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ABSTRACT

Hydroquinone (HQ) is a drug reported to possess manifold biological activities, such as
depigmenting, antimicrobial and antitumour properties. The Pluronic®Lecithin Organogel
(PLOme) is a phospholipidic microemulsion particularly implied when a high cutaneous
permeability and systemic absorption of a drug is suitable. Once that HQ is highly unstable
into various topical vehicles and it presents low topical bioavailability and toxicity, the HQ
appears as a fulfilling drug to this liposomal pharmaceutical form. The aim of this work
was therefore to incorporate such a drug into this transdermal drug delivery system.
Furthermore, the stability and the kinetic profile as well as the antimicrobial activity of both
free and incorporated forms of HQ were evaluated. HQ-loaded PLOme and unloaded
PLOme were prepared according to the supplier directions. The samples were then
submitted to accelerate and long-term stability tests. Thermal stability studies were also
performed monitoring the pH and the HQ content into PLOme formulations stored at 25°C
and 37°C. The HQ content was assayed by high performance liquid chromatography using
the United States Pharmacopoeia method. A method of drug extraction from PLOme
formulations was developed and validated. The in vitro HQ kinetic profile from the best
formulations at 0.1% concentration was examined using the Franz cells method. A cellulose
membrane was used to separate the donors and the aqueous receptor medium. The
antimicrobial activity against ATCC and resistant Staphylococcus aureus strains was
determined for free and encapsulated HQ forms (Staphylococcus aureus ATCC chosen

were the ATCC 6538/ FDA 209 and the ATCC 6538P/ FDA 209P). The multi inoculation



agar dilution susceptibility testing method were used. No microscopic or microscopic
alterations were detected after accelerated stability testing, but the presence of darkness of
HQ loaded PLOme. Long-term stability testing also revealed darkness for HQ-loaded
formulations. Neither detectable increase on the particle size nor modification on particle
shape occurred until 120 days. No relevant pH evolution was observed for both HQ-free
and HQ-loaded PLOme. Concerning the HQ content, no degradation was noticed under
unfavorable thermal conditions. The pH changes were not detected in the short-term
thermal stability analysis. In contrast, the long-term stability showed a second-order HQ
degradation, which leads to a short shelf life. The HQ rate obtained from microemulsion
was close to 1.5 times lower than that one derived with HQ in a gel matrix at a similar drug
concentration. Free PLOme-encapsulated hydroquinone showed to have great in vitro
inhibitory potential against strains of S. aureus (including multi resistant ones); PLOme-
encapsulated hydroquinone had better activity than hydroquinone against two of the
testing-strains. The transdermal gel containing HQ, otherwise, seems not to be enough
stable under the above mentioned stability tests. As a consequence, further investigation is

required on the stability and kinetic of this pharmaceutical form before commercialization.



RESUMO

O p-diidroxibenzeno (hidroquinona) ¢ um principio ativo dotado de varias atividades
biologicas, sendo relatado por diferentes autores como sendo despigmentante,
antimicrobiano e quimioterapico. O Pluronic® Lecithin Organogel (PLOme) ¢ uma
microemulsdo fosfolipidica particularmente indicada quando ¢ desejavel maior
permeabilidade ou mesmo absor¢do sistémica de uma droga. Considerando a instabilidade
da hidroquinona em diferentes veiculos cosméticos, bem como sua baixa
biodisponibilidade topica e sua conhecida toxicidade, este ativo surge como interessante
candidato a ser contido numa forma farmacéutica lipossomal. O objetivo deste trabalho ¢
entdo incorporar a hidroquinona num sistema transdérmico de liberagdo de drogas, a
microemulsdo PLOme. Além disso, foram avaliados os pardmetros cinéticos das
formulagdes obtidas, bem como a atividade antimicrobiana da hidroquinona nas formas
livre e micromulsionada. Foram preparadas, de acordo com indicagdes do fabricante,
formulagdes de Pluronic® Lecithin Organogel (gel transdérmico) contendo hidroquinona
em diferentes concentragdes, bem como as formulagdes “brancas” correspondentes. As
amostras foram submetidas a testes de estabilidade acelerada (resisténcia a centrifugacao,
stress mecanico, elevagdo de temperatura e ciclos gelo-degelo) e em longo prazo
(acompanhamento do pH e conteudo ao longo do tempo). Para a determinagdo do conteudo
de hidroquinona em cada amostra foi utilizada Cromatografia Liquida de Alta Precisao
(HPLC): as condig¢des cromatograficas empregadas foram aquelas recomendadas pela

Farmacopéia Americana (USP23); foi desenvolvido e validado um método para a extragdo



da droga a partir das microemulsdes PLOme. Foram investigados os pardmetros cinéticos
das melhores formulagdes. Nestes ensaios a hidroquinona foi utilizada a 0,1% ; aliquotas de
cada amostra foram dispostas sobre membranas de celulose em células de Franz, tendo sido
escolhida a agua como meio receptor. O potencial antimicrobiano da hidroquinona livre e
microemulsionada foi determinado frente a duas cepas padrao ATCC e frente a 18 cepas
resistentes de Staphylococcus aureus, principal microrganismo causador da mastite em
mulheres no periodo de amamentagdo (Staphylococcus aureus ATCC 6538/ FDA 2009;
Staphylococcus aureus ATCC 6538P/ FDA 209P foram utilizados como padrdes). Para tal
foi utilizada a técnica de microdiluicdo em Agar, com o auxilio do multi-inoculador de
Steers. Nao foram observadas alteragdes macro ou microscopicas apos os testes de
estabilidade acelerada, exceto pelo escurecimento que apresentaram as formulagdes com
hidroquinona. Os estudos de estabilidade em longo prazo revelaram alteracdo de cor das
amostras, mas nao aumento no didmetro das particulas ou modificacdo no formato das
mesmas num periodo de 120 dias. Nao ocorreu perda de contetido nem alteragdo de pH nas
formulacdes analisadas durante os ensaio de estabilidade térmica em curto prazo. No estudo
em longo prazo a temperatura ambiente, ao contrario, observou-se significativa perda de
hidroquinona das formulagdes, evidenciada por cinéticas de degradac¢do de segunda ordem
e curtos prazos de validade, mas sem significativa variagdo de pH. As cinéticas in vitro
revelaram que a uma matriz de gel libera comparativamente para o meio receptor uma
maior quantidade de hidroquinona em relagdo a microemulsao testada. A hidroquinona, em
suas formas livre e encapsulada, demonstrou possuir atividade inibitoria frente a diversas
cepas de Staphylococcus aureus (incluindo cepas multi-resistentes); duas das cepas testadas
foram melhor inibidas pela hidroquinona encapsulada (PLOme-HQ) do que pela

hidroquinona livre. O gel transdérmico contendo hidroquinona, no entanto, parece nao ser



suficientemente estdvel nas condi¢des testadas. Conseqiientemente, ¢ necessaria
investigacdo adicional a respeito da estabilidade e do perfil cinético desta forma

farmacéutica antes de sua comercializacao.



