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Optimalizace technologickych postupi pro pripravu tablet
s nizkym obsahem warfarinu metodou primého lisovani

Optimization of technological processes for the preparation of tablets with
a low content of warfarin by direct compression

Jan Muselik ¢ Ale$ Franc » Jana Starkova ¢ Zuzana Matéjkova

Dogslo 8. zati 2014 / Ptijato 16. zafi 2014

Souhrn

Warfarin je lékem s uzkym terapeutickym indexem.
Komerc¢né je dostupny ve formé tablet s okamZitym
uvolfiovanim od mnoha generickych vyrobci. A¢koliv je
snaha jej nahradit novymi lIéky, v USA je stéle antitrom-
botikem prvni volby. V minulosti se vyskytly pfipady,
kdy po pfevedeni pacienta z origindlniho 1é¢ivého pfi-
pravku na genericky pfipravek doSlo ke komplikacim,
jako je ztrata kontroly antikoagulace a zvySeni frekven-
ce navstév pacienta u lékate. Jednim z kritickych para-
metrt tablet s obsahem léCiva s uzkym terapeutickym
indexem (NTI) je obsahova stejnomérnost, kterd musi
vyhovét Iékopisnym pozadavkiim a také pfisnym kritéri-
im regula¢nich autorit pfi validaci vyroby pevné lékové
formy. Obsahovou stejnomérnost ovliviiuje celd fada
faktord, jako je hustota, distribuce velikosti a tvar ¢4stic,
elektrostaticky naboj a koncentrace jednotlivych slozek.
Z technologickych parametrt se jednd hlavné o intenzitu
a délku miseni, tvar misici niddoby a michadla, velikost
nasady, resp. miru zaplnénosti misictho zafizeni apod.
Tato prace se zabyva vlivem doby miseni a koncentrace
Ié¢iva na obsahovou stejnomérnost tablet s obsahem
warfarinu. Pfi miseni smési pevnych latek, kde je 1é¢iva
latka obsazena v nizké koncentraci, dochazi k tzv.
,.vymichdvani* a segregaci ucinné litky. Z tohoto divo-
du je nutné optimalizovat ¢as miseni. V rdmci této prace
se podafilo optimalizovat dobu miseni smési pfiprave-
nych patentovanou technologii VFU Brno a dale pfipra-
vit tablety s riznym obsahem warfarinu (2-10 mg) ze
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spolecné smési, které spliiuji lékopisné pozadavky
i pozadavky regula¢nich autorit na obsahovou stejno-
mérnost.
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Summary

Warfarin is a drug with a narrow therapeutic index. It is
commercially available in the form of tablets with
immediate release from many generic manufacturers.
Though attempts are being made to replace it with new
drugs, in the U.S.A. it is still the antithrombotic agent of
the first choice. In the past there were cases when after
replacement of the original brand preparation with the
generic one, the patient suffered from complications
such as the loss of control of anticoagulation and
increased frequency of patient’s visits to the physician.
One of the critical parameters of tablets containing an
active substance with a narrow therapeutic index (NTT)
is content uniformity, which must comply with the
pharmacopoeial requirements as well as the strict criteria
of regulatory authorities in the validation of the
manufacture of the solid dosage form. Content
uniformity is affected by a number of factors such as
density, particle shape and size distribution, electrostatic
charge, and concentration of the individual components.
Of the technological parameters, it is mainly the
intensity and length of mixing, shape of the mixing
vessel and the mixer, the size of the charge, or the degree
of filling of the mixing device, etc. This paper deals with
the influence of the mixing time and concentration of the
drug on the content uniformity of warfarin-containing
tablets. In mixing the mixtures of solid substances, whe-
re the active substance is included in a low
concentration, there occurs the so-called mixing-out and
segregation of the active substance. For this reason it is
necessary to optimize the period of mixing. This study
managed to optimize the mixing time of mixtures
prepared with the use of the patented technology of the
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Veterinary and Pharmaceutical University Brno and
further to prepare tablets with varying content of
warfarin (2-10 mg) from a common blend, which fulfil
the pharmacopoeial requirements as well as the
requirements of regulatory authorities for content
uniformity.

