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Permeation of Ionic Liquids through the skin
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Abstract

Alternative forms of drug delivery such as delivery through the skin, have been developed to explore other routes.
However, the incorporation of poorly soluble or partially insoluble drugs into these delivery systems represents a
major problem.

Ionic liquids (ILs) may be incorporated in aqueous, oily or hydroalcoholic solutions and thus, may be used as
excipients in drug delivery systems to increase/improve the topical and transdermal drug delivery. However, it
is fundamental to consider the cytotoxicity of these salts and it is also crucial to evaluate if these compounds
permeate through the skin.

Herein, three imidazole-based ILs: [C2mim][Br], [C4mim][Br] and [C6émim][Br], were synthesized and each IL
was incorporated within caffeine saturated solutions. Permeation studies of the active (caffeine) in these solutions
were performed to evaluate the amount of IL that permeated through the porcine ear skin in the presence of the
active. To achieve this, gravimetric studies of the receptor compartment were performed.

Results showed that the more lipophilic IL [C6mim][Br] presented the highest permeation through the skin. The
permeation is dependent upon the size of the alkyl chain of the IL, and as more than 60% of the ILs permeate is it
vital to consider the cytotoxicity of these salts when considering their incorporation in topical systems.

Keywords: Imidazole-based lonic Liquids, caffeine solubility enhancement, ionic liquids permeation through the
skin, Iravimetric studies

Resumo

Tém sido desenvolvidas formas alternativas de veiculagdao de farmacos, como a veiculagdo através da pele, com
o objetivo de explorar outras vias de administragdo. No entanto, a incorporacao de fairmacos pouco soluveis ou
parcialmente insoluveis, nestes sistemas, representam um grande obstaculo.

Os liquidos i6nicos (LI) podem ser incorporados em solugdes aquosas, oleosas ou hidroalcoodlicas, podendo ser
usados como excipientes em sistemas de veiculagao de farmacos para aumentar/melhorar a veiculagdo dos mesmos.
Contudo, ¢ fundamental considerar a citotoxicidade destes sais, bem como avaliar se estes permeiam a pele.
Neste ambito, trés LI derivados de imidazol, [C2mim][Br], [C4mim][Br] e [C6mim][Br], foram sintetizados e
cada LI foi incorporado em solucdes saturadas de cafeina. Foram realizados estudos de permeagao do ativo nestas
solucdes, para avaliar a quantidade de LI que permeou através da pele de porco na presenca do ativo. Para este
efeito, realizaram-se estudos gravimétricos do compartimento recetor.

Os resultados mostraram que o LI mais lipofilico, [Comim][Br], foi o que apresentou maior permeagao atraves da
pele. Esta permeagao depende do tamanho da cadeia alquilo do LI e mais de 60% destes LI permeiam, demonstrando
que ¢ fundamental considerar a citotoxicidade destes sais quando se pretende efetuar a sua incorporacdo em
sistemas topicos.

Palavras chave: Liquidos Ionicos de Imidazol; Aumento da Solubilidade da Cafeina; Permeagdo de Liquidos
[6nicos na Pele de Porco; Estudos de gravimetria
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Introduction

Due to the technological advance by the pharmaceuti-
cal industry, new delivery systems have been developed
and improved with the aim of making drug delivery
more efficient [1]. Thus, since the route of administra-
tion has a significant impact on the therapy, some routes
of administration, which until now were not relevant in
drug delivery, began to have an additional importance
[2]. In this context, the delivery of drugs through the
skin has been one of the increasingly explored alter-
natives, especially topical delivery systems. These
systems have numerous advantages compared to other
delivery systems (oral and parenteral)[3] as it is a less
painful and non-invasive choice, with more facilitated
and convenient application, which allows for greater ac-
ceptance and adherence to therapy by the patient. This
delivery system also allows the avoidance of the first
pass effect and variations in gastric pH, which gives it
an additional advantage compared to other routes of ad-
ministration, particularly the oral route [4,5].

