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Resumo

Abstract

Os modelos in vivo de estudo da lesão cutânea com Lauril Sulfato de Sódio (LSS), são amplamente utilizados
para avaliar a barreira cutânea e para a determinação da eficácia dos cremes que visam melhorar esta
propriedade. O objectivo deste trabalho foi aplicar este modelo no estudo do impacto da aplicação de um creme
contendo ureia.
14 voluntárias saudáveis aplicaram uma formulação durante 15 dias, 2x por dia num site randomizado da perna.
Aplicou-se, sob oclusão, LSS a 2,5% durante 24h no site tratado e noutro não tratado. Fez-se adicionalmente
oclusão num site não tratado, o controlo. Mediram-se os parâmetros Perda Transepidermica de Água (PTEA),
eritema, hidratação superficial e profunda nestes sites e num site que proporciona as variáveis basais.
Os resultados obtidos indicam que a aplicação da formulação provoca alterações positivas na barreira cutânea.
Estas são particularmente evidenciadas através das medições de PTEA, sendo menos evidentes nas outras
variáveis medidas. O estudo evidencia influência positiva do hidratante na função de protecção da barreira
cutânea, protegendo a pele do contacto com uma substância irritante

Barreira cutânea; LSS; Creme hidratante.

In vivo models using sodium lauryl sulphate (SLS) to study cutaneous lesion are widely employed in the assessment
of skin barrier function and to establish the efficacy of formulations that aim to improve it. The main purpose of this
work was to apply such a model to investigate the impact of treating the skin with a cream containing urea.
Fourteen healthy volunteers participated in this study and were instructed to apply a formulation for 2 weeks, twice
daily, to a randomized site in the lower leg. A 2.5% aqueous solution of SLS was applied under occlusion to an
untreated site and to the site treated with cream. The adhesive patch used to apply the SLS solution was applied to a
third site. Fifteen minutes after removal of the adhesives transepidermal water loss, erythema, superficial and deep
hydration were measured in all sites.
The results obtained in the study indicate that skin treatment for 2 weeks with the cream causes a significant
improvement in the cutaneous barrier. This effect is especially evident in the TEWL data. The current work indicates
that the moisturizer has the capacity to influence positively the cutaneous barrier function, and protect the skin from
the contact with an irritant.

Skin barrier; SLS; Moisturizer
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Introduction

The stratum corneum is the interface between the body
and the environment, and the performs the crucial task
of maintaining an impermeable barrier to exogenous
threats, as well as to the loss of endogenous materials.
The main contribution to such an impermeability
comes from the unique constitution of the cells that
form this layer of the epidermis- the corneocytes- and
from lipids such as the ceramides .
There are numerous pathologies and household
products that cause impairment of the cutaneous
barrier. The use of cosmetics is a frequent strategy to
restore and avert the loss of this skin function. These
normally contain emollients that form an impermeable
film that prevents contact with harmful substances.
Nevertheless, there are several references in the
literature to the ability exhibited by cosmetic
formulations to improve but also weaken barrier
function . The development of animal or human

in vivo models to study cutaneous lesion, has been
crucial to establish the efficacy of barrier creams.
Models that employ aqueous solutions of sodium lauryl
sulphate, in concentrations ranging from 0.25% to
10%, have been widely used and have produced vast
information on the dermatotoxicity of such a
compound, as well as on the mechanisms that explain
the loss of skin integrity . SLS is a well known
anionic surfactant that is part of the composition of
various pharmaceutical and cosmetic formulations .
It is a penetration enhancer and a skin irritant ,
causing oedema and changes to the keratin. Anionic
surfactants weaken the corneal layer by changing the
keratin helix structure and by removing lipids .
There are references in the literature stating that
exposure to different concentration of SLS causes an
increase in transepidermal water loss (TEWL) and of
local blood flow, which becomes visually apparent as
erythema of variable intensity .
The purpose of this work is assess the efficacy of a
cream containing urea (Kératosane15©) in protecting
the skin barrier. Such action was investigated through
the application of a model irritant (SLS), followed by
measurements of 4 different cutaneous variables:
TEWL, erythema, superficial and deep hydration.
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Introdution

