100 mg de la Forma C, seguida de un vaso de agua (200 ml aproximadamente).

Modo de administracion

Las tres formulaciones fueron administradas segin un disefio en tres vias,
aleatorio, cruzado y compensado (Tabla 1).

El intervalo entre cada una de las administraciones fue de 1 semana. Los su-
jetos estaban en ayunas desde 10 horas antes de la administracién hasta 4 horas
después de la misma.

Muestreo

Se tomaron muestras sanguineas de la vena aritecubital a los siguientes tiem-
pos: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24 y 36 horas post-administracién de las
Formas A y C. Para la Forma B el tiempo de muestreo fue: 0, 5, 15, 30, 45, 60, 90
minutos y 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 24 y 36 horas post-dosis. :

Andlisis quimico

Los niveles plasméticos de Teofilina fueron cuantificados por cromatografia li-
quida de alta eficacia (HPLC), segin técnica ya descripta .
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Sujeto A B c
1 1 2 3
2 3 1 2
3 2 3 1
4 3 2 1
5 1 3 2
6 2 1 3
7 1 2 3
8 3 1 2
9 2 3 1

10 3 2 1

11 1 3 2

12 2 1 3

Tabla 1. Modo de administracion de las formas farmacéuticas (A: com-
primidos, B: elixir, C: microgrinulos) a los distintos voluntarios durante
las 3 semanas que durd el ensayo.

Andlisis farmacocinético

Para la serie de datos concentracién-tiempo de cada individuo, luego de cada
forma farmacéutica se determiné la concentracién mixima experimental (Cmax) y
el 4rea bajo la curva de niveles plasmiticos hasta las 36 horas (ABC 0-36) segin el
método de los trapecios.

Luego de un ajuste de los datos a la mejor curva multiexponencial, obtenida
por anilisis de regresién lineal con iteraciones, se calcul6 el tiempo durante el
cual las concentraciones de Teofilina superaban el valor mitad de la Cmax experi-
mental (T50%). Este parimetro refiere a la forma de la curva Ct y para una droga
e individuo dados su valor esti inversamente relacionado con la velocidad de ab-
sorcion.

A partir de las curvas de mejor ajuste puede estimarse la constante de veloci-
dad de eliminacién (), del exponencial mis pequefio.

Se estimo el drea.bajo la curva de cero a infinito (ABC) luego de cada admi-
nistracién, extrapolando desde la Gltima concentracién experimental segin cinéti-
ca de primer orden, asumiendo como constante de velocidad de eliminacién la
calculada para la Forma B. Se realiz6 la extrapolacién de esta manera, ya que tras
la administracién de las Formas A y C las constantes B calculadas estin contamina-
das por la fase de absorcién de teofilina.

A partir de los datos provenientes de la administracién de la Forma B, se esti-
mo la posible cinética de eliminacién no lineal en cada sujeto (Km = constante de
Michaelis-Menten (mg/L), Vmax = velocidad mixima de eliminacién (mg/h/L)). El
procedimiento utilizado fue descripto previamente 7 (*) y se aplic6 sobre los datos

* Puede solicitarse una copia del programa al Dr. Pietro Fagiolino, suministrando un diskette
de 5.1/4".

183



Fagiolino, P., M. Turlier, H. Payssé y J.M Afache

de concentracién-tiempo correspondientes al intervalo 4-12 horas del estudio. El
mismo fue aplicado asumiendo que existia fase de eliminacién pura en dicho perio-
do, teniendo en cuenta que a esos tiempos se superaba en 2,5 veces los tiempos
maximos de concentracién, en todos los sujetos 8. No se utilizaron los datos poste-
riores a las 12 horas, ya que los niveles son muy inferiores a los Km reportados
previamente > y se estaria en condiciones de cinética lineal. Si en el ajuste de estos
datos se obtenia convergencia a un par Km, Vmax cuyo Km era inferior a 50 mg/L,
se aceptaba cinética de Michaelis-Menten; de lo contrario se asumia cinética de
primer orden, con B obtenida del ajuste multiexponencial.