However, for the development of topical formulations,
it is necessary to consider the drug that will be used and
its applications, the excipients to be included, as well
as the properties and characteristics of the skin, par-
ticularly the barrier property, conferred mainly by the
extract corneum, [6] which limits the permeation of the
drug and consequently its bioavailability. However, if
this apparent skin limitation is a disadvantage in terms
of therapy efficacy, the difficulty of certain excipients
to permeate through the skin may on the other hand be
an advantage to ensure a low incidence of side effects
in topical systems. However, it is critical to assess the
cytotoxicity of these ingredients, as well as the percent-
age of them that may permeate the skin.

Another challenge for the pharmaceutical industry is
the low solubility of many drugs in water and in the or-
ganic solvents that can be safely used for solubilisation.
Thus, one of the ways to overcome this complication
is to develop functional excipients that may increase
the solubility and incorporation of these poorly soluble
drugs into developed delivery systems. In this context,
ionic liquids (ILs) have been studied as promoters of
solubility and permeation and some studies have shown
the use of these materials for this purpose [3,7,8,14,15].
Ionic liquids are organic salts [7,8], constituted by ions,
an organic cation and an organic or inorganic anion
[7,9], which are liquid at temperatures below 100 °C
[10,11] or, in some cases, liquids at room temperature
[3,9]. These compounds have several valuable proper-
ties, the ease of modification being the most relevant.
Thus, it is possible to deliberately change the ions and
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Introducao

Devido ao avango tecnoldgico por parte da industria
farmacéutica, tem-se vindo a desenvolver ¢ melhorar
novos sistemas de veiculagdo com o objetivo de tornar
mais eficiente a veiculacdo de farmacos[1] Desta for-
ma, tendo em conta que a via de administragdo tem um
impacto relevante na terapéutica, algumas vias de ad-
ministragdo, que até aqui, ndo eram relevantes na vei-
culag@o de farmacos, comegaram a ter uma importancia
adicional[2]. Neste ambito, a veiculagdo de farmacos
através da pele tem sido uma das alternativas vez mais
exploradas, especialmente os sistemas de veiculagdo
topicos. Estes sistemas tém intimeras vantagens com-
parativamente com outros sistemas de veiculacdo (oral
e parenteral)[3] uma vez que sdo uma escolha menos
dolorosa e ndo invasiva, onde a aplicagdo ¢ mais faci-
litada e conveniente, 0 que permite uma maior aceita-
¢do e adesdo a terapéutica por parte do paciente. Este
sistema de veiculagdo permite ainda evitar o efeito de
primeira passagem e as variagdes de pH géstrico, o que
lhe confere uma vantagem adicional comparativamente
com outras vias de administragdo, nomeadamente a via
oral[4,5]however do not greatly improve the permea-
tion of drugs with molecular weights >500 Da. In con-
trast active methods that normally involve physical or
mechanical methods of enhancing delivery have been
shown to be generally superior. Improved delivery has
been shown for drugs of differing lipophilicity and
molecular weight including proteins, peptides, and oli-
gonucletides using electrical methods (iontophoresis,
electroporation.

Para o desenvolvimento de formulag¢des de aplicagdo
topica é necessario ter em conta o farmaco a utilizar e as
suas aplicagdes, os excipientes a incluir, bem como as
propriedades e caracteristicas da pele, particularmente
a propriedade barreira, conferida principalmente pelo
estrato corneo[6], que limita a permeagao do farmaco e,
consequentemente, a sua biodisponibilidade. No entan-
to, se por um lado esta aparente limitagdo da pele cons-
titui uma desvantagem quanto a eficacia da terapéutica,
por outro lado a dificuldade de determinados compos-
tos permearem através da pele pode ser uma vantagem
para garantir uma baixa incidéncia de efeitos secunda-
rios em sistemas topicos. No entanto, ¢ fundamental
avaliar a citotoxicidade destes ingredientes, bem como
a percentagem dos mesmos que permeia a pele.

Outra problematica com que a area farmacéutica se
depara, consiste na baixa solubilidade, de muitos dos
farmacos, em agua e nos solventes organicos que se po-
dem utilizar. Assim, uma das formas de ultrapassar este
obstaculo ¢ a de desenvolver excipientes funcionais que



to synthesize ILs with specific physical and chemical
properties [3,7].

