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Abstract

This paper reviews a methodology based on mathematical modelling of data of transepidermal water loss (TEWL)
after conducting a plastic occlusion stress test (POST), to assess the hydric skin dynamic by kinetic parameters.
Although simple to implement, this method is time-consuming, since it normally involves collecting data for at least
30 minutes. This research is aimed at optimizing the protocol by reducing the total time of the experiment by
collecting more points during the initial stage. It was possible to significantly reduce analysis time, which is
advantageous both for researchers and for volunteers since, on the one hand, there is a reduction in the cost of
research, and on the other hand it ensures the comfort of the study participants.
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Resumo

Neste trabalho ¢ revista uma metodologia baseada na modelagao matematica de dados de perda transepidérmica de
agua (PTEA) apos a realizacdo de um plastic occlusion stress test (POST), para avaliar a dinamica hidrica cutinea
através de parametros cinéticos. Embora simples de executar, esta metodologia consome muito tempo, uma vez que
normalmente envolve a recolha de dados durante, pelo menos, 30 minutos. Esta investiga¢do tem como objectivo
optimizar o protocolo, reduzindo o tempo total da experiéncia através da recolha de mais pontos na fase inicial do
estudo.Foi possivel reduzir significativamente o tempo de andlise, o que se torna vantajoso tanto para os
investigadores, como para os voluntarios, uma vez que, por um lado, ha reducao dos custos de investigagdo, bem
como se assegura o conforto dos participantes no estudo.
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Introduction

The skin is the largest organ in the human body. It
performs several functions and consists of several layers.
The uppermost layer, the stratum corneum (SC), is what
provides, together with other characteristics, the barrier
function that is so important for the human body ™.

The SC contains a relatively low proportion of water
compared to the water content of deeper layers of the
epidermis (stratum germinativum, stratum spinosum
and stratum granulosum). It consists of both proteins
and lipids that act as an effective barrier against the loss
of water and electrolytes, and against the entry of
harmful exogenous material. However, despite the fact
that it acts as a barrier and has low permeability, this
layer has plenty of plasticity and elasticity to allow for
movements of the skin """,

The transepidermal water loss (TEWL) is the loss of
water from inside the body through the skin, in
particular through the SC, as previously mentioned. The
measurement of TEWL is used in several studies, which
aim to evaluate the efficacy of the skin barrier .

The low amount of water present in the SC allows for a
flow of water, which evaporates into the environment to
varying degrees, depending on climatic conditions and
the integrity of the skin barrier. Some of this moisture is
retained by the SC's natural moisturizing factor, whilst
the invisible perspiration affects the amount of
evaporated water at the skin surface. The evaporimeter
is a device that allows for accurate measurement of
TEWL, either in basal conditions or after application of
substances which alter the efficacy of skin barrier "
Several non-invasive methods and instruments are used
for measuring the TEWL. However, the most widely
used is the evaporimeter, which is based on an open
gradient evaporation chamber, allowing for
measurement of the gradient on the water present at the
skin surface .

Various methodologies have been developed to assess
the efficacy of moisturizing products. The most
commonly used approaches employ static methods, but
they are conditioned by the fact that it is not possible to
identify the source of the water detected and that it only
produces instantaneous data . This paper reviews a
methodology based on mathematical modelling of
transepidermal water loss (TEWL) data after
conducting the plastic occlusion stress test (POST), in
order to assess the dynamic skin hydration by kinetic
parameters . Although simple to implement, this
method is time-consuming, since it normally involves
collecting data for at least 30 minutes. This research is
aimed at optimizing the protocol by reducing the total
time of the experiment by collecting more points in the
initial phase of the study.
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Introducao

A pele é um 6rgao multifuncional no corpo humano que ¢
constituido por varios estratos, sendo que o mais
superficial, o Estrato Cérneo (EC), ¢ o que confere,
juntamente com outras caracteristicas, a funcdo de
barreira que é tio importante para 0 nosso organismo. "
O EC contém uma proporcao relativamente baixa de
agua, comparativamente com o conteido hidrico das
camadas mais profundas da epiderme (Estrato
Germinativo, Estrato Espinhoso e Estrato Granuloso), e,
tanto as proteinas como os lipidos que o formam, actuam
como uma barreira eficaz contra a perda de agua e
electrolitos, bem como contra o ingresso de material
exogeno prejudicial. No entanto, apesar da barreira e da
fraca permeabilidade, este estrato possui plasticidade e
elasticidade que permite os movimentos da pele'"”

