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Introducción

Las dosis de medicamento administradas por
vía extravascular no siempre se corresponden
con las cantidades que alcanza la circulación
sistémica, siendo, por lo general, fracciones de
aquéllas, por otro lado de magnitud generalmen-
te desconocida. Este hecho ha sido motivo
de preocupación desde hace tiempo debido a
la repercusión terapéutica que este aprove-
chamiento «parcial» del medicamento pueda
acarrear. Las causas por las cuales sólo una frac-
ción de la dosis llega a acceder a la circulación
sistémica son variadas, atribuibles unas a las
propiedades fisicoquímicas del principio activo,
otras a factores tecnológicos y de formulación
y las restantes a determinados factores fisiopa-
tológicos del paciente. Se necesita, pues, cono-
cer cuál es en cada caso la fracción de princi-
pio activo que de hecho accede a la circulación
sistémica y cuál es su velocidad'de acceso tras
su administración, lo que, en términos biofar-
macéuticos, se conoce como biodisponibilidad,
de acuerdo con la definición mundialmente
aceptada de la American Pharmaceutical Asso-
ciation (APhA).

Parámetros farmacocinéticos para
caracterizar la biodisponibilidad

De acuerdo con las normativas de la Food and
Drug Administration (FDA), quizá las únicas ofi-
cializadas y aceptadas más allá de su ámbito
estricto de aplicación obligada en EE.UU., los
estudios de biodisponibilidad deben abordarse
prioritariamente mediante el estudio de la evo-
lución frente al tiempo de los niveles plasmáti-
cos, estimando los oportunos parámetros
(AUCgV Cmax, Tmax, MRT y VRT).

AUCo , el área bajo la curva de niveles plas-
máticos/tiempo desde cero hasta infinito, es un
parámetro directamente relacionado (salvo al-

gunas excepciones) con la fracción de dosis ab-
sorbida, caracterizando, por consiguiente, la bio-
disponibilidad en magnitud, mientras que Cmax,
el nivel plasmático máximo, y Tmax, el tiempo al
que se alcanza dicho nivel, son parámetros, ge-
neralmente experimentales, más relacionados
con la biodisponibilidad en velocidad. Los mo-
mentos estadísticos MRT, tiempo medio de re-
sidencia y su varianza, VRT, son parámetros teó-
ricos y amodelísticos relacionados con la bio-
disponibilidad en velocidad1.

Estimación de los valores de AUCp°

En la estimación de los valores de AUCo° ca-
bría considerar dos posibles situaciones, en fun-
ción de que se disponga o no de una función
teórica de ajustado a los datos experimentales.
Cabe considerar el primer caso como poco fre-
cuente en los estudios de biodisponibilidad en
el hombre, puesto que difícilmente puede inter-
pretarse satisfactoriamente el número más bien
escaso de niveles obtenidos tras una adminis-
tración extrabasal mediante modelos cinéticos
compartimentales sencillos o medianamente
complejos. En cualquier caso, en la tabla I se
exponen las ecuaciones teóricas de un ajusta-
do mono o multicompartimental.

En las situaciones, por lo demás muy frecuen-
tes, en que no se dispone de una función teóri-
ca que se ajuste a los datos experimentales, se
determina AUCo° normalmente en dos etapas:
primero se estima el área hasta el último tiem-
po experimental (AUCQ), normalmente por inte-
gración numérica, mediante alguno de los mé-
todos que figuran en la tabla II y, en segundo
lugar, el área desde tiempo t hasta infinito
(AUCt°°), por aplicación de la ecuación 1.

1.
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TABLA I
ECUACIONES PARA EL CÁLCULO DE AUCo A PARTIR DE LAS ECUACIONES TEÓRICAS

YA AJUSTADAS

Modelo monocompartimental i.v.
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TABLA II
MÉTODOS NUMÉRICOS PARA LA ESTIMACIÓN DE AUCo

Método Observaciones

Método trapezoidal Independiente del modelo farmacocinético; subestima el
área durante la fase de absorción y la sobreestima en la
fase descendente

Método log-trapezoidal Independiente del modelo. Utiliza la transformación
logarítmica entre cada par de concentraciones. Método
de elección en la fase monoexponencial terminal de la
curva de niveles plasmáticos