Currently, there are several studies that involve the
incorporation of ILs into topical formulations, dem-
onstrating that there is an impact of these salts on the
solubility and permeation of poorly soluble active com-
pounds [3,12-16]. However, there are few studies eval-
uating the functionality of these salts in non-cytotoxic
percentages [3,16], and to the best of our knowledge
none consider to what extent these ionic liquids perme-
ate the skin, which is relevant information when dealing
with topical delivery systems. In this context, and as
imidazole-based ionic liquids have been described has
among the most toxic ILs in addition to being among
the most studied, this study was intended to evaluate
the amount of these ILs that permeate the skin in satu-
rated solutions of a hydrophilic model drug, caffeine.

Material and Methods

Materials and Reagents

The reagents and solvents used (analytical grade) were
acetone and anhydrous caffeine (Fagron, Spain), nitric
acid (VWR, USA) and silver nitrate (Sigma-Aldrich,
USA). Regarding the equipment, all weight measure-
ments were done on an analytical weight Sartorius
BP221S®, (Sartorius AG, Germany), the oven used was
a Memmert U30® (Memmert, Germany) and the freezer
was Omina®, (Omina, Spain). For the lyophilization, a
freeze dryer labconco FreeZone 25%, (Labconco, USA),
was used. The filter paper used was a Qualitative Filter
Paper, 413, diameter 150 mm, (VWR, France).

'H NMR spectra obtained for confirmation of ILs struc-
tures were obtained on a Bruker Avance 400, (Bruker,
USA).
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possam aumentar a solubilidade e incorporagdo destes
farmacos, nos sistemas de veiculagdo desenvolvidos.
Neste ambito, os liquidos idnicos (LI) t€ém sido estu-
dados como promotores de solubilidade e permeagio
e tém sido desenvolvidos alguns estudos que utilizam
estes materiais com esta finalidade[3,7,8]. Os LI sdo
sais organicos[9,10], constituidos por ides, um catido
organico e um anido organico ou inorganico[9,11], que
podem ser liquidos a temperaturas inferiores a 100
°C[12,13] ou, em alguns casos, liquidos a temperatura
ambiente[3,11]. Estes compostos tém diversas proprie-
dades valiosas, sendo a suscetibilidade a modificac¢des
a mais relevante. Assim, ¢ possivel alterar deliberada-
mente os ides que os constituem e sintetizar LI com
propriedades fisicas e quimicas especificas[3,9].
Atualmente, sdo diversos os estudos, que envolvem a
incorporagdo de LI em formulagdes tdpicas, demons-
trando que existe um impacto destes sais na solubili-
dade e permeacdao de compostos ativos pouco solu-
veis[3,7,8,14,15]. No entanto, sdo poucos os estudos
que avaliam a funcionalidade destes sais em percen-
tagens nao citotoxicas [3,16], e tanto quanto sabemos
nenhum considera quanto destes liquidos ionicos per-
meiam a pele, informagao relevante quando se pretende
uma aplicagdo em sistemas de veiculagdo topicos. Nes-
te ambito, e uma vez que os liquidos i6nicos derivados
de imidazol além de estarem entre os mais estudados
estdo também descritos como sendo dos mais toxicos,
pretendeu-se no ambito deste trabalho avaliar que quan-
tidade destes LI permeia a pele em solugdes saturadas
de um activo modelo hidrofilico, a cafeina.

Material e Métodos

Material e Reagentes

Os reagentes e solventes usados, de grau analitico, fo-
ram a Acetona, a Cafeina anidra de Fagron, Espanha,
o Acido nitrico de VWR, Estados Unidos da América
(EUA) e o Nitrato de Prata de Sigma-Aldrich, EUA.
No que diz respeito aos equipamentos, todas as pesa-
gens foram realizadas numa balanca analitica Sarto-
rius BP221S® (Sartorius AG, Alemanha), ja a estufa é
Memmert U30%, (Memmert, Alemanha) e o frigorifico
da Omina®,(Omina, Spain). Para o processo de liofiliza-
¢do utilizou-se um liofilizador LABCONCO FreeZone
25%, (Labconco, EUA).