Para cada sujeto y cada administracién se estimé la dosis biodisponible
(FD/Vd) mediante dos procedimientos, segtn se aplicara en el sujeto cinética line-
al 0 no lineal. Para cinética lineal FD/Vd se calcul6 multiplicando ABC por B obte-
nido tras la Forma B. Para cinética no lineal FD/Vd se calculé segin el programa
de cilculo ya mencionado’ para la rutina: administracién extravascular dosis Gnica.

Para este cilculo se introdujo en el listado del programa las siguientes sen-
tencias; linea 5265 GOTO 5325, linea 5325 J2= valor de Km hallado previamente,
linea 5465 J3= J3/J1 x valor de Vmax hallado previamente: J1= valor de Viax.

Andlisis estadistico

Los parametros ABC, Cmax y FD/Vd se transformaron logaritmicamente, no
asi T50% ni B.

Luego de verificar normalidad en la distribucién de los parimetros transfor-
mados o sin transformar (test chi-cuadrado) y similitud de varianzas para las dis-
tintas formas farmacéuticas (test F), se ensayaron los siguientes anilisis estadisti-
cos: andlisis de la varianza (ANOVA) en dos vias, teniendo en cuenta los sujetos,
los periodos y los tratamientos como fuente de variacién; estimacién bayesiana de
‘intervalos de confianza 9; test bicaudal de bioequivalencia 1°.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra los perfiles de niveles plasmiticos medios de teofilina
para cada forma farmacéutica.

mg/L
42 Figura 1. Niveles plasmiticos
i 5~ Forma B medios de teofilina en 1Z volun-
%~ Forma A tarios.

—2~ Forma C
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Las Tablas 2, 3, 4, 5, 6 y 7 resumen los valores de B, ABC, Cmax experimen-
tales, T50%, Km y Vmax, y FD/Vd para los distintos sujetos y formulaciones, res-

pectivamente.
Sujeto B A C

1 0,16 0,13 0,10

2 0,09 0,07 0,03

3 0,09 0,07 0,05

4 0,13 0,12 0,09

5 0,13 0,11 0,05

6 0,08 0,06 0,08

7 0,06 0,13 0,08

8 0,08 0,06 0,06

9 0.07 0,08 0,05

10 0,10 0,11 0,10

11 0.07 0,08 0,04

12 0,10 0,08 0,08

Media (1/h) 0,10 0,09 0,07
Desv. estindar 0.03 0,03 0,02

Tabla 2. Constante de velocidad de fase terminal () (A: comprimidos,
B: elixir, C: microgrinulos).

Sujeto B A C A/B A/C

1 71,10 57,44 48,69 0,81 1,18

2 141,65 125,33 139,78 0,88 0,90

3 145,92 185,33 179,78 1,27 1,03

4 89,78 85,62 78,31 0,95 1,09

5 63,03 58,31 56,15 0,93 1,04

6 163,25 154,50 123,25 0,95 1,25

7 61,05 42,00 39,50 0,69 1,06

8 181,67 188,63 141,75 1,04 1,33

9 142,56 131,43 124,57 092 1,06

10 115,19 85,10 72,20 0,74 1,18

11 189,76 196,29 141,29 1,03 1,39

12 98,66 94,30 67,80 0,96 1,39

Media (mg.h/L) 121,97 117,02 101,09
Desv. est. 45,38 54,69 45,75

_ Tabla 3. Area bajo la curva (A: comprimidos, B: elixir, C: microgranulos).
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Sujeto B A C A/B A/C

1 10,00 5,10 4,10 0,51 1,24

2 13,45 6,70 4,70 0,50 1,42

3 12,80 9,60 5,75 0,75 1,67

4 11,95 6,50 5,80 0,54 1,12

5 8,65 4,30 3,10 0,50 1,39

6 13,05 6,70 7,60 0,51 0,88

7 9,10 3,60 2,60 0,28 1,38

8 14,80 9,00 7,20 0,61 1,25

9 9,50 7,60 5,50 0,80 1,38

10 10,40 5,40 4,60 0,52 1,17

11 13,55 8,80 5,70 0,65 1,54

12 11,65 5,50 4,60 0,47 1,20
Media (mg/L) 11,58 6,57 5,10
Desv. est. 2,01 1,90 1,48

Tabla 4: Concentracion maxima experimental (A: comprimidos, B: elixir, C: microgrinulos).