Keywords: content uniformity ¢ warfarin ¢ blending
time ¢ narrow therapeutic index ® common blend

Uvod

Warfarin je derivitem dikumarolu, ktery se pouZziva
ve formé sodné soli nebo jejiho klathratu
s izopropanolem. Patii mezi nejstar§i antikoagulancia
a v USA byva stile povazovéan za 1€k prvni volby pfi
prevenci trombdz". Tablety s obsahem sodné soli warfa-
rinu byly poprvé registroviny americkou firmou
DuPont Pharma pocatkem ctyficatych let 20. stoleti pod
nizvem Coumadine. Ochrannd lhita vyprSela v roce
1962, avsak z hlediska tzkého terapeutického indexu
warfarinu nebylo snadné pfistoupit k jeho generické
substituci. Divodem se stala zkuSenost z roku 1980
z Boston City Hospital, kde pfi prechodu na generikum
bylo shleddno zvySené riziko umrtnosti, zdravotnich
komplikaci, véetné akutniho krvaceni?. Jaffr a Bragg
zde nalézaji pfiinu v tom, Ze generikum obsahovalo
amorfni formu namisto krystalické soli, coZ v disledku
vedlo k vyfazeni amorfniho warfarinu ze substitu¢ni
1é¢by v USA?. Nicméné Wittkowska naznacuje, Ze na
viné¢ mohlo byt ve skute¢nosti kolisani obsahu warfari-
nu v tabletdch, nebot pii titraci pacienta na terapeutic-
kou hladinu se davka sniZuje ¢i zvySuje pouze o 5 az
15 %. Jestlize 1€kopis v té dob€ pripoustél chybu obsa-
hové stejnomérnosti v jednotlivych tabletich + 15 %
a RSD do 6 %, pak kolisdni davky jiZ mohlo zpusobit
citelny farmakologicky efekt, a tim i zménu ¢asu krevni
srazlivosti. Tomuto 1ékopisnému limitu odpovidaly
i tablety generického vyrobce®.

Originélni vyrobce, DuPont Pharma, mél vSak vnitini
limit obsahové stejnomérnosti piisnéjsi, a to obsah war-
farinu v rozsahu 92,5-107,5 % a RSD do 3 %, a do roku
1996 vlastnil na distribuci warfarinu v USA monopol®.
Ve snaze zabranit generické ndhrad€ jiz v roce 1996
7adal DuPont Pharma dfad FDA i o striktnéjsi limit pro
zkouSku bioekvivalence a svilj pfisnéjsi limit obsahové
stejnomérnosti hodlal prosadit do USP. Oboji bylo
zamitnuto®. TaktéZ nésledné studie Halkina”

a Swansona® potvrdily dostate¢nost stavajicich zkousek
bioekvivalence pfi generickych zdménach.

Teprve v zafi 1997 byla FDA schvélena generickd sub-
stituce Coumadinu tabletami s obsahem sodné soli war-
farinu klathratu od firmy Barr Laboratories (nyni Teva).
Presto dva dileZiti genericti vyrobci tablet s obsahem
warfarinu, Taro-Warfarin (Taro Pharmaceuticals Inc)
a Apo-Warfarin (Apotex Inc.) maji ve své specifikaci
jak pfisnéjsi limity pro bioekvivalenci, tak pro obsaho-
vou stejnomérnost. Konfiden¢ni interval limitt AUC
ac_ 0,8-1,.25 je zde pocitin pro pravdépodobnost 95 %
namisto obvyklych 90 % a limit pro obsahovou stejno-
mérnost je obsah v jednotlivych tabletdch v intervalu
92,5-107,5 % praméru a hodnota RSD do 3 %°.

V roce 2006 se firma Barr stala majitelem patentu
chorvatské firmy Pliva na vyrobu tablet s obsahem war-
farinu, registrovanych v USA, s vysokou mirou obsaho-
vé stejnomérnosti. V tomto patentu je uvedena technolo-
gie vyroby tablet, kde jednotlivé obsahy jsou v intervalu
97-103 % prumérné hodnoty obsahu a hodnota RSD do
2 %'9. Technologie je zde zaloZena na impregnaci sor-
bentu vodnym roztokem sodné soli warfarinu klatratu,
aniZ by po vysuSeni byla jakkoliv definovana krystalova
¢i amorfni struktura warfarinu v 1ékové formé!V.