Os espectros de '"H RMN obtidos para a confirmagao
da sintese dos LI foram obtidos num aparelho Brucker
Avance 400, (Bruker, EUA). O papel de filtro usado ¢
o papel qualitativo 413, com um didmetro de 150 mm,
(VWR, Franga).
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Methods

Synthesis of ILs

In this study, three imidazole-based ILs were prepared,
1-Ethyl-3-methylimidazolium bromide [C2mim][Br],
1-Butyl-3-methylimidazolium bromide [C4mim][Br]
and 1-Hexyl-3-methylimidazolium, according to the
literature [16,17]. The ILs were characterized by 'H
NMR spectra in a Bruker Advance 400 apparatus at 400
MHz, using D,0, CDCI, or DMSO-d6 as solvents.

Permeation study

Permeation studies (n = 5) were performed on verti-
cal diffusion glass cells (Franz cells) with a receiver
volume of approximately 4 mL and a diffusion area of
0.95 cm?, using porcine ear skin, kindly provided from
Suinimais Lda, Leiria, Portugal.

The porcine ear skin was harvested immediately after
the animals were sacrificed and washed with cold wa-
ter. Any damaged skin was discarded. The skin samples
were separated from the cartilage, being careful not to
damage the skin, and stored in the freezer at -4 °C until
used, for a period not exceeding six weeks. At the time
of the study, the sample was thawed and cut to the re-
quired size to place in the Franz cell [3].

In the donor compartment were placed 500 pL of satu-
rated solution of caffeine in a water:IL mixture (95:5).
This compartment was then occluded by sealing it with
microscope coverslips. Phosphate buffer pH 7.4 (USP
32) was placed in the receptor compartment, and this
compartment was immersed in a thermostatic bath at 37
°C to ensure that the skin was at 32 °C.

At predetermined time intervals, the entire medium
was collected in the receptor compartment and then re-
placed with previously heated, at 37 °C, fresh medium.
Immediately following collection, the samples were
frozen at -40 °C in glass flasks. All collected samples
were simultaneously freeze-dried at -45 °c, 400 mTorr
for 24 hours.

Gravimetric_studies: Evaluation of the percentage of
imidazole-based ILs that permeated the skin

To quantify the amount of halogenated ILs contained
in caffeine saturated solutions that permeated the por-
cine ear skin, gravimetric studies of the lyophilized
samples collected from the receptor compartment were
performed.

The assay was done in triplicate and 0.03 g of the lyo-
philized samples were weighed. Then, 13.5 mL of wa-
ter and 0.075 mL of aqueous solution of 6 M nitric acid
were added. This solution was stirred and 4.5 mL of
an aqueous solution of 0.125 M silver nitrate was then
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Meétodos
Sintese dos LI

No ambito deste estudo foram sintetizados trés LI de-
rivados de imidazol, nomeadamente o Brometo de
1-etil-3-metilimidazolio [C2mim][Br], o Brometo de
1-butil-3-metilimidazélio [C4mim][Br] e o Brometo de
1-hexil-3-metilidazélio [C6mim][Br], de acordo com a
literatura [16,17]. Os compostos foram caracterizados
por '"H RMN no Brucker Avance 400, a 400 MHz, usan-
do D,0, CDCI, ou DMSO-d6 como solventes.

Estudo de Permeacio

Os estudos de permeagdo (n=5) foram realizados em
células de vidro de difusdo vertical (células de Franz)
com um volume recetor de, aproximadamente, 4 mL ¢
uma area de difusdo de 0,95 cm?, usando pele de orelha
de porco, cedida gentilmente pela Suinimais Lda, Lei-
ria, Portugal.

A pele de orelha de porco foi colhida, imediatamente,
apos o sacrificio dos animais, sendo depois levada com
agua fria e rejeitadas as zonas que se encontravam da-
nificadas. As amostras de pele foram separadas da carti-
lagem, com cuidado para que ndo existisse danificagdo
das mesmas, e armazenadas no congelador a - 4 °C até
serem usadas, ndo excedendo um periodo superior a 6
semanas. No momento do estudo, a amostra foi descon-
gelada e cortada do tamanho necessario para colocar na
célula de Franz [3].

No compartimento dador foram colocados 500 pL da
solucdo saturada de cafeina numa mistura de agua:LI
(95:5), este compartimento foi tapado por uma lamela
de microscépio. J& no compartimento recetor foi colo-
cado tampao fosfato pH 7,4 (USP 32), ficando depois
este compartimento mergulhado num banho termostati-
zado a 37 °C, de forma a garantir que a pele se encontra
a32°C.