Método mixto Utiliza el método trapezoidal hasta la fase
monoexponencial terminal y el método log-trapezoidal
en esta última fase

Método de Lagrange2 Utiliza una interpolación polinómica de orden superior
entre cada par de concentraciones experimentales que
suministra mayor precisión en la estimación de AUC

Método de los esplines3 Yeh y Kwan lo aplican a la determinación de las áreas.
Utilizan esplines cúbicos. En general, podría
considerarse como uno de los métodos menos
distorsionables cuando se utiliza en combinación con el
log-trapezoidal

Método de Yeh et al4 Yeh et al han publicado recientemente un nuevo método
de interpolación que utiliza funciones polinominales
cúbicas a partir de tres puntos adyacentes. Evita las
oscilaciones que se observan en determinados casos
con el método de los esplines

en la que /? es la pendiente de la supuesta fase Determinación de Cma» y Tma>

monoexponencial terminal de los niveles frente La determinación de Cmax y Tmax, parámetros
al tiempo y Ct la concentración teórica estima- quizá más representativos de la biodisponibili-
da de la ecuación correspondiente a esta fase dad en velocidad que en magnitud, se realiza,
para el último tiempo experimental, t. en general, a partir de los datos experimenta-
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les. En este caso, la precisión y exactitud de las
determinaciones dependerá mayoritariamente
del propio diseño experimental, concretamen-
te del número de puntos de que se disponga
en los alrededores del nivel máximo que se pre-
tende estimar y de los intervalos entre los
mismos.

Por otro lado, en los casos en que resulta fac-
tible el ajuste de las ecuaciones poliexponen-
ciales representativas de los modelos fármaco-
cinéticos de uno y de dos compartimientos a los
datos experimentales, los valores de Tmax y
Cmax se estiman, de las ecuaciones de las cur-
vas teóricas, mediante las siguientes expre-
siones:

siendo AUMMC= o t2 • C dt. Los valores de
las integrales ot • C dt y ot2 • C dt pueden
estimarse mediante cualquiera de los métodos
de integración señalados para las áreas en la
tabla II. La parte final de la misma, desde el
intervalo t hasta infinito, se determinará asu-
miendo que el último tramo de la curva es re-
presentativo de un proceso monoexponencial
mediante las ecuaciones 8 y 9 respectivamente.

8. ? t • c dt= - i - T •-b.T

i-^-T -ea-b.T

Modelo monocompartimental en las que a es la ordenada en origen y b la pen-
diente de la curva correspondiente.

2. I max — ~
ka - k

3. C m a x = B 0 • e-k-Tma* - A o - e ^ 3 ' 1

Modelo bicompartimental

En este caso Tmax debe estimarse iterativa-
mente a partir de la siguiente función derivada:

_dC

~dT -=—«Ao • e- a t — j Po • e,-kOl-t

Cmax se obtiene por aplicación directa de la
ecuación 5:

5.

Determinación de los momentos
estadísticos MRT y VRT

Los valores de MRT y VRT se estiman a par-
tir de los niveles plasmáticos mediante las ecua-
ciones 6 y 7 de Yamaoka et al1:

6.

7.

VRT =

/ o C dt AUCo

/ o (t-MRT2)Cdt AUMMC
/ Ó C d t AUCo

—MRT2

Estimación de la biodisponibilidad

Tras esta breve revisión de la metodología em-
pleada en la estimación de los parámetros más
representativos de la biodisponibilidad, tratare-
mos más concretamente de la estimación de la
biodisponibilidad en magnitud, haciendo hinca-
pié en los casos en los que la cinética no es li-
neal y considerando la estimación tras la admi-
nistración de dosis únicas y de dosis múltiples.

Si la farmacocinética es lineal, la expresión
más frecuente para estimar la biodisponibilidad
tras la administración de dosis únicas es la si-
guiente:

10. F =
AUCg • Cl

D

en la que F representa la fracción de dosis (D)
que alcanza inalterada la circulación sistémica,
y Cl el aclaramiento plasmático del fármaco.

