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Abstract

Disease prevention and control depend on hand washing, in particular during epidemic surges (e.g. flu). The
use of alcohol-based hand sanitizers is strongly recommended due to its high germicide effectiveness. However,
its impact on skin physiology, especially on the barrier function, has not been determined, although most of
the formulations include different humectants. This study evaluates the impact of a commercially available
formulation on in vivo epidermal barrier dynamics. 13 young adult subjects (21.6 £ 2.6 years old) were selected
after informed consent. Subjects were asked to apply a commercially available alcohol gel sanitizer to one hand
for 15 days. TEWL absolute values were measured on days 1, 8 and 15 and a plastic occlusion stress test (POST)
applied. Evaporation half-life (t,, ) and dynamic water mass (DWM) values increased significantly on day 15 on
the treated hand compared to the control hand suggesting that, in the present experimental conditions, the regular
use of an alcohol-based gel sanitizer does changes the epidermal barrier. This study also confirms the usefulness
of this kinetic model to detect subtle changes on in vivo TEWL dynamics.
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Resumo

O controlo e preven¢do de doencas tém, na lavagem das maos, um instrumento principal, em particular durante
surtos epidémicos (ex: gripe). Recomenda-se a utilizagdo de desinfetantes para maos a base de alcool pela sua
elevada eficacia germicida. Mas, o seu impacto sobre a fisiologia da pele, e a fun¢ao de barreira em especial, ndo
esta avaliado, embora a maioria das formulagdes inclua diferentes humectantes. Este estudo avalia o impacto deste
tipo de formulagao sobre a dindmica da barreira epidérmica in vivo. 13 individuos saudaveis (21.6 = 2.6 anos)
foram selecionados apo6s consentimento informado. Os participantes foram instruidos a lavar as maos durante
15 dias com um desinfectante de mads disponivel no mercado. Os valores da PTEA foram medidos nos dias 1,
8 e 15, aplicando-se ainda um teste POST. Os pardmetros tempo de semi-vida de evaporagao (t,, cvap) e dindmica
da massa de dgua (DWM) aumentaram significativamente no dia 15 em especial na mao tratada , sugerindo que,
nas presentes condi¢des experimentais, o uso regular deste gel altera a barreira epidérmica. Este estudo também
confirma a utilidade do modelo cinético para detectar mudancas mesmo que discretas na dindmica in vivo da
PTEA.
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Introduction

Hand washing has been referred as critical to promote
disease control and prevention [, in particular during
epidemic surges (e.g. flu) ! and has become a manda-
tory practice in healthcare settings 4. Alcohol-based
hand sanitizers — mostly in gel form, are easier to use
and require shorter drying times compared with stand-
ard detergent-based products Pl. Alcohol-based prod-
ucts with 60-95% alcohol content have been found
to be more effective in killing germs than those with
lower alcohol concentration or non-alcohol-based hand
sanitizers . However, several complaints, such as dry-
ness, the most frequent, have been presented as cause of
reduced compliance distracting from the regular hand-
cleaning procedure [*7). For this reason, a new genera-
tion of hand sanitizers were recently introduced in the
market, exploring different advantages from cosmetic
industry experience and knowledge of skin physiology
in order to overpass these concerns and to promote its
regular (more frequent) use, in particular in specific en-
vironments (hospitals, health centers), and to contribute
to a more effective disease control and prevention.
Transepidermal Water Loss (TEWL) is the most com-
monly assessed variable to quantify the epidermal
‘barrier’ function in vivo ®. In order to improve the
precision of TEWL measurements, other dynamical ap-
proaches have been suggested. The moisture accumula-
tion test (MAT) P, the sorption/desorption test ['%, and
the plastic occlusion stress test (POST) ! are relevant
examples serving as the conceptual basis for the com-
partmental model here applied, allowing a more ac-
curate quantitative description of the cutaneous water
mass balance over time >4,

This study evaluates the impact of the use of an alcohol-
based gel sanitizer on the epidermal ‘barrier’ function,
using a kinetic approach of TEWL desorption curves
following a POST test.