e

O estrato córneo (SC) é a interface entre o corpo e o
meio ambiente, sendo a sua função crucial constituir
uma camada impermeável à entrada de ameaças
exógenas e contra a perda de material endógeno. Para a
manutenção desta impermeabilidade contribuem
lípidos como as ceramidas e a constituição única das
células que formam esta camada da epiderme – os
corneócitos .
São inúmeras as patologias cutâneas e os produtos de
utilização doméstica que contribuem para a diminuição
da eficácia da barreira cutânea. É corrente o recurso a
produtos cosméticos para restabelecer esta capacidade
ou prevenir a sua perda. Estes contêm frequentemente
emolientes que formam um filme impermeável ao
contacto com substâncias nocivas . No entanto, podem
ser encontradas na literatura referências à capacidade
de reforçar mas também enfraquecer a função de
barreira cutânea exibida por formulações cosméticas,
bem como de influenciar a sua recuperação .
O desenvolvimento de modelos in vivo de estudo da
lesão cutânea, em animais ou humanos tem sido
de grande importância para a determinação da eficácia
dos cremes barreira. Os modelos de lesão com Lauril
Sulfato de Sódio (LSS), em concentrações entre 0,25-
10%, têm sido amplamente utilizados, produzindo uma
vasta informação sobre a dermatotoxicidade deste
composto, bem como os mecanismos envolvidos nas
alterações de integridade da pele assim induzidas . O
LSS é um tensioactivo aniónico muito conhecido que
faz parte da composição de diversas formas
farmacêuticas e cosméticas . Este influencia a
permeação transcutânea, mas é irritante para a pele ,
causando edema e alterações na queratina. Os
tensioactivos aniónicos reduzem particularmente a
resistência da camada córnea por alteração das hélices
da queratina e, adicionalmente, por removerem os
lípidos que o constituem . Está descrito na literatura,
que a exposição a diversas concentrações de LSS,
normalmente aplicado sob oclusão, causa aumento da
Perda Trans-Epidérmica de Água (PTEA), bem como
do fluxo sanguíneo local, visível clinicamente pelo
aparecimento de eritema, de intensidade variável .
O objectivo deste trabalho de investigação é executar
um estudo sobre a eficácia apresentada por um creme
hidratante contendo ureia (Kératosane15©) como
protector da barreira cutânea. Esta acção foi
investigada através da aplicação de uma substância
modelo irritante (o LSS) seguida da avaliação de 4
variáveis cutâneas diferentes: Perda Transepidermica
de Água (PTEA), eritema, hidratação superficial
profunda.
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Materiais e métodos

O estudo realizou-se em 14 voluntários saudáveis do
sexo feminino com idades compreendidas entre os 22 e
os 51 anos (idade média de 28,27±13,7 anos), que
foram informadas da natureza do estudo e dos
procedimentos envolvidos. O trabalho foi
desenvolvido em conformidade com a Declaração de
Helsínquia e suas alterações posteriores. Por razões
práticas, o estudo foi inteiramente conduzido na perna
das voluntárias.
Neste trabalho experimental foi utilizada uma
formulação comercialmente disponível, creme
hidratante contendo ureia (Kératosane15©, Uriage,
França). O agente provocador da função de barreira foi
uma solução aquosa a 2,5% de Laurilsulfato de Sódio
(LSS) (Texapon K12, J. M. Vaz Pereira, Lda, Lisboa,
Portugal) aplicado sob oclusão durante 24h conforme
metodologias previamente publicadas .
Na perna de cada voluntária foram seleccionados 4
sites de forma randomizada: 1) site tratado com creme e
exposto ao LSS; 2) site não tratado mas exposto ao
tensioactivo; 3) site que apenas foi submetido à oclusão
durante 24h; 4) site controlo. Numa primeira fase, fase
de protecção, as voluntárias foram instruidas a aplicar o
creme durante 15 dias, 2 vezes por dia, no site
designado por 1). Na fase de provocação, aplicou-se
papel de filtro de 11mm de diâmetro saturado em LSS
utilizando os adesivos oclusivos Finn Chamber®
(Epitest Ltd Oy, Tuusula, Filândia) durante 24h aos
sites 1) e 2). Ao site 3) apenas foi aplicada a camara
adesiva oclusiva. No fim deste período, foram retirados
os adesivos e, após uma pausa de 15 minutos, mediram-
se os parametros de avaliação do impacto na função de
barreira nos sites 1) a 4). A hidratação superficial e
profunda foram medidas respectivamente com
MoistureMeter SC e MoistureMeter D (sonda L50)
(Delfin, Kuopio, Finlândia).As alterações na coloração
da pele foram avaliadas com um colorímetro tri-
estimular Chromameter CR-300 (Minolta Camera Co,
Ltd, Osaka, Japão). Todas as medições foram feitas
utilizando o sistema CIE Lab. Uma vez que o
parâmetro a* reflecte a cromaticidade vermelha, este
foi utilizado para quantificar o eritema. A perda
transepidérmica de água (PTEA) foi medida com o
eveporímetro Tewameter TM 300 (Courage and
Khazaka, Colónia, Alemanha) de acordo com
guidelines previamente publicadas .
Com excepção da PTEA, todos os parâmetros foram
medidos em triplicado para cada site. As medições
efectuaram-se em condições controladas de
temperatura (24,36 ± 1,34 °C) e humidade relativa
(51,74 ± 4,48%).
Para a análise dos resultados foi utilizada estatistica não
paramétrica (teste de Wilcoxon) e um nível de
significância de 0,05.