Z vySe uvedeného plyne, Ze obsahova stejnomérnost
je nadéle jednou z nejduleZitéjSich otazek pti formulaci
Iékovych forem s NTI. To se shoduje i s prohldSenim
Beneta, podle né¢hoZ komplikace pfi 1écbé NTI byvaji
zplsobeny predevs§im interindividudlni variabilitou kva-
lity 1éka'>.

Pokusna ¢ast

Priprava smési a tablet

SloZeni smési a zakladni fyzikalné chemické vlastnos-
ti jednotlivych sloZek vychéazi z patentu VFU Brno'®
a jsou uvedeny v tabulce 1. Proménnymi zde byly celko-
va délka miseni tabletové smési, tj. soucet Casu miseni
bez lubrikantu a s lubrikantem (12, 15, 20 a 25 min)
a obsah warfarinu sodné soli v tabletoviné (0,55
a 2,73 %), coZ odpovidd obsahu v tableté¢ (1 a 5 mg).
V tomto experimentu byly zuZitkoviny vysledky
z ptedchozich pokust, kde jsme hodnotili vysledky obsa-
hové stejnomérnosti tablet vyrobenych metodou pfimého
lisovani smési s obsahem plniv s rozdilnou velikosti
distribuce Castic a s rtznou hustotou, k nimz byla
v riizném stupni miseni ptidana kluzna latka'+'®.

V této praci byly jednotlivé komponenty tabletoviny
(sloZeni 1 a 2 — tab. 1) pfesitovany sitem o velikosti oka

Tab. 1. SloZeni tabletovych smési a fyzikalné chemické vlastnosti jednotlivych sloZek

Velikost ¢astic (Lm)? Obsah (%)
Komponenta Vyrobce — — —
D, D, D,, slozeni 1 | sloZeni 2 | sloZeni 3
warfarin sodna sual klatrat Pliva 14,1 82,7 157,3 2,73 0,55 2,00
Di-cafos 92-12 Budenheim KG 36,1 61,1 96,0 69,27 71,45 70,00
Avicel pH 101 FMC BioPolymer 14,7 46,3 110,7 25,00 25,00 25,00
Ac-Di-Sol FMC BioPolymer 12,2 33,1 86,7 2,00 2,00 2,00
stearan hofeCnaty Peter Greven 2,6 10,2 23,1 1,00 1,00 1,00

* D, — hrani¢ni mez (m), do které svou velikosti spadd x % proméfenych &astic; Di-cafos — hydrogenfosfore¢nan vapenaty; Avicel PH 101 — mik-

rokrystalicka celulosa; Ac-Di-Sol — sodna stl kroskarmelosy
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250 um a miseny 10 minut bez pfidavku stearanu hotec-
natého, ktery byl pfiddn nasledné a miseni pokracovalo
dalSich 2, 5, 10 nebo 15 minut (technologie A, B, C nebo
D). KaZdou z téchto technologii byly pfipraveny dvé Sar-
Ze s obsahem warfarinu sodné soli 5 mg. Technologie B
byla déle pouZita k pfipravé dvou SarZi tablet s obsahem
sodné soli warfarinu 1 mg.

Pro porovndni vlivu koncentrace warfarinu
v tabletoviné byla pfipravena také jedna SarZe smési
postupem popsanym vySe (technologie B) s obsahem
warfarinu sodné soli klathratu 2 % (sloZeni 3 — viz
tab. 1). Tento postup odpovidd patentované technologii
VFU Brno'. Z této spole¢né smési byly pfipraveny tab-
lety s rtznou cilovou hmotnosti (108 mg, 163 mg,
271 mg a 542 mg) s teoretickym obsahem warfarinu sod-
né soli 2, 3, 5 a 10 mg.

Miseni vSech vySe uvedenych sloZeni probihalo
v homogeniza¢nim zafizeni Turbula (T2C, Svycarsko)
rychlosti 40 otacek za minutu a tablety byly pfipraveny
pomoci excentrického lisu (Korsch EK0O, Némecko).

Stanoveni obsahu warfarinu v tabletovych smésich
a tabletdch

Pfipravend tabletovd smés byla vysypana do nadoby
tvaru valce o priméru 25 cm. Nasledné byla hladina
vyrovnana horizontalnimi pohyby. Poté byl povrch roz-
délen do deseti ¢asti a z kazdé ¢asti byl 1Zi¢kou vykrojen
vzorek o hmotnosti pfiblizné presné¢ 500 mg. Pfesna
hmotnost vzorkil byla zaznamenana.