Materials and Methods

13 healthy subjects (mean 21.6 + 2.6 years old), both
genders, were enrolled after informed written consent.
The study was developed in accordance with the Dec-
laration of Helsinki and its subsequent amendments !,
All volunteers applied 4 mL of an 80 % (v/v) commer-
cially available alcohol-containing gel (Ge! desinfect-
ante de mdos, Holon Produtos) on the dorsum of one
randomly chosen hand, twice-daily for 15 consecutive
days. The gel composition is listed in Table 1. After
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Introducao

A lavagem das maos tem sido apontada como funda-
mental para promover o controlo e prevengdo de doen-
cas 1, em particular durante surtos epidémicos (ex: gri-
pe) @ e tornou-se uma pratica obrigatdria em servigos
de saude B4. Os desinfetantes para as maos a base de
alcool, na sua maioria gelificados, sdo mais faceis de
utilizar e requerem menor tempo de secagem em com-
paragdo com produtos padrdo a base de detergentes [,
Os produtos com 60-95% de teor de alcool tém sido
considerados germicidas mais eficazes que aqueles com
menor concentragdo de alcool ou higienizadores sem
base alcodlica . No entanto, varias queixas como a
secura, a mais frequente, tém sido referidas como causa
de redugdo da adesdo e ndo motivagdo para a lavagem
regular das maos 7). Por esta razdo, uma nova geragao
de desinfetantes para as maos foi recentemente intro-
duzida no mercado, explorando diferentes vantagens
do conhecimento e experiéncia da industria de cosmé-
ticos e da fisiologia da pele, a fim de ultrapassar essas
preocupagdes e promover o seu uso mais frequente, em
particular em ambientes especificos (hospitais, centros
de satde), de forma a contribuir para um controlo ¢ pre-
vengdo da doenga mais eficazes.

A perda transepidérmica de agua (PTEA) ¢é a variavel
mais utilizada para quantificar a fungdo de ‘barreira’
epidérmica in vivo 1. A fim de melhorar a precisao das
medigdes da PTEA, outras abordagens dinamicas tém
sido sugeridas. Os testes de acumula¢do de humidade
(MAT) ™1, de sor¢ao/dessorgdo [ e de oclusao plastica
(POST) " sao exemplos relevantes que servem como
base conceptual para o modelo aqui aplicado, permitin-
do uma descri¢do quantitativa mais precisa do balango
de massa de agua cutinea ao longo do tempo 1214,

O presente estudo avalia o impacto da utilizagao de um
gel desinfetante de base alcodlica sobre a funcdo de
‘barreira’ epidérmica, usando uma abordagem de mo-
delag@o cinética das curvas de dessor¢do da PTEA apos
um POST.

Materiais e métodos

13 individuos saudaveis, (média de 21.6 + 2.6 anos), de
ambos 0s géneros, participaram neste estudo apos con-
sentimento informado por escrito. O estudo foi desen-
volvido em conformidade com a Declaracao de Helsin-
quia e suas emendas subsequentes 5. Os voluntarios
aplicaram 4 mL de um gel desinfetante contendo alcool
a 80 % (v/v) disponivel no mercado (Gel desinfectante
de mdos, Holon Produtos) no dorso de uma mao esco-
lhida aleatoriamente, duas vezes por dia durante 15 dias



application the gel was left to dry in the treated hand,
while the contralateral hand served as control. Subjects
were instructed to refrain from using any hand care
products during the study.

TEWL, expressed in (g/m?)/h, was measured in the hand
dorsal face by evaporimetry (Tewameter TM300, Cour-
age & Khazaka, Cologne, Germany). Measurements
took place in days 1 (), 8 (¢,) and 15 (¢,) in an area cor-
responding to the middle of the second and third fingers.
Additionally, on days 1 and 15 the region between the
first and second fingers on the dorsum of each hand was
occluded for 24 hour by an occlusive patch. The patch
consisted of four layers, a Parafilm™ (Bemis Flexible
Packaging, Neenah, WI, USA) layer in contact with the
skin, cling film, a second Parafilm™ layer and finally a
Trumed plaster (Trumed Technologies Inc., Burnsville,
USA) on the top (Figure 1).

In vivo impact of a gel sanitizer
Impacto in vivo de um gel desinfetante

consecutivos. A composi¢cdo do gel esta indicada na
Tabela 1. Apos a aplicagdo, o gel foi deixado secar na
mao tratada, enquanto que a mao contralateral serviu de
controlo. Os participantes foram instruidos a absterem-
-se de aplicar qualquer produto topico na mao durante
o estudo.