[11, 13]

[20]

Materials and Methods

The study was conducted in 14 healthy volunteers aged
between 22 and 51 years old (mean age 28.27±13.7
years), that were fully informed of the purpose of the
study and of the procedures involved. The work was
developed in accordance to the Helsinki Declaration
and its latest alterations. For practical reasons, the
entire study was conducted in the lower leg of the
volunteers.
A commercially available formulation was used in this
investigation, the moisturizer containing urea
Kératosane15© ( Uriage, France). The challenger of
the cutaneous barrier function was an aqueous solution
2.5% of SLS (Texapon K12, J. M. Vaz Pereira, Lda,
Lisbon, Portugal), applied under occlusion for 24 hours
according to previously published methodologies .
Four sites were randomly selected in the lower leg of
each volunteer: 1) site treated with cream and exposed
to SLS; 2) untreated site exposed to SLS; 3) site that
was only subjected to occlusion for 24h; 4) control site.
During the first phase of the protocol, protection phase,
the volunteers were instructed to apply the cream to site
1), twice daily for two weeks. During the provocation
stage, filter paper disks soaked with the SLS solution
were applied to sites 1) and 2), using occlusive patches
(Finn Chamber®, Epitest Ltd Oy, Tuusula, Finland).
An empty patch was applied to site 3). All patches were
removed after 24 hours and, after a 15 minutes break,
measurements were made in all sites. Superficial and
deep hydration were measured with a MoistureMeter
SC and MoistureMeter D (probe L50) (Delfin, Kuopio,
Finland). The changes in skin colour were assessed
with a Chromameter CR-300 (Minolta Camera Co, Ltd,
Osaka, Japan). All measurements were conducted
using the CIE Lab system. Erythema can be quantified
by the a* parameter, since this coordinate reflects the
red colour region. TEWL was was measured with a
Tewameter TM 300 (Courage and Khazaka, Koln,
Germany) according to previously published
guidelines .
All the parameters were measured in triplicate for each
site, with the exception of TEWL. Measurements were
made under controlled temperature (24,36 ± 1,34 °C)
and humidity (51,74 ± 4,48%).
Non parametric statistical analysis (Wilcoxon test) and
a significance level of 0.05 was used to interpret the
results obtained in the study.

[11, 13]

[20]
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Resultados

Uma das maiores dificuldades associada à realização
de teste in vivo é a grande variabilidade inter-
individual. A estratégia adoptada para minimizar este
obstáculo foi analizar os resultados como rácios do
valor obtido sobre o valor do controlo.
Os resultados relativos à coloração da pele não
permitem observar diferenças entre os sites expostos ao
LSS (site tratado com creme versus site não tratado).
No entanto há diferenças estatisticamente
significativas entre estes e o site sob oclusão, como se
pode observar na tabela 1 e figura 1.
Pode ver-se na tabela 2 que há diferenças
estatisticamente significativas na PTEA medida em
todos os sites. É de salientar o maior impacto causado
na PTEA da aplicação de LSS ao site não tratado com
creme (figura 2).
As variáveis que estão relacionadas com a hidratação,
superficial e profunda, não mostram diferenças
cutâneas após a aplicação do creme e exposição ao
LSS, como se pode ver nas tabelas e figuras 3 e 4.