Em intervalos de tempo pré-determinados, foi efetua-
da a recolha total do meio existente no compartimento
recetor, procedendo-se, de seguida, a reposi¢do do mes-
mo com meio fresco previamente aquecido a 37 °C. As
amostras recolhidas nos intervalos pré-determinados
do ensaio de permeacdo foram congeladas a - 40 °C
(Deep Freezer VXE 490, Jouan SA, Republica Checa)
em recipientes de vidro. De seguida, procedeu-se a lio-
filizag¢ao de todas as formulagdes, tendo-se realizado o
processo de secagem do solvente, agua, a —45 °C e 400
mTorr durante 24h.

Estudos de Gravimetria:_Avaliacdo da percentagem de
LI que permeia a pele

Para quantificar a quantidade de LI, contida em solu-
¢oes saturadas de cafeina, que permearam a pele de



added. Next, the solution was gently warmed at 35 °C
and then cooled to RT, followed by gravity filtration,
with a previously weighed fluted paper filter. The paper
filter was washed with two 0.75 mL portions of water
and three 0.75 mL portions of acetone. Then, the paper
filter paper was placed to dry in the oven at 60 °C over-
night and subsequently placed in the desiccator. The
quantification of the sample was carried out with the
successive daily weighing of the solid mass, which was
retained in the paper filter, until three equal consecutive
weights were obtained[18].

Statistical Analysis

Differences in mean values of the results were evaluat-
ed by one-way analysis of variance, ANOVA, followed
by Tukey’s multiple comparison test. Values were ex-
pressed as mean =+ standard deviation, SD. The differ-
ences between individual means were significant at *
p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001.

All analyses were performed using GraphPad Prism 5
by GraphPad Software, USA.

Results and Discussion

Previous studies have shown that imidazole-based ILs
can be used to enhance drug solubility and permea-
tion [3]. However, these ILs have a higher cytotoxicity
profile [3,19] when compared to ILs containing other
cations in their constitution, such as choline-based ILs
[3], and thus it becomes relevant to understand if they
permeate the skin.

In this context, three imidazole-based ILs, [C2mim]
[Br], [CA4mim][Br] and [Coémim][Br], were synthe-
sized, according to the techniques described in the lit-
erature [16,17] and their structures were confirmed by
'H-NMR.. Then, permeation studies of saturated solu-
tions of caffeine containing 5 % of each studied IL were
conducted. Gravimetric studies of the collected and
lyophilized samples in the receptor compartment were
then carried out. The results of caffeine permeation in
the presence and absence of ILs (Figure 1) agreed with
previously published results [3]. Particularly, it was
possible to confirm that in the presence of IL, there is an

Ionic liquids and skin permeation
Liquidos ionicos e permeagdo cutinea

porco, foram realizados estudos gravimétricos das
amostras recolhidas no compartimento do recetor e
posteriormente liofilizadas._

O ensaio foi feito em triplicado e foi pesada uma massa
de amostra de 0,03 g. Em seguida, foram adicionados
13,5 mL de agua desionizada ¢ 0,075 mL de solugdo
aquosa de acido nitrico 6 M. Esta solu¢ao foi agitada e
foram acrescentados 4,5 mL de uma solug¢do aquosa de
nitrato de prata 0,125 M. Posteriormente, a solu¢ao foi
suavemente aquecida a 35 °C, sendo depois arrefecida
até a temperatura ambiente, seguida de filtragao gravi-
métrica, com um filtro de papel previamente pesado. O
filtro de papel foi lavado com duas por¢des de 0,75 mL
de agua desionizada e trés porgdes de 0,75 mL de aceto-
na. De seguida, o papel de filtro foi colocado para secar
na estufa a 60 °C durante uma noite e posteriormente
colocado no exsicador. A quantificagdo da amostra foi
realizada com a pesagem diaria sucessiva da massa so-
lida, que ficou retida no filtro de papel, até a obtengao
de trés pesos iguais consecutivos [18].

Analise Estatistica

As diferencas na média dos resultados foram avaliadas
por analise de variancia unidirecional, ANOVA, segui-
da do teste de comparagdo multipla de Tukey. Os valo-
res foram expressos como média + desvio padrao, DP.
As diferencas foram significantes com * p <0,05, ** p
<0,01 e *** p <0,001.