Pro stanoveni obsahu warfarinu v tabletich bylo
béhem lisovani v pravidelnych Casovych intervalech
odebrano z kazdé SarZe deset tablet.

Odebrané a zvaZené tabletové smési nebo tablety byly
vloZeny do odmérnych ban€k a ponechiny po dobu 12
hodin v rozpoustédle (voda : methanol v poméru 9 : 1;
v/v). Poté byla smés doplnéna rozpoustédlem po rysku
a nerozpu$téné pomocné latky byly odstranény centrifu-
gaci (10 minut, 5000 ot. min™). Takto p¥ipravené vzorky
byly analyzovany pomoci HPLC a obsah warfarinu byl
stanoven na zdkladég kalibra¢ni kiivky.

Chromatografickd analyza

Pro stanoveni obsahu warfarinu byl pouZit kapalinovy
chromatograf YL 9100 (Young Lin Instrument, JiZni
Korea) s kvarternarni pumpou, automatickym dévkova-
¢em a detektorem s diodovym polem. Chromatografické
separace byly provedeny na koloné¢ BDS HYPERSIL
C18 (150 x 4,6 mm; velikost ¢astic 5 wm). SloZeni
mobilni faze bylo 64 % methanolu a 36 % kyseliny mra-
venci (0,04 M). Pratok mobilni fize byl 1,4 ml min’,
teplota kolony byla 25 °C. Spektra byla snimdna pfi
280 nm. VZdy bylo davkovéino 10 pul vzorku. Celkova
délka analyzy byla 6 minut.

Meérenti velikosti édstic

Ucinni latka i pomocné latky byly zméfeny na zafize-
ni Malvern Mastersaizer 5000 v kapalné fazi. Pro méfe-
ni ucinné latky, sodné soli warfarinu kltahrétu, bylo jako
média pouZito cyklohexanu, pro ostatni pomocné latky
bylo pouZito izopropanolu.

Statistické zpracovdni vysledkii

Vysledky stanoveni vzorkll smési a tablet z kazdé Sar-
Ze (pocet vzorkli n = 10) byly pfepocteny relativné vici
teoretickému obsahu warfarinu sodné soli. Z téchto hod-
not byl pro kazdou pfipravenou SarZi vypocitan primeér-
ny obsah, smérodatnd odchylka, relativni smérodatni
odchylka a Cpk indexy pro limity dle Ph.Eur. 2009 ¢I.
2.9.6 (85115 %).

Vysledky a diskuze

V prvni ¢asti experimentu byly pfipraveny tabletové
smési a tablety dle tabulky 1 (sloZeni 1) s obsahem war-
farinu sodné soli klatratu 2,73 %. Byly zvoleny celkem
CtyTi technologie miseni, které se 1iSily délkou miseni po
pridavku kluziva do tabletové smési. Doby ,,domiseni*
smési byly zvoleny 2 minuty (technologie A), 5 minut
(technologie B), 10 minut (technologie C) a 15 minut
(technologie D). Z takto pfipravenych smési byly nasled-
né nalisovany tablety s obsahem warfarinu sodné soli

Tab. 2. Prumérné obsahy a parametry obsahové stejnomérnosti tabletovych smési

Sarze® xi® RSD Ph.Eur. 2009¢ FDA® Cpk!
(%) (€l. 2.9.6) (¢l 2.9.6)
1A_S1 97.3 3,60 + + 1,17
2A_S1 98,1 3,29 + + 1,35
1B_S1 95,0 1,64 + + 2,15
2B_S1 97,4 1,96 + + 2,17
1C_S1 100,1 1,97 + + 2,56
2C_S1 101,0 2,54 + + 1,83
1D_S1 98.5 2,81 + + 1,63
2D_S1 100,0 3,44 + + 1,45
1B_S2 96,7 6,06 - - 0,66
2B_S2 95,3 3,69 + + 0,98
1B_S3 98,6 2,78 + + 1,65