Si se puede asumir que tras la administración
intravenosa el 100% de la dosis administrada
alcanza la circulación sistémica, se estima la bio-
disponibilidad absoluta en magnitud de la si-
guiente relación:

F oral (AUCo • Cl/D) oral
1 " F Lv. = (AUCo • Cl/D) i.v.

en la cual, si se asume que el aclaramiento plas-
mático resulta constante para cada Individuo,
durante la administración del fármaco por am-
bas vías, la ecuación 11 se simplifica a:

(AUC&7D) oral
12. F=-

(AUCgVD) i.v.
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Cuando la administración intravenosa no es
factible o cuando se desea realizar un estudio
de biodisponibilidad comparativo respecto a una
formulación de referencia, se determina la bio-
disponibilidad relativa mediante ecuaciones aná-
logas a las utilizadas para la determinación de
la biodisponibilidad absoluta, pero en las cua-
les se substituyen los valores de AUC¡.V. por los
correspondientes a la formulación de referencia.

13. F =
(AUCQ/D) problema

(AUCo/D) referencia

Por lo general, en los estudios de biodisponi-
bilidad relativa las dosis administradas suelen
ser idénticas, por lo que la normalización de las
dosis no resulta necesaria.

La existencia de ciertas modificaciones intrain-
dividuales en la disposición del fármaco, más
concretamente en su aclaramiento plasmático,
puede incrementar notablemente la varianza re-
sidual utilizada en los ensayos de biodisponibi-
lidad.

La supuesta invariabilidad del aclaramiento
plasmático entre administraciones no es siem-
pre evidente, por lo cual en caso de fluctuacio-
nes importantes en el aclaramiento plasmático la
ecuación 11 resulta más fiable que la ecuación
12, puesto que tiene en cuenta aquella varia-
bilidad del aclaramiento. De hecho, es difícil dis-
poner de una información veraz de los aclara-
mientos plasmáticos en cada una de las situa-
ciones experimentales.

No obstante, en aquellas ocasiones en las
cuales no existen diferencias notorias en el vo-
lumen de distribución, puede utilizarse el valor
de la constante lenta de disposición /3 (estima-
da por regresión semilogarítmica de la fase mo-
noexponencial terminal) como indicador válido
e indirecto de aquellas fluctuaciones.

La ecuación en estos casos sería la siguiente:

14. F =
(AUCo • /3/D) oral

(AUCo • /3/D) i.v.

La utilización de los productos de AUC™ por
(3 en lugar de AUCo se considera oportuna
cuando es patente que la varianza intraindivi-
dual de In(ÁUCo), estimada del análisis de va-
rianza del diseño cruzado correspondiente, re-
sulta superior a la varianza intraindividual
estimada cuando la variable utilizada es
ln(AUCo • 13).

La biodisponibilidad puede estimarse también
a partir de un régimen de dosificación múltiple.
Para ello se utilizan usualmente los niveles plas-
máticos tras haberse alcanzado el estado de

equilibrio estacionario; la determinación en es-
tas condiciones presenta ciertas ventajas: a) la
biodisponibilidad se estima en una situación
más próxima a la aplicación clínica del fárma-
co; b) se requieren menos muestras de plasma
para determinar el valor de AUC para un inter-
valo de dosificación, respecto a las necesarias
tras la administración de una dosis única, y c)
los niveles plasmáticos obtenidos son superio-
res a los de una dosis única, lo cual permite,
frecuentemente, una mayor fiabilidad de la me-
todología analítica.

Las principales desventajas de la estimación
de la biodisponibilidad en condiciones de esta-
do de equilibrio estacionario radican en: a) la
obligatoriedad de adaptarse estrictamente al ré-
gimen posológico; b) la duración del estudio,
más prolongada en comparación con la estima-
ción tras dosis únicas, y c) se obtiene escasa
información acerca de la biodisponibilidad en
velocidad.

En condiciones de estado de equilibrio esta-
cionario, se determina la cantidad absorbida
promedio (F • D) en un intervalo de dosificación
(r=Í2-ti) de la siguiente ecuación:

15. F • D = CI dt

en la que el término integral representa el área
bajo la curva de niveles plasmáticos frente al
tiempo durante el intervalo de dosificación.

La biodisponibilidad absoluta se estima de
acuerdo con:

p _ C • d t ] oral]/Dora

• dtkvl Div.