Results

One of the greatest difficulties associated with in vivo
testing is the high inter-subject variablity associated
with the method. In order to overcome this difficulty,
results were recorded as the ratio between treated and
control sites for each subject, so that each subject acted
as his own control.
There are no significant differences between the skin
colour results obtained in the two sites exposed to SLS (
treated site versus untreated). Nevertheless, as can be
seen in table and figure 1, there are statistically
significant differences between the latter and the site
where only occlusion was performed.
The results summarized in table 2 show that there are
statistically significant differences in the TEWL
measured in the different sites. It should be noted that
the greatest impact on TEWL was observed when SLS
was applied in the untreated site (figure 2).
When the variables that measure deep and superficial
skin hydration are analysed, no differences are detected
after skin treatment with the cream and exposure to
SLS, as can be seen on tables and figures 3 and 4.
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Tabela 1 -
Table 1 -

Resultados da colorimetria
Results obtained by colorimetry

Figura 1 -
Figure 1 -

Rácios de a* (n=14, média ± DP)
a* ratios (n=14, mean ± SD)

Tabela 2 -
Table 2 -

Resultados da PTEA
Results obtained by TEWL measurements

Figura 2 -
Figure2 -

Rácios de a* (n=14, média ± DP)
TEWL ratios (n=14, mean ± SD)
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Discussão

O estrato córneo é constituído por várias camadas de
células justapostas, os corneócitos, imersos numa
matriz lipidica, sendo um dos principais contributores
para o estabelecimento de uma barreira impermeável e
eficaz de protecção, a barreira cutânea. A função de
barreira cutânea é fundamental para a sobrevivência
sob as condições ambientais da Terra .
O principal objectivo do estudo foi avaliar a capacidade
protectora apresentada por um creme contendo ureia.
Para tal, foi aplicada uma substância vulgarmente
utilizada como modelo da lesão cutânea: o LSS. É um
tensioactivo aniónico muito conhecido, fazendo parte
da constituição de inúmeras formulações . Apresenta
um potencial de irritação da pele fruto da sua
capacidade de alteração do estrato córneo, promovendo
algumas reacções adversas .
A eficácia protectora do creme contra o aparecimento
de eritema após aplicação de LSS foi avaliada através
de colorimetria. Os resultados indicam apenas
diferença estatistica entre os resultados do site não

[21]

[14]

[18]

Discussion

The stratum corneum is formed by several layers of
juxtaposed corneocytes immersed in a lipid layer, that
form an impermeable layer that is pivotal to ensure
survival under the environmental conditions of our
planet .
The main purpose of this study was to assess the
protective capacity of a moisturizing cream containing
urea. A commonly employed anionic surfactant ,
SLS, was employed to model cutaneous lesion. Its
irritant potential results from the ability to alter the
stratum corneum and cause adverse cutaneous
reactions .
Colorimetry was one of the strategies used to study the
cream's ability to protect the skin against erythema after
application of SLS. Results indicate only statistically
significant differences between the occluded site and
the sites treated with the surfactant. The most probable
cause to the inexistence of measurable differences is the
high inter-subject variability associated to the intensity
of erythematogenic response to SLS .

[21]

[14]

[18]

[22]
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Figura 3 -
Figure3 -

Rácios de a* (n=14, média ± DP)
TEWL ratios (n=14, mean ± SD)

Figura 4 -

Figure 4 -

Rácios de Hidratação Profunda (n=14,
média ± DP).

Deep hydration ratios (n=14, mean ± SD)