A PTEA, expressa em (g/m?)/h, foi medida no dorso da
mao por evaporimetria (Tewameter TM300, Courage &
Khazaka, Coloénia, Alemanha). As medidas foram reali-
zadasno dia 1 (t), 8 (t,) € 15 (t,) numa drea situada entre
o segundo e terceiro dedos. Adicionalmente, nos dias 1
e 15 aregido dorsal entre o primeiro e segundo dedos de
cada mao foi ocludida durante 24 horas com um penso
oclusivo. O penso oclusivo foi construido com quatro
camadas - uma folha de Parafilm™ (Bemis Flexible Pa-
ckaging, Neenah, WI, EUA) em contato com a pele,
uma pelicula aderente, uma outra camada de Parafilm™
e, finalmente, um penso Trumed (Trumed Technologies
Inc., Burnsville, EUA) no topo (Figura 1).
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Figure 1/ Figura 1. Schematic illustration of the occlusive patch used

[lustragao esquematica do penso oclusivo utilizado

The occlusive patch causes a significant occlusion to
the skin, causing it to retain water. After patch removal,
TEWL initially increases and then progressively decays
towards its normal basal level. TEWL was continuously
measured for 30 minutes, at a frequency of 0.1 Hz (one
measurement every ten seconds) and modelled by a bi-
compartment model. This model, first proposed in 1999
(21" considers the barrier and inner layers of the skin as
two different water compartments. The first compart-
ment is the skin barrier with low water content, while
the second represents the innermost layers of the skin
with higher water levels. The TEWL decay curve can be
described by the following equation (Eq.1):

TEWL=B + | (e KewrteXnaty ' (Eq.1)

where B represents the baseline effect, the finite amount
of water permanently lost through skin; / the common
multiplicative exponential; K . the evaporation con-
stant in assessing barrier function; and K, , hydration
rate constant, related to the distribution of water by two
compartments.

A oclusdo leva a reteng@o de agua e, apds a sua remocao
a PTEA aumenta inicialmente e diminui progressiva-
mente até ao seu nivel basal normal. A PTEA foi medi-
da continuamente durante 30 minutos a uma frequén-
cia de 0,1 Hz (uma medicdo a cada dez segundos) e
modelada por um modelo bi-compartimental, proposto
pela primeira vez em 1999 2] que considera a barrei-
ra e as camadas internas da pele como dois comparti-
mentos hidricos diferentes. O primeiro compartimento
representa a barreira da pele com baixo teor de agua,
enquanto o segundo representa as camadas mais inter-
nas da pele com niveis mais elevados de agua. A curva
de decaimento de PTEA pode ser descrita pela seguinte
equacao 1 (Eq.1):

PTEA=B + | (e v gKnat) | (Eq.1)

onde B representa o efeito basal, a quantidade finita de
agua permanentemente perdida através da pele; / o ex-
ponencial multiplicativo comum; K __.a constante de
evaporagdo na avaliagdo da funcdo de i)arreira, ek, .
a taxa de hidrata¢do, relacionada com a distribui¢do de
agua pelos dois compartimentos.
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To facilitate data interpretation, K., can be transformed

into ¢, . (half-life of evaporation) as represented in
evap

equation 2 (Eq.2):

_ In2
t1/2 evap™ g ’
evap

(Eq. 2)

where 7, cvap 1S the time required by the body to reduce
its water loss by half.

Another parameter used in data analysis is the dynam-
ic water mass (DWM), which represents the relevant
weight of water involved in the process of desorption.
This parameter is obtained by calculating the area un-
der the curve (AUC) of ¢ until the end of the experi-

ment (Eq.3):

DWN= [ B+ 1 (Kems "LeXma™t) | (Eq. 3)

The mathematical model was adjusted to the data
points using a Levenberg-Marquadt algorithm and the
software MatLab (MATLAB and Statistics Toolbox
Release 2011, The MathWorks, Inc., Natick, Massa-
chusetts, USA).

The evolution of the absolute TEWL values and of
curve-derived kinetic parameters were compared for
both hands and between the control and treated hands
by the Wilcoxon signed-rank test (p<0.05).

Results and Discussion

Table 2 includes TEWL data obtained in 7, 7, and ¢, and
the respective statistical comparison between hands,
while Table 3 includes the differences between vari-
ables in the same measurement days.