Si se asume que el aclaramiento plasmático
se mantiene constante a lo largo de los regíme-
nes posológicos tras las administraciones oral
e intravenosa, la ecuación anterior puede sim-
plificarse:

17.
~

C • dtloral/ Doral
¡¡\

En la determinación de la biodisponibilidad
relativa, la estimación se efectuará de acuerdo
con una expresión análoga a la ecuación 13, en
la cual se utiliza el área bajo la curva de niveles
plasmáticos para un intervalo de dosificación
tras ambas administraciones (problema y refe-
rencia).

Si puede asumirse constante el aclaramiento
plasmático tras ambos regímenes posológicos, y
se administran las mismas dosis para cada uno
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de ellos, la ecuación a utilizar es, en este caso,
la siguiente:

18. F = -
[ / } i C • dt] problema

[ft2 C • dt] referencia
J t i

La determinación de la biodisponibilidad en
presencia de una cinética de eliminación satu-
rable —cinética no lineal— en las condiciones
del ensayo es más compleja, al no ser aplica-
ble la metodología convencional expuesta an-
teriormente y al no mantenerse constante el
aclaramiento plasmático total dentro del inter-
valo de concentraciones plasmáticas extremas
tras la administración. Así, para los fármacos
que presentan una cinética de eliminación de
Michaelis-Menten, el aclaramiento plasmático
dependerá en cada momento, y de forma no
proporcional, de la concentración existente en
el lugar de eliminación; por consiguiente, tras
la administración de sendas dosis, iguales, por
vía oral y por vía intravenosa, el valor de AUCo
tras la administración oral tenderá a ser menor
que el correspondiente al obtenido por vía in-
travenosa.

Es posible estimar el aclaramiento intrínseco,
en función de los niveles plasmáticos tras dosis
únicas (Ct), si se conocen los parámetros de
Michaelis-Menten (Vmax y Km), de acuerdo con
la siguiente expresión:

19. Cl¡nt = "
V,r

Km + Ct

Si el comportamiento cinético no es lineal tras
la administración i.v. del fármaco a distintas do-
sis, y estimadas las constantes Vmax y Km, (y,
por lo tanto, conocido el aclaramiento intrín-
seco), puede determinarse la biodisponibilidad
según el método de Martis y Levy5 modificado
por Rubin y Tozer6 mediante la ecuación:

20. F = — E
D ' i = l (Cl, • AUC¡)

Si existe un proceso de excreción renal satu-
rable, al tiempo que el aclaramlento no-renal
se mantiene constante, la biodisponibilidad pue-
de estimarse de acuerdo con la siguiente expre-
sión:

21. F = -
+ (Clno-renal • AUCg)

D

en la que Q" es la cantidad de fármaco excre-
tado por riñon a tiempo infinito. Tras la adminis-
tración de dosis múltiples, la biodisponibilidad
de un principio activo que presenta una cinéti-

ca de Michaelis-Menten puede determinarse
por aplicación de la ecuación:

Vmax ' Css22. F =
(D/T) • (Km + Cs

los parámetros de la cinética de Michaelis-
Menten se estiman de la administración intra-
venosa y Css es la concentración plasmática
promedio en condiciones de estado de equili-
brio estacionario.

Evaluación estadística en los ensayos
de biodisponibilidad

El tratamiento estadístico en los estudios de
biodisponibilidad consiste, principalmente, en
la comparación de los principales parámetros
que la caracterizan, en magnitud y en veloci-
dad; básicamente, AUCo, Cmax y Tmax, estima-
dos tras la administración de las formulaciones.
Cuando la comparación se efectúa respecto a
una formulación estándar, cuya eficacia viene
avalada por la experiencia clínica, se trata de
un ensayo de bioequivalencia. En este caso, el
tratamiento estadístico dependerá del diseño
efectuado; si bien el más frecuente es el dise-
ño randomizado y cruzado. Cuando se compa-
ran más de dos formulaciones, los diseños más
usados son el diseño en cuadrado latino y el di-
seño en bloques equilibrados e incompletos.