A perda transepidérmica de agua (PTEA) consiste na
perda de agua do interior do organismo pela epiderme,
nomeadamente pelo EC, como ja foi referido
anteriormente. A medi¢do da PTEA ¢é usada em varios
estudos que pretendem avaliar a eficacia da pele como
barreira. "

A baixa quantidade de dgua que se encontrano EC permite
um fluxo passivo de dgua, a qual se evapora depois para o
meio ambiente em grau varidvel, dependendo das
condigoes climaticas e da integridade da barreira cutanea.
Parte desta humidade ¢é retida no EC pelo factor
humectante natural enquanto que a perspiragdo nao visivel
afecta, de forma variavel, a quantidade de agua evaporada
na superficie cutanea. O evaporimetro ¢ um aparelho de
bioengenharia cutdnea que permite determinar com
precisdo esta PTEA, quer em situagdes basais quer apos a
aplicagdo de substancias que alteram a eficacia da barreira
cutanea."™""

Existem varios métodos e instrumentos ndo invasivos
utilizados na medigdo da PTEA. No entanto, o mais
utilizado é o evaporimetro, método que se baseia no
gradiente de evaporacdo de camara aberta, permitindo a
medigdo deste gradiente relativamente a agua presente na
superficie dapele .

Foram desenvolvidas diversas metodologias para avaliar a
eficacia de produtos hidratantes. A maioria das vezes sdo
utilizadas abordagens que recorrem a métodos estaticos,
mas estas estdo condicionadas ao facto de ndo
identificarem a origem da agua detectada e apenas
produzirem dados instantaneos ", Neste trabalho é revista
uma metodologia baseada na modelacdo matematica de
dados de perda transepidérmica de agua (PTEA) apos a
realizagdo de plastic occlusion stress test (POST), para
avaliar a dindmica hidrica cutinea através de parametros
cinéticos ™. Embora simples de executar, esta
metodologia consome muito tempo, uma vez que
normalmente envolve a recolha de dados durante, pelo
menos, 30 minutos. Esta investigacdo tem como
objectivo optimizar o protocolo, reduzindo o tempo
total da experiéncia através da recolha de mais pontos
na fase inicial do estudo.



Material and Methods

Twenty-three female volunteers participated in this
study (mean age 22.3 + 2.6 years) after informed
consent. The procedure followed was in accordance
with the ethical standards of the responsible committee
on human experimentation and according to the
Declaration of Helsinki. All volunteers underwent a
POST, which consisted of the application of an
occlusive patch in the left forearm over a period of 24
hours. The patch consisted of gauze, Parafilm™
(Neenah, Wisconsin, United States), clingfilm (Pingo
Doce, Lisbon, Portugal) and Parafilm™ again, and was
applied to the skin with adhesive Durapore (3M,
Nadarzyn, Poland), as depicted in Figure 1.

The site chosen for the study was the middle region of
the volunteers' ventral forearm, randomized to left and
right arm. The site was covered by an occlusive patch
for 24 hours, and TEWL was measured using a
Tewameter TM300 (Courage + Khazaka electronics
GmbH, Cologne, Germany) immediately after its
removal. TEWL measurements were recorded every 2
seconds during the first 2 minutes, every 30 seconds for
the following 5 minutes, every 60 seconds up to 20
minutes and in the last 10 minutes measurements were
taken every 5 minutes. Four analysis protocols were
applied and the values analyzed were at 0, 5, 10, 15 and
30 minutes. The more relevant parameter, the
evaporation half-life (t,,.,,,) was compared between all
protocols using software such as Excel Solver
adjustment MS.