Sujeto B A c A/B /B

1 5,47 9,09 10,35 1,66 1,89

2 8,79 14,92 31,10 1,70 3,54

3 8,29 15,33 29,30 1,85 3,53

4 5,77 11,65 12,70 2,02 2,20

5 6,25 11,08 16,06 1,77 2,57

6 9,42 16,92 13,68 1.80 1,45

7 4,00 9,91 13,25 2,48 3,31

8 7,90 18,41 15,25 2,33 1,93

9 10,97 17,04 20,00 1,55 1,82

10 8,19 13,40 13,44 1,64 1,64

11 11,68 16,69 39,00 1,43 3,33

12 7,38 13,87 14,81 1,88 2,01
Media (h) 7,84 14,02 19,08 1,84 2,44
Desv.est. 2,25 3,05 9,05 0,31 0,78

Tabla 5. Duracién de 50% de concentracién mixima (T50%) (A: comprimidos, B: elixir, C: microgra-
nulos).

Sujeto Km (mg/L) . Vmax (mg/L/h)
1 25,50 4,63
3 20,50 2,82
5 31,40 5,53
7 2,950 0,93
8 9,50 1,50
11 4,10 0,91

Tabla 6. Valores de Km y Vmax
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Sujeto B A C A/B A/C

1 10,82 9,34 8,34 0,86 1,12

2 12,75 11,28 12,58 0,88 0,90

3 15,43 20,97 22,69 1,36 0,92

4 11,67 11,13 10,18 0,95 1,09

5 9,75 9,50 11,59 0,97 0,82

6 13,06 12,36 9,86 0,95 1,25

7 9,85 7,86 8,94 0,80 0,88

8 17,77 1996 16,75 1,12 1,19

9 9,98 9,20 8,72 0,92 1,06

10 11,52 8,51 7,22 0,74 1,18

11 17,83 18,42 17,59 1,03 1,05

12 9,87 9,43 6,78 0,96 1,39
Media (mg/L) 12,53 12,33 11,77
Desv.est. 2,98 4,69 4,86

Tabla 7. Dosis biodisponible ( FD/Vd) (A: comprimidos, B: elixir, C: microgranulos).
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Figura 2. Area bajo la curva (A: comprimidos, B: elixir, C: microgrinulos).

Se observa generalmente un decrecimiento de las constantes B en cada sujeto
a medida que se prolonga la absorcién. Un test t-Student para series apareadas
muestra diferencias significativas (p = 0,01) entre las Formas B y C. Este hecho
confirma la adecuada extrapolacién en el cilculo de ABC utilizando B de la Forma
B, como mis fiel estimacién de la constante de velocidad de eliminacién en cada
sujeto.

La evaluacién de los parimetros de biodisponibilidad de la Forma A se reali-
z6 por comparacién con las Formas B y C, tomadas como referencias, mediante
dos anilisis independientes. Se analiz6 por un lado A contra B y por otro lado A
contra C. .