El análisis estadístico de partida en caso
de existencia de normalidad en la distribución
de las variables, homogeneidad de las varian-
zas y aditividad de los factores considerados (o,
mejor dicho, en caso de haber evidencia en con-
tra) es el análisis de varianza, ANOVA, de 3 vías,
en el que los factores o fuentes de variación son:
los individuos, las formulaciones y los períodos.

De acuerdo con las recomendaciones de la
FDA, el nivel de significación a adoptado es de
0,05 y la potencia del ensayo debe ser igual o
superior a 0,8, para lo cual deberá disponerse
de un tamaño muestral adecuado.

En el caso de los ensayos de bioequivalen-
cia, el tamaño de la muestra dependerá de los
siguientes factores: a) de la diferencia mínima
que se pretende detectar, A; b) de a2, la va-
rianza residual del ensayo (normalmente des-
conocida a príori); c) de a, el nivel de significa-
ción adoptado, y d) de 1-/3, la potencia del
ensayo (0,80).

El número mínimo de voluntarios (n) en el en-
sayo viene determinado por la siguiente expre-
sión:

23.
(T2

n>-^(ta
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TABLA III
MÉTODOS ESTADÍSTICOS UTILIZADOS EN LAS TOMAS DE DECISIÓN

DE LOS ENSAYOS DE BIOEQUIVALENCIA

Método Observaciones
ANOVA de 3 vías

Ensayo de Westlake7

Ensayo de Mandallaz y Mau8

Ensayo de Rodda y Davis9

Ensayo de Fluehler et al10

Ensayo Hauck y Anderson11

Ensayo de Schuirman12

Ensayo necesario, para estimar la varianza residual,
parámetro indispensable en aquellos ensayos que
determinan los límites fiduciales de las diferencias entre
medias

Criterio en vigor en EE.UU. (FDA) basado en la estimación
de los límites fiduciales de la diferencia simétricos respecto
a la media de la formulación de referencia

Aproximación bayesiana al tratamiento estadístico de los
ensayos de bioequivalencia. Estudio de la probabilidad
posterior de que la biodisponibilidad relativa de una
formulación problema está comprendida entre unos límites
especificados

Aproximación bayesiana de la probabilidad posterior de que
una determinada diferencia entre las dos formulaciones
ensayadas sobrepase un determinado límite predefinido
que conllevaría una implicación clínica relevante

Método bayesiano de la probabilidad posterior de que la
biodisponibilidad relativa de la formulación problema esté
comprendida entre unos límites especificados

Ensayo «t» orientado para demostrar la hipótesis alternativa
para aceptar la bioequivalencia y no la hipótesis nula, co-
mo en el ANOVA

Procedimiento a base de dos ensayos «t» de una cola.
Determina dos estadísticos «t» para comprobar si la
diferencia entre las dos formulaciones no sobrepasa los dos
límites prefijados; en tal caso se rechaza la hipótesis nula y
se acepta la hipótesis alternativa de bioequivalencia

a pesar de ello, normalmente se acostumbra a
utilizar un número inferior de voluntarios.

La comparación estadística de los resultados
obtenidos tras el diseño experimental, basado
exclusivamente en el ANOVA, no es apropia-
do para demostrar la bioequivalencia entre dos
formulaciones. En efecto, el hecho de que no
aparezcan diferencias significativas entre los va-
lores medios de los parámetros ensayados no
es indicativo de que las dos formulaciones en-
sayadas sean bioequivalentes, puesto que una
elevada variabilidad (dentro de uno o de los
2 grupos) puede ser causa suficiente para que
sea imposible demostrar la existencia de dife-
rencias significativas.

Actualmente, está plenamente aceptado que
en los estudios de biodisponibilidad resulta de
mayor utilidad el establecimiento de los límites
fiduciales de las diferencias entre medias, pues-
to que cuantifican mejor el concepto de la va-
riabilidad entre parámetros.

Westlake7 introdujo el uso de los límites si-
métricos de las diferencias respecto a la formu-

lación de referencia, proponiendo como crite-
rio de bioequivalencia el que los límites fiducia-
les simétricos de la formulación problema, res-
pecto a la formulación de referencia, no fuesen
superiores al 20%. Este ensayo, todavía en vi-
gor en EE.UU., ha sido criticado largamente des-
de su implantación por la FDA, a causa de la
asimetría de aquellos límites, especialmente
cuando los valores promedio de los parámetros
de las dos formulaciones se diferencian bastan-
te. Desde entonces han surgido nuevos méto-
dos, como los bayesianos, que determinan la
probabilidad «posterior» de que la verdadera di-
ferencia entre las dos formulaciones sobrepase
un límite predefinido con criterio clínico840.