The bi-compartmental model used in this study aims to
simulate the complex physiological distribution of
water, where the data are analyzed as decay curves of
experimental TEWL. The occlusive patch induces a
prolonged skin occlusion leading to changes in the
balance of water in two compartments. The model
considers the barrier and inner layers of the skin as two
different water compartments. The first compartment is
the skin barrier with low water content, whilst the second
represents the innermost layers of the skin with higher
water levels. The transfer of water from these two
compartments is regulated by two micro-constants (K,
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Material e Métodos

Vinte e trés voluntarios do sexo feminino participaram
neste estudo (idade média de 22,3 + 2,6 anos), apos
consentimento informado. O procedimento seguido
estava em conformidade com os padrdes éticos do
Comité responsavel pela experimentagdo em humanos
e segundo a Declaracdo de Helsinquia. Todas as
voluntarias foram submetidas a um POST que consistiu
na aplicagdo de um penso oclusivo, no antebrago
esquerdo, durante 24h. O penso era composto por
compressa, Parafilm™(Neenah, Wisconsin, Estados
Unidos da América), papel aderente (Pingo Doce,
Lisboa, Portugal) e novamente Parafilm™, sendo
depois aplicado na pele com adesivo Durapore ( 3M,
Nadarzyn, Polénia), como esquematizado na Figura 1.

Gauzf,ﬂ Figure 1 - Schematic illustration of the occlusive
Parafilm patchused (5)
Cling film Figura 1- Esquema ilustrado do patch oclusivo
Parafilm utilizado. (5)

O local escolhido para o estudo foi a regido média do
antebrago ventral dos voluntarios, tendo sido
aleatorizado o lado esquerdo e direito. O local foi
coberto pelo penso oclusivo durante 24h e,
imediatamente ap6s remog¢ao do mesmo, foi medida a
PTEA, utilizando um Tewameter TM300
(Couraget+Khazaka electronics GmbH, Coldnia,
Alemanha). Foram registados medi¢cdes de PTEA a
cada 2 segundos nos primeiros 2 minutos, a cada 30
segundos nos seguintes 5 minutos, a cada 60 segundos
até aos 20 minutos e nos ultimos 10 minutos foram
feitas medicdes de 5 em 5 minutos. Foram aplicadas 4
analises de protocolos, sendo analisados valores de 0, 5,
10, 15 e 30 minutos. O pardmetro mais relevante, at,,de
evaporacao (t,, evap), foi comparado com todos os
protocolos, utilizando como software de ajuste o MS
Excel Solver.

O modelo bi-compartimental utilizado neste estudo tem
como objectivo simular os mecanismos fisioldgicos
complexos de distribuicao de 4gua, onde se analisam os
dados das curvas de decaimento experimental de
PTEA. O penso oclusivo induz uma oclusio prolongada
da pele levando a alteragdes do balanco de agua nos 2
compartimentos. O modelo leva & estimulacdo da
barreira e das camadas mais interiores da pele como
dois contetidos de agua distintos. O primeiro
compartimento representa a barreira da pele com baixo
teor em agua; enquanto que o segundo representa as
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and K, _,), and the elimination of water to the exterior is
adjusted by the micro-constant K, _,. The TEWL decay
curves can be described by equation (1):

PTEA =B+ (e "™ — ¢ Knrty (1)

where B represents the baseline effect; I the common
multiplicative exponential; K_,, the evaporation
constant in assessing barrier function; and K,
constant hydration related to the distribution of water by
2 compartments.

With the intention of simplifying interpretation of the
data, K, 1is transformed into t (half-life of

evap 1/2evap
evaporation) as represented in equation (2):

In(2
l,,evap = & )

evap

wheret,,,,,,is the time required by the body to reduce its
water loss by half.

Another relevant parameter in data analysis, for
comparison purposes, is the dynamic water mass
(DWM) which represents the relevant weight of water
involved in the process of desorption. This parameter is
obtained by calculating the area under the curve (AUC)
oft,. until the end of the experiment (3):

T
DWM = J (B+1x(e " —eSiartyydr )

t

max

After removal of the occlusive patch the mathematical
model is made to fit the experimental TEWL data
obtained, enabling us to obtain the parameters K

t,. andDWM """,

1/2evap

evap?