Un resumen estadistico puede observarse en las Tablas 8 y 9 y en las Figuras
2, 3,4,y 5, en las cuales se muestran los histogramas de probabilidad de hallar el
cociente de las medias poblacionales para los parimetros ABC, Cmax, T50% y
FD/Vd, respectivamente.

v
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ABC Cmax FD/vd T50%
ANOVA
Distribucion log- log- log- normal

normal normal normal
Fuente Var.
Sujetos S S S S

p < 0,001 p <005 p < 0,001 p < 0,001
Periodos NS NS NS NS
Tratamientos NS S NS S

p < 0,001 p < 0,001

Var. residual 0,0143 0,0206 0,0129 1,25
In A/B -0,08 * -0,60 * -0,05 * -
A/B 0,92 ** 0,55 ** 0,95 ** 1,84
Test bicaudal
Rango de A/B
equivalencia 0,8-1,25 0,7-1,43 0,8-1,25 ?
95%)
Resultado: equiv. inequiv. equiv. -

CONCLUSION: BIOINEQUIVALENCIA

Tabla 8. Resumen estadistico: Forma A vs. Forma B (referencia) S: Diferencia significativa. NS: Dife-
rencia no significativa (p=0.05). *: Media aritmética. **: Media geométrica

ABC Cmax FD/vd T50%
ANOVA
Distribucion log- log- log- normal
normal normal normal
Fuente Var.
Sujetos S S S NS
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Periodos NS NS NS NS
Tratamientos S S NS NS
p <001 p < 0,001
Var.residual 0,00797 0,0149 0,0138 35,85
In A/C 0,14* 0,25 0,05 * -
A/C 1,15 * 1,28 ** 1,05** 082"
Test bicaudal
Rango de A/C
equivalencia 0,8-1,25 0,7-1,43 0,8-1,25 ?
95%)
Resultado: equiv. inequiv. equiv. -
leve

CONCLUSION:- BIOINEQUIVALENCIA

Tabla 9. Resumen estadistico: Forma A vs Forma C (Referencia) S: Diferencias significativas. NS: Di-
ferencias no significativas (p = 0,05). *: Media aritmética. **: Media geométrica

v
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Figura 3. Concentracién maxima. (A: comprimidos, B: elixir, C: microgranulos).
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Figura 4. Duraciéon 50% de la concentracién maxima (A: comprimidos, B: elixir, C: microgranulos).
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Figura 5. Dosis biodisponible (A: comprimidos, B: elixir, C: microgranulos).

Cantidad absorbida ,

Del anilisis estadistico surge un hecho importante y es que la dispersion de
los cocientes para FD/Vd es menor que para ABC (Figuras 2y 5). Esta observa-
ci6n se debe a que la existencia de cinética de eliminacién no lineal contribuye a
incrementar el ABC en aquellos sujetos que la presentan, de manera no proporcio-
nal a la dosis biodisponible. Cuando las concentraciones se aproximan o superan
al valor de Km del sujeto, las mismas se acumulan desproporcionalmente a las do-
sis absorbidas, lo cual trae aparejado un incremento desproporcional en el ABC.

De manera general, esta situacién puede contribuir en algin caso a que se
concluya inequivalencia en base al rea bajo la curva, cuando en realidad tal vez
exista equivalencia de dosis biodisponible. Esta inequivalencia puede ser conclui-

v
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da de manera involuntaria, seglin como sean las constantes Km de los sujetos se-
leccionados para un estudio.

A la inversa, puede quedar enmascarada una inequivalencia real en la dosis
biodisponible, cuando sucede al mismo tiempo una inequivalencia en la velocidad
de absorci6n. Este caso es mis peligroso, ya que la Cmax seria incapaz de detec-
tar una diferencia en las velocidades de absorcién (alta velocidad de absorcién
con baja dosis biodisponible puede acumular desproporcionalmente las concen-
traciones y producir un valor alto en Cmax).

Velocidad de absorcion

En el presente estudio con teofilina se observa una significativa inequivalen-
cia en Cmax cuando se compara la Forma A con la Forma B y una significativa di-
ferencia cuando se compara la Forma A con la Forma C, aunque la inequivalencia
en este caso es leve teniendo en cuenta los margenes de aceptacién de 0,7-1,43 1
para el cociente A/C.

Las diferencias en Cmax eran previsibles para la comparacién A vs B, tenien-
do en cuenta que la Forma B es una solucién y la Forma A un comprimido dise-
flado para liberacién prolongada. Estas diferencias son debidas a la velocidad de
absorcién, lo cual se evidencia claramente al analizar T50%.