Hauck y Anderson11 han contribuido a la in-
terpretación de los resultados de los estudios de
bioequivalencia con un enfoque muy original ba-
sado en el planteamiento de una hipótesis nula
contraria a la usualmente establecida; así, pro-
ponen que de partida hay una diferencia entre
las dos formulaciones y que lo que se trata de
comprobar es que ésta no sobrepase determi-
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nados límites. En caso de rechazar la hipótesis
nula, la aceptación de la alternativa equivale a
aceptar la bioequivalencia de los preparados.

Recientemente Schulrman12 ha propuesto
para los ensayos de bioequlvalencia la aplica-
ción de los ensayos t de una cola, a los ensa-
yos de bioequivalencia, con una filosofía simi-
lar al ensayo de Hauck y Anderson pero quizá
con mayor potencia.

En la tabla III se resumen los métodos más
usados en la interpretación de los resultados de
los ensayos para la toma de decisión de bioe-
quivalencia o bioinequivalencia. Su diversidad
y número prueban claramente las dificultades
inherentes a la toma de decisión tras la evalua-
ción estadística y también es indicativo de que
la homologación correcta de dichos métodos
por parte de las autoridades sanitarias es una
necesidad apremiante, en particular para la eva-
luación de la bioequlvalencia de especialidades
genéricas.
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DISCUSIÓN

M. ARBOIX: Quisiera hacer una pregunta. El Dr.
Obach se ha referido a los errores que pue-
den aparecer en aquellos casos donde la ab-
sorción muestra una dependencia de la do-
sis. Quisiera preguntarle en concreto qué tipo
de análisis aplicaría cuando dos formulacio-
nes administradas por vía oral son bioequiva-
lentes pero ia absorción es dosisdependiente.

R. OBACH: Mi opinión es que en la actualidad
no podemos partir de parámetros obtenidos
de ajustes teóricos que comportan una varia-
bilidad muy superior a la estimación del pro-
pio parámetro, es decir, si tenemos modelos
no lineales cuyas constantes no pueden obte-
nerse con fiabilidad a partir de nuestros da-
tos experimentales, me parece que lo más pru-
dente es hacer un seguimiento lo más estricto

posible de los niveles plasmáticos hasta el lí-
mite de la sensibilidad del método y utilizar
las áreas originales sin más, ya que de lo con-
trario introducimos fuentes de variabilidad que
nos van a distorsionar después las tomas de
decisión.

J. MARTÍNEZ-LANAO: En este sentido, los ex-
perimentadores en el campo de la biofarma-
cia tenemos un reto desde el punto de vista
del diseño experimental y de la optímización
del tratamiento de datos a fin de calcular las
constantes de absorción con una menor va-
riabilidad. ¿Cuál es su opinión al respecto?

R. OBACH: Particularmente soy pesimista ya
que llevamos trabajando en este campo casi
5 años utilizando infusiones intravenosas con
una cinética de orden 1 que nos permite si-
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mular experimentalmente una curva de nive-
les plasmáticos con una constante de absor-
ción conocida a priori. Hemos aplicado más
de 20 métodos con unos errores que, sin exa-
gerar, oscilan entre el 30 y el 40% en el me-
jor de los casos. Por tanto creo que tiene más
valor comparar el valor de Cmax crudo o Tmax
cuando se ha planificado correctamente el
muestreo espaciando las tomas que intentar
validar biodisponlbilidades a partir de las cons-
tantes de absorción.

J. MARTÍNEZ-LANAO: Estoy de acuerdo, pero
podría intentarse buscar un diseño experimen-
tal que redujera el error asociado a la deter-
minación de las constantes de absorción.

R. OBACH: Yo me basaría preferentemente en
un diseño experimental que reduzca el error
por buena toma de puntos en los máximos
más que en modelos que a priori y según mi
experiencia no se ajustan.
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