As shown, TEWL increased progressively during the
study but significant differences could only be found
on day 15, especially regarding the treated hand respec-
tive to the control. These results indicate that, in the
present experimental conditions, the hand sanitizer gel
does affect the epidermal barrier function, no matter the
humectants included in the formulation (Table 1). This
‘barrier’ alteration by organic solvents has been demon-
strated and approached in different perspectives. Etha-
nol seems to induce the fluidification of the intercellu-
lar lipid matrix % by extracting lipid components ' and also
modifying stratum corneum keratin conformation !, clearly
modifying epidermal barrier efficacy and increasing TEWL U4,
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Para facilitar a interpretagcdo dos dados, K. pode ser
transformada em 7, ,  ~(tempo de semi-vida de evapo-

racdo), tal como representado na equagio 2 (Eq.2):

In2

t1/2 evap — K (Eq.2)

)
evap

onde?, . €o tempo necessario parareduzir a perda de
evap

4gua para metade.

Outro parametro utilizado na analise dos dados ¢ a di-
namica da massa de agua envolvida em todo o processo
(DWM), que representa o peso relevante de agua envol-
vido no processo de dessor¢do. Este parametro é obtido
através do calculo da area sob a curva (4SC) de ¢, até

ao fim do registo (Eq.3):

DMA = [ B+ I(e Kevan Xt — e Knyarxty (Eq. 3)

O modelo matematico foi ajustado para os pontos ex-
perimentais usando um algoritmo de Levenberg-Mar-
quadt e o software MatLab (MATLAB e Estatistica
Toolbox Versdo 2011, The MathWorks, Inc., Natick,
Massachusetts, EUA).

A evolugdo dos valores absolutos de PTEA ¢ dos pa-
rametros cinéticos foi comparada entre as duas maos e
entre a mao controlo € a mio tratada, com o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon para amostras emparelhadas
(p<0.05).

Resultados e discussao

A Tabela 2 inclui dados de PTEA obtidos em ¢, 1, € ¢, €
a respectiva comparagao estatistica entre as maos, € na
Tabela 3 apresentam-se as diferencas entre as variaveis
nos mesmos dias de medicao.

Conforme se observa, a PTEA aumentou progressiva-
mente ao longo do estudo, mas diferencas significativas
so foram encontradas no dia 15, especialmente na mao
tratada relativamente a controlo. Isto significa que, nas
presentes condigdes experimentais, o alcool gel afeta a
fun¢do de ‘barreira’ epidérmica, independentemente da
presenca dos humectantes incluidos na formulagao (Ta-
bela 1). A alterag@o provocada por solventes organicos
sobre a barreira epidérmica , tem sido demonstrada e
abordada sob diferentes perspectivas. O etanol parece
induzir a fluidificagdo da matriz lipidica intercelular ['*!
por extra¢do dos componentes lipidicos '], e também ao
modificar a conformagdo da queratina do estrato corneo 7,



In order to better understand the involved water dynam-
ics, a previously developed measurement strategy in-
volving a controlled stress test to modify the epidermal
water content (POST) was applied. After a 24 hour oc-
clusion the TEWL decay curves profiles were obtained
and analyzed by an algorithm ' that transforms these
phenomena into kinetic parameters (¢, , evap and DWM).
This model has been tested in multiple circumstances
and has been proven to be particularly sensitive and
rigorous !*!'Y, Typical TEWL decay curves are shown
in Figure 2.

As seen in Table 4, clear consistent differences were
found for the kinetic parameters determined between
days 1 and 15 in both hands. In fact, ¢, , evap increased
significantly on both hands between days 1 and 15, al-
though more pronounced in the treated hand. The DWM
was also much higher in the treated hand compared
with non-treated, but significant differences could not
be found.

In vivo impact of a gel sanitizer
Impacto in vivo de um gel desinfetante

modificando claramente a eficacia da barreira epidér-
mica e provocando um aumento da PTEA .

A fim de entender melhor a dindmica da agua envolvi-
da, aplicamos uma estratégia de medi¢ao desenvolvida
anteriormente pela aplicacdo de um teste de provoca-
¢do, o POST para modificar o teor de agua da epiderme.
Depois de uma oclusdo de 24h, os perfis das curvas
de decaimento da PTEA sdo analisados pelo algoritmo
do modelo que transforma estes fenomenos em para-
metros cinéticos (¢, .. ¢ DWM) 121" Este modelo foi
testado em diversas circunstancias e provou ser parti-
cularmente sensivel e rigoroso ">!4. Curvas tipicas de
decaimento da PTEA sdo mostradas na Figura 2 pode
ser visto na Tabela 4 existem diferencas consistentes
para os parametros cinéticos determinados entre os dias
lel5.t, , aumentou significativamente em ambas as
maos entre os dias 1 e 15, revelando maiores taxas de
eliminagdo de agua inicial e do tempo de semi-vida de
evaporagcdo. A DWM também aumentou em ambas as
maos, especialmente na mao tratada, mas nas presentes
condi¢des experimentais, ndo encontramos diferencas
significativas.