Todas as analises foram realizadas usando o GraphPad
Prism 5® pelo GraphPad Software, EUA.

Resultados e Discussao

Estudos anteriores demonstraram que os LI derivados
de imidazol podem ser utilizados como promotores da
solubilidade e permeacdo de ativos [3]. No entanto,
estes LI apresentam um perfil de citotoxicidade mais
elevado[3,19], quando comparados com LI conten-
do outros catides na sua constituicdo, nomeadamente
os derivados da colina[3], pelo que se torna relevante
compreender a sua capacidade de permeagao cutanea.

Neste ambito, trés LI derivados de imidazol, o [C2mim]|
[Br], o [C4mim][Br] e o [C6mim][Br] foram sintetiza-
dos de acordo com as técnicas descritas na literatura
[16,17] e as suas estruturas confirmadas por 'H-RMN
no Brucker Avance 400, a 400 MHz, usando D,O ou
CDCl, como solventes (dados ndo apresentados). Se-
guidamente, foram executados estudos de permeagio
de solugdes saturadas de cafeina cada uma contendo
5% de um dos trés LI estudados e posteriormente fo-
ram efetuados estudos gravimétricos das amostras re-
colhidas e liofilizadas do compartimento recetor. Re-
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increase in the caffeine permeation and that parameter
increases with the increase of the alkyl chain length of
IL (Figure 1). These results have already been justi-
fied as being due to an increase in the diffusion of the
active through the skin and/or to an increase in the par-
tition coefficient of caffeine, since the increase of the
hydrophobicity of the vehicle, because of the increase
of the alkyl chain, increases the hydrophilic substance
partition [3]. Since permeation results demonstrated
that the increase of the alkyl chain of ILs influences the
permeation of caffeine, it becomes even more relevant
to assess whether this structural difference in the com-
position of the ILs may influence its own permeation
through the skin.

120+
100+
80

60

(ng/cm’/h)

404

Relative flux / Fluxo relativo

lativamente aos resultados da permeacdo da cafeina
na presenca ¢ auséncia dos LI estudados (Figura 1),
estes encontram-se de acordo com os resultados pre-
viamente publicados [3]. Nomeadamente, foi possivel
comprovar que na presenga dos LI ha um aumento da
permeacdo da cafeina e que esta permeagdo aumenta
com o aumento da cadeia de alquilo do LI (Figura 1).
Estes resultados ja foram justificados como devendo-se
a um aumento da difusdo do ativo através da pele e/ou a
um aumento no coeficiente de partilha da cafeina, uma
vez que o aumento da hidrofobicidade do veiculo, em
consequéncia do aumento da cadeia, aumenta a partilha
do ativo hidrofilico [3]. Uma vez que os resultados da
permeacdo demonstram que o aumento da cadeia de al-
quilo dos LI tem efeitos na permeagdo do ativo modelo
estudado, torna-se ainda mais relevante avaliar se esta
diferenca estrutural dos trés LI pode influenciar a sua
propria permeacdo através da pele.

Rk

Figure 1/ Figura 1- Relative permeation flux of saturated solutions of caffeine in
water or in water:IL mixtures, 95:5 % w/w. n=5, mean + SD and **p<0.01 and
~ #%p<(0.001 with ANOVA, Tukey’s test.
_ Fluxo relativo da permeagao de solugdes saturadas de cafeina em dgua ou
mistura agua:LI, 95:5 % (m/m). n=5, média + DP e **p<0.01 e ***p<0.001 com
ANOVA, teste de Tukey.
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Effectively, the results of the gravimetric study (Fig-
ures 2 and 3) showed that [C6mim][Br], the most li-
pophilic IL, presented the highest permeation through
the skin. The results also showed, once again, that the
higher the alkyl chain, the higher the percentage of IL
that permeates the skin, as was observed for the stud-
ied drug. This fact may be due to a better surfactant
ability of the IL, because of the increase in the alkyl
chain, leading to increased skin instability and, thus,
promoting the not only the drug permeation but also
IL permeation. It is known that surfactants are classi-
cal permeation promoters, causing disorganization of
the ceramides bilayers of the stratum corneum [20]. It
should also be mentioned that for the most toxic ILs
[C4mim][Br] and [C6mim][Br], permeation percentage
is quite high, above 80 %, which demonstrates how im-
perative it is to consider the cytotoxicity of these salts
when considering their use as functional ingredients
in topical delivery systems, since most of these IL will
permeate the skin.