Statistical Analysis

In this study, nonparametric comparisons were made
(Wilcoxon sign rank test) using SPSS 17 (IBM, New
York, USA), and a significance level of 0.05 was
adopted.
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camadas mais interiores da pele, com maiores niveis de
agua. A tranferéncia de agua destes 2 compartimentos €
regulada por 2 microconstantes (K,., e K,.,); e a
eliminagdo de agua para o exterior ¢ regulada por a
microconstante K,.,. AS curvas de decaimento da
PTEA podem ser descritas pela equagdo (1):

PTEA= B+ (e " — ¢ Sty ()

onde B, efeito baseline; I, pardmetro multiplicativo
comum as exponenciais; K, constante de evaporacdo
na avaliagdo da funcdo barreira; K,,, constante de
hidratacao relacionada com a distribuicao de agua pelos
2 compartimentos.

Com o intuito de se simplificar a interpretagdo dos
dados, a K, ¢ transformada em t,,,,, (tempo de semi-

evap 1/2evap

vida de evaporacao), equacao (2):

l,,evap = 2

evap

Onde t,,,,, representa 0 tempo necessario para que o
organismo reduza a sua perda de agua para metade.
Outro parametro relevante na andlise de dados,
destinado a comparagao, ¢ a dindmica da massa de agua
(DMA) a qual representa a massa de dgua relevante
envolvida no processo de desadsorcdo. Este parametro
¢ obtido através da area sobre a curva (AUC) do t,, até
ao final da experiéncia (3):

T
DIWM = [(B+Ix(e " =& )dt o)

1,

‘max

Apos a remocdo do penso oclusivo procedeu-se ao
ajuste do modelo matematico aos dados experimentais
da PTEA obtidos, permitindo obter os pardmetros K,
t)peren€ DMA. ™

1/2evap

Analise Estatistica

Neste estudo, foram efectuadas comparagdes nao
paramétricas (Wilcoxon rank sign test) com o programa
SPSS 17 (IBM, New York, Estados Unidos da
América), tendo sido adoptado um nivel de
significanciade 0,05.



Results

From the analysis of the results obtained it can be
concluded that the bi-compartmental model described
the data well and the lowest value obtained from R* was
0.74. The values of t,,,, obtained in the 4 protocols
were very similar and statistical analysis showed no
major difference in the data sets collected (Fig. 2). This
difference in terms of the functional barrier can be
observed in each volunteer by the upper value obtained
by the standard deviation. However, this value did not
have any significance on the final results, since the data
were analyzed in pairs.
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Resultados

A partir da andlise dos resultados obtidos podemos
concluir que o modelo bicompartimental descreveu
bem os pares de dados e o valor mais baixo de R’ obtido
foide 0,74. Os valores de t, , ., obtidos nos 4 protocolos
foram muito semelhantes e a analise estatistica ndo
demonstrou grande diferenga nos conjuntos de dados
recolhidos (Fig. 2). Esta diferenga nas condig¢des
funcionais da barreira pode ser observada em cada
voluntario pelo valor superior obtido do desvio padrao.
No entanto, este valor ndo apresentou grande relevancia
nos resultados finais, uma vez que os dados foram
analisados em pares.
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Figure 2 - t1/2evap obtained in the different protocols (mean SD,n=23)
Figura 2 -t1/2 evap obtidas nos diferentes protocolos (média SD, n=23)

The majority of water loss occurred in the first minutes
after removal of the occlusive patch. Thus, the typical
dynamic curve is already formed after the first 5
minutes of measurements, that is, the time period
covered by the first protocol. As can be seen in Table 1,
there are statistically significant differences between
the shorter and longer protocol (15 and 30 minutes).
However, when the analysis time is extended to 10
minutes, no statistical differences were observed
among the parameters obtained in the longer protocols,
which leads to the conclusion that the duration of
TEWL data collection can be effectively reduced from
30 minutes to only 10 minutes.