TEWL / PTEA (g/h/m?)
£
[en]

T
15 20 25 30

Time / Tempo (min)

TEWL / PTEA (g/h/m?)

Time / tempo (min)

Figure 2/ Figura 2. Continuous TEWL recording during 30 minutes after occlusive
patch removal (vertical bars represent standard deviation; light grey — day 1; dark grey —
day 15) for the control (upper) and the treated (down) hands.

Registo continuo de PTEA durante 30 minutos apds remogao do penso oclusivo (barras

verticais representam o desvio-padrao; cinzento claro — dia 1; cinzento escuro — dia 15)
para as maos controlo (em cima) e tratada (em baixo).
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Table 1/ Tabela 1. Hand sanitizer gel composition
Composicao do gel desinfetante

80% (v/v) ethanol / Etanol 80% (v/v)
Water / Agua
Propylene glycol / Propilenoglicol

Glycerin / Glicerina

acrylate/acrylic copolymer / Copolimero de
acido acrilico/acrilato

Triclosan

Aloe Barbadensis “leaf juice”

Carbomer / Carbémero

Triethanolamine / Trietanolamina
Parfum / Perfume

Limonene / Limoneno

Alfa-isomethyl ionone / Ionona alfa-
isometilica

Benzyl salicylate / Salicilato de benzilo

Butylphenyl methylpropional / Metilpropional
de butilfnilo
Citronellol / Citronelol

Hexyl cinnamal / Cinamal de hexilo

Table 2/ Tabela 2. Results (mean =+ standard deviation) obtained for Transepidermal
Water Loss (TEWL) for the three measurement moments (to — day 1; t; — day §; t, — day
15). Comparative statistics is also shown (* p<0.05)

Resultados (média + desvio-padrio) obtidos para a Perda Transepidérmica de Agua
(PTEA) nos trés momentos de medigao (to — dia 1; t; — dia 8; t, — dia 15). A estatistica
comparativa ¢ também mostrada (* p<0.05)

p value / valor p

Variable / Control / Treated /

Control / Controlo Treated / Tratada
Variavel Controlo Tratada
to VS t; to VS tz t1 A\ A tz to A\ A tl t(] A4 tz tl A\ A tz
w02 T
PTEA2 t, 12.1+30 13.8+3.0 0.507 0.875 0.695 0.133 0.012%* 0.108
(g/h/m”)
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Table 3/ Tabela 3. Comparison of the differences registered in different days (A; =t -
to; Ax =12 - to; A3 =t - t;) on control (C) and treated (T) hands, for all subjects
(* p<0,05)

Comparagao das diferencas registadas em diferentes momentos de medi¢@o (A; = t; - to;
Ay =15 - to; A3 =t - t1) nas maos controlo (C) e tratada (T) de todos os voluntarios

(* p<0,05)
. y p value / valor p
Variable/ Varidvel ACvs A,T A,Cvs A,T AsC vs AT
TEWL / PTEA .
(@hm) 0.363 0.028 0.208

Table 4/ Tabela 4. Results (mean + standard deviation) obtained for the
parameters t;; evap and DWM (*p <0.05)

Resultados (média + desvio-padrido) obtidos para os pardmetros t;; evap €
DWM (*p <0,05)

p value/ valor p

Parameter / Pardmetro  Control / Controlo  Treated / Tratada g““:mi / Treated / Tratada
ontrofo A, Cvs A, T
tovs t, tovs t,
to 4.09+1.75 5.73+£4.73
€ 44 evap (min) 0.039% 0.013* 0.116
t 7.94 +7.44 11.69 +9.57
to 4896.36 = 1402.23 5472.57 £1973.03
DWM (g/m?) 0.173 0.650 0.807
tz 5448.85 + 1950.69 5843.97 + 2832.76
Conclusions Conclusoes

The model seems to be particularly sensitive to changes
in skin water dynamics even when discrete, as in the
present circumstances, and suggests that there is still
room to improve these lateral effects of hand sanitizers
on skin physiology.

Este modelo parece ser particularmente sensivel a mu-
dangas na dinamica da agua da pele, mesmo quando
discretas como acontece nas actuais circunstancias,
e sugere a necessidade de continuar a melhorar estes
efeitos secundarios dos desinfectantes de maos sobre a
normal fisiologia da pele.
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