Ionic liquids and skin permeation
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Efetivamente, os resultados do estudo gravimétrico
(Figura 2 e 3) realizado neste estudo mostraram que
o [Comim][Br], o LI mais lipofilico, apresentou uma
maior permeagdo através da pele. Os resultados tam-
bém mostraram, mais uma vez, que quanto maior a ca-
deia de alquilo, maior a percentagem de LI que permeia
a pele, a semelhanca do que se observou para o ativo
estudado. Este facto pode dever-se a uma melhor capa-
cidade surfactante do LI, em consequéncia do aumento
da cadeia de alquilo, provocando uma maior instabili-
dade na pele e, promovendo assim, ndo s6 a permeagao
do ativo mas também a permeagao dos LI. E sabido que
os surfactantes sdo promotores da permeacao classicos,
causando desorganizacdo das bicamadas de ceramidas
do estrato corneo[20]. Deve ainda ser mencionado que,
para os LI mais toxicos, o [C4mim][Br] e o [CoHmim]
[Br], a percentagem de permeacdo ¢ bastante elevada,
acima dos 80%, o que demonstra o qudo imperativo €
considerar os seus resultados de citotoxicidade aquando
do seu uso como ingredientes funcionais em sistemas
de veiculagdo topicos, dado que a maioria do contetido
destes LI permeara a pele.
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Figure 2/Figura 2: Percentage of ILs total permeation through the skin (%), at

the end of six hours. n=3, mean + SD and *p<0.05 and ***p<0.01 with A

VA,

Tukey’s test.

Percentagem da permeagao total dos LI através d%\}a
P e *p<0.05 e **p<0.01 com ANOVA,

média +

ele (%), ao fim 6 horas. n=3,
teste de Tukey.
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Figure 3/ Figura 3 - Ionic Liquids permeation through the skin (%) in caffeine
saturated solutions over six hours, in water:IL mixtures, 95:5 (w/w)
Permeacao dos Liquidos ionicos através da pele (%{ ao lon%o de 6 h, em solugdes

saturadas de cafeina em misturas agua:

Conclusion

Three imidazole-based ILs were prepared - [C2mim]
[Br], [C4mim] [Br] and [C6émim] [Br] -and each were
incorporated in caffeine saturated solutions and perme-
ation studies using pig ear skin were performed. Results
for caffeine permeation in the presence of the studied
ILs agreed with previously published results, show-
ing that the ILs enhance caffeine solubility and that the
more lipophilic IL, [Comim] [Br], is the best solubility
promoter. More importantly, the amount of ILs that per-
meated through the skin was evaluated through gravi-
metric studies, since in topical systems, this informa-
tion may be crucial when deciding the amount of these
ingredients that may effectively be used. In this context,
gravimetric results showed that a high percentage of
these ILs (> 60%) permeates through the skin and that
this permeation is dependent on the size of alkyl chain
of the ILs.
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I, 95:5 % (m/m).

Conclusao

No ambito deste estudo foram preparados trés LI de-
rivados de imidazol, [C2mim][Br], [C4mim][Br] e
[Comim][Br]. Todos os LI preparados foram incorpora-
dos em solugdes saturadas de cafeina e foram realizados
estudos de permeacao em pele de orelha de porco. Os
resultados para a permeacao da cafeina na presenga dos
LI estudados estdo de acordo com resultados publica-
dos anteriormente, ¢ mostram que os LI aumentam a
solubilidade da cafeina, sendo o LI mais lipofilico, o
[Comim][Br], o melhor promotor da solubilidade. De
salientar ainda que, no ambito deste estudo se determi-
nou a quantidade de LI que permeou através da pele,
uma vez que, nos sistemas de veiculag@o topicos, esta
informacao pode ser crucial quando se pretende decidir
que quantidade desses ingredientes pode efetivamente
ser utilizada. Neste contexto, foram executados estudos
gravimétricos que demonstraram que uma elevada per-
centagem dos LI estudados permeia a pele (> 60%) e
que esta permeacao depende do tamanho da cadeia de
alquilo dos mesmos.
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