Como puede observarse de la Tabla 5, 1a Forma A incrementa promedialmen-
te un 84% el T50%, lo cual informa de un enlentecimiento moderado de la libera-
cién 11, :

La velocidad de liberacién es también la causa de una leve inequivalencia en
Cmax para la comparacién A vs C. Segin la Tabla 5, el enlentecimiento en la libe-
racién de la Forma C con respecto a la Forma B es mis importante que el produ-
cido por la Forma A.

Si bien no se han indicado con claridad los limites de aceptacién para el co-
ciente de T50%, de la figura 4 puede sugerirse una clara inequivalencia A vs C, ya
que el intervalo de confianza del 95% para la relacién A/C se ubica entre 0,5 y 1.

Juicio de bioequivalencia

La bioequivalencia encierra el concepto de intercambiabilidad de dos pro-
ductos farmacéuticos en el curso de un tratamiento con una droga, sin consecuen-
cias terapéuticas. Ello implica poseer similares biodisponibilidades (cantidad y ve-
locidad). Por lo tanto no se puede informar bioequivalencia entre las formas A y
C, ya sea considerando, para el cociente de Cmax, un intervalo de confianza del
95% comprendido entre 0,7 - 1,43 1, o del 90% comprendido entre 0,8 - 1,25 2.

Las Tablas 3, 4, y 7 informan los cocientes Forma A / Forma de Referencia
para cada sujeto, ttiles para el anilisis de la bioequivalencia individual 12, aunque
no incursionaremos sobre el tema en este trabajo debido a la no unificacién de
criterios en este aspecto.

Simulando concentraciones medias de estado estacionario, teniendo en cuen-
ta cin€tica lineal o cinética no lineal segin el caso, y posologias de 300 mg cada
12 horas o cada 24 horas, se ha construido un histograma de probabilidades para
el cociente A/C (Fig. 6). Puede verse en dicha figura la dispersién de cociente.
Esta dispersién seria mayor si se analizaran las concentraciones miximas en esta-

v
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Figura 6. Concentracién de estado estacionario.
(A: comprimidos, C: microgrinulos)

do estacionario, llevando a situaciones de inequivalencias terapéuticas. La causa
de esta dispersién de valores se deberfa al efecto que produce, en los niveles de
droga, la cinética no lineal.

La cinética de Michaelis Menten para teofilina parece incidir en un 50% (6 en
12) de los sujetos que participaron del estudio (Tabla 6). Esto no se puede afirmar
con certeza, ya que la mejor manera de verificarlo es tras una administracién intra-
vascular y a concentraciones mayores.

Los sujetos 3, 8 y 11 mostraron la mis riesgosa combinacién de parimetros
(FD/Vd, Km, VMAX) , a tal punto que una posologia de 300 mg cada 12 horas de
A o C simula niveles de estado estacionario muy superiores al margen terapéutico
(10-20 mg/L). Fue necesario para la simulacién en estos sujetos, considerar una
posologia de 300 mg cada 24 horas. En dichas condiciones el cociente de niveles
medios de estado estacionario (A/C) fue de 0,89 (sujeto 3), 1,43 (sujeto 8) y 1,30
(sujeto 11).

CONCLUSIONES

Puede concluirse de este estudio que el producto desarrollado (Forma A)
constituye una forma de liberacion prolongada que difiere notoriamente de la so-
lucién de teofilina (Forma B), pero que promedialmente no puede informarse bio-
equivalente con la Forma C (microgrinulos), debido a diferencias en la velocidad
de liberacion.

La presencia de cinitica de eliminacién de Michaelis-Menten aporta un ele-
mento distorsionador en los ensayos de bioequivalencia, que puede ser soluciona-
do mediante un procedimiento apto que permite desligar la influencia de esta ci-
nitica en la evaluacién de la biodisponibilidad.
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