Tabela 3 -
Table 3 -

Resultados da Hidratação Superficial
Results obtained by superficial hydration

Tabela 4 -
Table 4 -

Resultados da Hidratação Profunda
Results obtained by superficial hydration

measurements
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exposto ao tensioactivo e os sites expostos.
Provavelmente, a inexistência de diferenças
mensuráveis deve-se à grande variabilidade
interindividual associada à resposta eritematógena ao
LSS .
A PTEA é um parâmetro classicamente associado ao
estado da função da barreira cutânea . Tal como
esperado, observaram-se diferenças estatisticamente
significativas entre os resultados de todos os sites.
Assim, pode observar-se um efeito protector do creme,
uma vez que no site exposto não tratado houve maior
aumento de PTEA do que naquele onde foi feita a
aplicação de creme durante 15 dias. Apesar disto, a
capacidade de formar uma barreira totalmente
impermeável é limitada, uma vez que não permitiu que
estes últimos fossem identicos ao do site onde apenas
foi aplicado o adesivo oclusivo.
O LSS afecta normalmente a hidratação superficial
cutânea de forma negativa, uma vez que, tem a
capacidade de remover os lípidos que existem no
estrato córneo e contribuem para a fixação de
moléculas de água . Se a formulação estudada tivesse
um efeito protector, observar-se-iam diferenças entre
todos os sites, mas tal não se verificou. Todos os
resultados respeitantes à hidratação superficial foram
semelhantes.
Outra consequência do LSS é o aparecimento de edema
devido ao seu efeito irritativo. Nas concentrações de
LSS utilizadas neste estudo, não se observou este
fenómeno, ou seja, não houve diferenças entre os
resultados da hidratação profunda entre o controlo e os
sites que foram expostos ao tensioactivos.
A capacidade protectora de diferentes formulações
contendo ceramidas foi estudada por di Nardo, et al
[25]. Este estudo realizou-se no antebraço de 14
voluntários, aplicando-se concentrações de LSS a 1% e
3% sob oclusão. Os resultados indicaram um efeito
positivo da aplicação de ceramidas na diminuição da
susceptibilidade ao LSS, uma vez que, houve uma
diminuição da PTEA e índices mais baixos de eritema
nos sites tratados.
Noutro estudo avaliaram-se diferentes cremes ou
constituintes de cremes na função de barreira cutânea
usando o antebraço como local anatómico de estudo e
um período de aplicação de 7 semanas. Notaram
diferenças, nalguns casos positivas e noutros negativas,
na PTEA e na susceptibilidade ao LSS de acordo com a
composição da formulação aplicada.
Esta formulação foi avaliada nas mesmas voluntárias
num estudo anterior com protocolo de aplicação
similar . Neste concluiu-se que o creme contendo
ureia evidenciava acção superficial, que se manifestou
no aumento dos níveis de água do estrato córneo e que
estaria certamente ligado aos diferentes componentes
higroscópicos e oclusivos que o constituem. Por outro
lado, o facto de não se terem observado diferenças

[22]

[23]

[24]

[26]

[27]

TEWL is a parameter that is classically linked to barrier
function condition . As predicted, statistically
significant differences were observed between the
results obtained in all sites. The cream exhibited a
moderate protective efficacy, since in the untreated site
exposed to SLS the TEWL was higher than in the site
where the cream was applied for 2 weeks.
Nevertheless, the capacity to form an impermeable film
is limited, since the latter was not similar to those
obtained in the occluded site.
SLS normally negatively affects superficial hydration,
since it is able to remove the water binding stratum
corneum lipids . Differences in the results obtained in
the 3 sites should be observed if the formulation
exhibited a protective effect. However, data analysis
indicates the opposite and all results of superficial
hydration were similar. Another common consequence
of skin contact with SLS is oedema. In the SLS
concentration used in this study and through the
measurements performed by the MoistureMeter-D this
phenomenon was not observed, i.e. the deep hydration
results obtained in the sites exposed to SLS were the
same than those obtained in the occluded site.
The protective capacity of formulations containing
ceramides was studied by di Nardo, et al . This waork
was conducted in the volar forearm of 14 volunteers,
with concentrations of SLS between 1% and 3%.
Results showed a positive effect of the application of
ceramides, causing a reduction of susceptibility to SLS,
since TEWL and lower erythema indexes were
obtained in the treated sites.
Another study found in the literature assessed the
impact of different creams or ingredients in skin barrier
function . The work was performed in the forearm
and all formulations were applied for 7 weeks. Positive
and also negative differences were found in skin
susceptibility to SLS, according to the composition of
the formulation employed.
The current formulation was tested in the same
volunteers in a previous study that employed a similar
application protocol . The main conclusion of this
work was that the urea formulation influenced the skin
superficially, increasing the hydration levels of the
stratum corneum thanks to its occlusive and
hygroscopic vehicles. Since no differences were
observed by the methodologies that assess barrier
function, it was assumed that the cream was unable to
modify the defects occurring in the epidermal cells that
lead to dry skin, and that are much more difficult to
correct.
The current work completes the work of efficacy
assessment of the formulation and indicates, in an
unequivocal way, that the moisturizer has the capacity
to influence positively the cutaneous barrier function,
and protect the skin from the contact with an irritant.

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]
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através das metodologias que avaliam função de
barreira foi considerado indicador da sua limitada
capacidade de modificar os desequilibrios nos
processos celulares da epiderme, que levam ao
aparecimento da pele seca.
O estudo actual completa o trabalho de avaliação da
eficácia desta formulação e evidencia assim, de forma
inequívoca, que o hidratante influencia positivamente
na função de protecção da barreira cutânea, protegendo
a pele do contacto com uma substância irritante.

Os autores gostariam de agradecer à Saninter/SFD a
cedência das amostras utilizadas neste estudo
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