*Oznaceni SarZi: ¢islo Sarze_technologie miseni_sloZeni

S — sloZeni dle tabulky 1, *pramér z deseti jednotlivych vzorkd odebranych z dané Sarze, °(+) vyhovuje, (-) nevyhovuje, ‘Cpk indexy pro limity dle

Ph.Eur. 1. 2.9.6 (85-115 %)
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Tab. 3. Prumérné obsahy a parametry obsahové stejnomérnosti tablet

Sarze xi® RSD Ph.Eur. 2009¢ Ph.Eur. 2009¢ Cpk!
(%) (€l. 2.9.6) (€l. 2.9.40) (€l. 2.9.6)
1A_W5 100,3 2,35 + + 2,08
2A_W5 103,0 6,18 + + 0,97
1B_W5 96,5 2,75 + + 1,44
2B_W5 99,0 2,83 + + 1,76
1C_W5 100,3 3,14 + + 1,55
2C_W5 99,0 5,02 + + 0,93
1D_W5 99,4 5,20 + + 0,93
2D_W5 96,9 3,94 + + 1,04
1B_W1 98,4 2,99 + + 1,52
2B_W1 97.4 8,09 - - 0,52
1B_W2* 101,3 1,67 + + 2,71
1B_W3* 99,1 2,80 + + 1,70
1B_W5* 101,4 2,63 + + 1,69
1B_W10* 98,2 0,86 + + 5,20

*Oznaceni Sarzi: ¢islo SarZe_technologie miseni_sloZeni

W — warfarin sodn4 sil, *pramér z deseti jednotlivych vzorki odebranych z dané SarZe, °(+) vyhovuje, (=) nevyhovuje, ‘Cpk indexy pro limity dle

Ph.Eur. 2009 ¢1. 2.9.6 (85-115 %), *tablety pfipraveny ze spole¢né smési

5 mg. KaZdou technologii (A-D) byly pfipraveny dvé
SarZe. Takto pfipravené smési byly dale hodnoceny dle
pozadavkl Ph.Eur. (¢l. 2.9.6), poZadavki FDA (nalezené
obsahy v intervalu 90-110 % primérné hodnoty, RSD do
5 %) a vypoctu indexu zpisobilosti (Cpk). Tablety byly
hodnoceny dle pozadavki Ph.Eur 2009 (¢l. 2.9.6 a ¢l.
2.9.40) a vypoctu indexu zpusobilosti (Cpk). Vysledné
hodnoty primérnych obsahit a RSD tabletovych smési
uvadi tabulka 2 a tablet tabulka 3. VSechny takto pfipra-
vené smési a tablety vyhovély poZadavkiim Ph.Eur. na
obsahovou stejnomérnost. Pfipravené smési vyhovély
i poZzadavkim FDA a u vSech smési byl index Cpk > 1,0.
U tablet nalisovanych z té€chto smési byly jiZ patrné roz-
dily v zdavislosti na pouZité technologii. Kritérium
Cpk = 1,0 splnily obé SarZe pouze pro technologii B.
Déle byl hodnocen vliv délky miseni na obsahovou stej-
nomérnost vyjadfenou jako RSD. Na obréazku 1 1ze pozo-
rovat pocatecni pokles hodnot RSD do 5. minuty, kde ma
RSD minimélni hodnotu, pfi del§im miseni smési hod-
noty RSD opét stoupaji. Vlivem miseni dochazi nejdiive
k homogenizaci smési, kterd dosdhne maxima a v dalsi
fazi miseni dochazi jiZz k postupné segregaci smési
a zhorSovéani uniformity. Stejné zavéry byly zjiStény
1 u tablet pfipravenych z téchto smési. Z obrazku 1 je
patrné, Ze tablety vykazovaly vys$§i hodnoty RSD nez
smési, z nichZ byly tablety pfipravené. To lze vysvétlit
tim, Ze nasledné skladovani a zpracovini smési do
konec¢nych tablet miiZe zptisobovat jeji rozdruZovani. Na
zakladé téchto vysledkl byl zvolen optimalni ¢as ,,domi-
seni* smési po piidavku kluziva 5 minut (technologie B).