A maior parte da perda de dgua ocorre nos primeiros
minutos apds remog¢ao do penso oclusivo. Deste modo,
a forma tipica da curva desta dindmica encontra-se
formada apds os primeiros 5 minutos das medic¢des, ou
seja, o periodo de tempo abrangido pelo primeiro
protocolo. Como pode ser observado na Tabela 1, ha
diferencas significativas entre o protocolo mais curto e
os mais prolongados (15 e 30 minutos). No entanto,
quando se extende o tempo de andlise para os 10
minutos, ndo foram observadas diferengas estatisticas
entre os pardmetros obtidos nos protocolos mais
prolongados, o que leva a concluir que a duragdo da
recolha de dados de PTEA pode ser efectivamente
diminuida de 30 minutos para apenas 10 minutos.
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Table 1-t1/2evap obtained in the different protocols (mean SD,n=23)
Tabela 2 - t1/2 evap obtidas nos diferentes protocolos (média SD,n=23)

-
:

Discussion

Barrier function is typically assessed by instantaneous
measurements of TEWL (10); however, some studies
have reported a poor correlation between damage
inflicted to the skin and changes in TEWL values "".
Developments in the mathematical modelling of the
TEWL curves that result from a plastic occlusion stress
test (POST) " have contributed to a more accurate
quantitative description of the cutaneous water mass
balance over time. This methodology uses occlusion for
24 hours with an impermeable patch to cause water
accumulation in the skin. When the patch is removed,
high amounts of water evaporate from the skin surface
until equilibrium is re-established. The time necessary
to reach this balance is mainly dependant on the
dynamic water balance established between the deep
and the superficial skin structures, therefore the kinetic
parameters obtained by this methodology mirror the
competence of the epidermal barrier.

The dynamic methodology that relies on POST is a widely
used technique in the assessment of TEWL ™. However
this has its applicability conditioned by the time-
consuming data collection that is traditionally required.
After data analysis by mathematical modelling, we
conclude that the higher water loss occurs in the first
few seconds, and that increasing the data set collected at
this stage can reduce the time for reading the data to 10
minutes, instead of the conventional 30 minutes.

The aim of this work was to optimize this methodology
by assessing whether there may be a reduction in
analysis time, which came to prove possible. This
development is advantageous both for researchers and
for volunteers, since, on the one hand, it achieves a
significant reduction in the cost of research, and on the
other, itprovides greater comfort for study participants.
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_ 5 min 10 min 15 min 30 min

0.101 0.031 0.033

= 0.248 0.107

- - 0.287
Discussao

A fun¢do de barreira ¢ normalmente avaliada por
medigdes instantaneas de PTEA (10), no entanto,
alguns estudos tém relatado uma baixa correlagio entre
os danos causados a pele e alteragdes nos valores de
PTEA " Desenvolvimentos sobre a modelacio
matematica das curvas de PTEA que resultam de um
POST ", contribuiram para uma descri¢io quantitativa
mais precisa do equilibrio cutdneo da massa de agua ao
longo do tempo. Esta metodologia utiliza a oclusdo
durante 24 horas com um adesivo impermeavel para
causar a acumulacdo de dgua na pele. Quando ocorre a
remogao do sistema, grandes quantidades de agua se
evaporam a partir da superficie da pele até que o
equilibrio seja restabelecido. O tempo necessario para
atingir este equilibrio ¢ principalmente dependente do
balanco de 4gua dindmica estabelecida entre as
camadas mais profundas e as estruturas superficiais da
pele e, assim sendo, os pardmetros cinéticos obtidos por
esta metodologia espelham a competéncia da barreira
epidérmica.

A metodologia dinamica que assenta no POST ¢ uma
técnica muito utilizada na avaliacdo da PTEA ®'*. No
entanto, esta tem a sua aplicabilidade condicionada pelo
longo tempo de recolha de dados que é tradicionalmente
requerido.

Ap6s a analise dos dados, por modelagcdo matematica,
podemos concluir que a maior perda de d4gua ocorre nos
primeiros segundos e que, aumentando o conjunto de
dados recolhido nesta fase, pode haver reducdo do
tempo de leitura dos dados para 10 minutos, em vez dos
30 minutos convencionais.

Com este trabalho pretendemos optimizar esta
metodologia avaliando se ¢ possivel haver redugdo do
tempo de analise, o que se veio a comprovar possivel.
Este desenvolvimento ¢ vantajoso tanto para os
investigadores, como para os voluntarios, uma vez que,
por um lado, se consegue uma reducdo acentuada dos
custos de investiga¢do, bem como se proporciona um
maior conforto dos participantes no estudo.
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