Obsahovd stejnomérnost se obvykle sniZuje
s klesajicim mnoZstvim 1éciva v tableté. Proto byla pro
dalSi experiment pouZita tabletovd smés s obsahem war-
farinu sodné soli klatratu 0,55 %, coZ odpovida obsahu
warfarinu sodné soli v tableté 1 mg (pfi hmotnosti table-
ty 200 mg). Pro miseni byla pouZita technologie B, kte-
rd vykazovala v predchozi Casti experimentu nejlepsi

obsahovou stejnomérnost v porovnéni s ostatnimi tech-
nologiemi miseni. Timto postupem byly pfipraveny dvé
SarZe smési a z nich byly ndsledné nalisovany dvé SarZe
tablet. Vysledky hodnoceni obsahové stejnomérnosti dle
pozadavkt Ph.Eur. pfipravenych smési (tab. 2) a tablet
(tab. 3) ukazuji, Ze vZdy jedna z pripravenych SarZi 1éko-
pisnym pozadavkim nevyhovéla. Vysledky potvrzuji
komplikovanost procesu miseni a dosaZeni poZadované
obsahové stejnomérnosti smési a tablet u piipravki
s nizkym obsahem léCiva.

Na zdkladé téchto vysledkt, kdy tablety s nizkym
obsahem léCiva (1 mg) nevyhovély hodnocenym krité-
riim, byla pro porovnani ve tieti ¢asti experimentu pfi-
pravena jedna SarZe dle patentované technologie VFU
Brno s obsahem warfarinu sodné soli klatratu 2,0 %.
Z jedné spolecné smési byly nalisovédny tablety s riiznou
hmotnosti a obsahem warfarinu sodné soli 2, 3, 5
a 10 mg. Jak smés, tak z ni pfipravené tablety o riznych
obsazich warfarinu sodné soli, vyhovély v§em hodnoce-
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Obr. 1. Viiv doby miseni na obsahovou stejnomérnost tableto-
vych smési (®) a tablet (W) s obsahem warfarinu sodné soli 5
mg; chybové useéky zndzorriuji maximdlni a minimdlni hod-
notu RSD v ramci pFipravenych SarZi
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nym kritériim (tab. 2 a tab. 3). PouZiti spole¢né smési pro
pfipravu tablet s riznym obsahem warfarinu sodné soli
vede k pripravé tablet, které svymi parametry vyhovuji
nejen lékopisnym pozadavkim, ale i hodnocenym poZa-
davkim pro procesni validaci (Cpk index). PouZiti spo-
le¢né smési se na zdkladé téchto vysledkt jevi jako
vhodny postup k pfipravé tablet s nizkym obsahem 1é¢i-
vé latky metodou pfimého lisovani. Timto postupem se
podaftilo pripravit tablety s obsahem warfarinu v celém
rozsahu komer¢né dostupnych ptipravka v Evropé.

Zavér

Tato prace navazuje na jiz diive publikované vysledky
autorti zaméfené na popis procesu miseni smési s nizkym
obsahem léCivé latky ur€enych pro pfimé lisovani tablet.
V této praci byla optimalizoviana doba miseni smési
s obsahem nizké koncentrace warfarinu po piidavku
kluzné latky. Na zdkladé obsahové stejnomérnosti smési
a tablet vyjadfené jako RSD byla stanovena optimalni
délka miseni smési po pfidavku kluziva 5 minut. Dile
bylo zjisténo, Ze pfi pouZiti velmi nizkych koncentraci
1écivé latky (obsah v tableté¢ 1 mg) produkty nevyhovi
Iékopisnym pozadavkim ani v piipad€ pouZiti optimali-
zovaného sloZeni a technologie miseni. ReSenim tohoto
problému je pifiprava spole¢né smési, ze které jsou
nasledné lisovany tablety s riiznou hmotnosti, a tim také
s riznym obsahem warfarinu. Timto postupem se poda-
filo metodou piimého lisovéni pfipravit tablety s riznym
obsahem warfarinu (2-10 mg), které vyhovély vSem
hodnocenym kritériim pro obsahovou stejnomérnost.

Seznam zkratek

FDA  Americky tfad pro potraviny a 1éciva
NTI  uzky terapeuticky index

Ph.Eur. Evropsky lékopis

RSD  relativni smérodatnd odchylka

USP  Lékopis USA

Vysledky prace byly ziskdny za finan¢niho pfispéni IGA VFU
v ramci feSeni projektu ¢. 55/2014/FaF.

Stret zajmu: Zadny.
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