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Abrégé:

L'invention concerne un extrait de graines de Moringa peregrina riche en composé
2,5-diformylfuran, plus spécifiquement un extrait du tourteau desdites graines et un procédé
d'extraction de I'extrait. Elle concerne également les compositions cosmétiques ou nutricosmétique
comprenant ledit extrait et I'utilisation des dites compositions pour améliorer I'aspect de la peau, des
muqueuses ou des phaneres, pour relaxer, apaiser et déstresser la peau et prévenir et/ou a lutter
contre les signes cutanés du vieillissement et/ou du photo-vieillissement et prévenir les taches de
vieillesse.
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Description
Titre de l'invention : Extrait de graines de Moringa peregrina riche
en 2,5-diformylfuran, son procédé d’obtention et son utilisation dans

des compositions cosmétiques

Domaine technique

[0001] L’invention se rapporte au domaine de la cosmétique et nutricosmétique et plus parti-
culierement celui des ingrédients actifs entrant dans la formulation des compositions
pour les soins de la peau. L’invention a trait & un extrait des graines de Moringa
peregrina richc en composé 2,5-diformylfuran (DFF). L’ invention concerne également
le procédé d’obtention d’un extrait particulier des graines de Moringa peregrina, les
compositions cosmétiques comprenant de tels extraits, et enfin 1’ utilisation cosmétique
ou nutricosmétique de telles compositions pour le soin de la peau, du cuir chevelu et
des phanéres.
Arriere-plan technologique

[0002] Les Moringaceae constituent une famille mono-générique (un seul genre, Moringa
Adans), élément de la flore Saharo-sindienne, constituée d’entre douze et quatorze
especes selon les auteurs, réparties de 1’ Afrique orientale a I’ Asie. Le genre est clas-
siquement divis€ en 3 sections qui ne sont, cependant, pas confirmées comme mono-
phylétiques par les analyses phylogénétiques. Ces dernieres ont plutdt mis en évidence
des clades axés sur certains caracteres morphologiques : pachycaules (« bottle trees ») ;
tubéreux (« tuberous trees ») et ni pachycaules - ni tubéreux (en anglais « slender
trees »). L’espece Moringa peregrina (Forssk.) Fiori, appartient au troisi¢éme groupe.
Les quelques études génétiques sur le genre ou la famille confirment la réalité de
I’espeéce par rapport aux autres espeéces dans le genre, notamment vis-a-vis du Moringa
indien, Moringa oleifera Lam. (voir notamment les articles: OLSON M. E. 2002,
Combining Data from DNA Sequences and Morphology for a Phylogeny of Mo-
ringaceae (Brassicales), Systematic Botany 27(1): 55-73; HASSANEIN A. M. A. ET AL-
SOQEE, A. A., 2018, Morphological and genctic diversity of Moringa oleifera and
Moringa peregrina genotypes, Horticulture, Environment and Biotechnology 59(2):
251-261). Un article récent sur le Moringa peregrina échantillonné sur différentes
localités en Arabie Saoudite a conclu, en utilisant des marqueurs I'TS, a une stabilité
génétique de I’espece (ALAKLABI A., 2015, Genetic diversity of Moringa peregrina
species in Saudi Arabia with ITS sequences, Saudi Journal of Biological Sciences 22:
186-190) avec cependant un haut niveau de variation génétique intra-populations.

[0003] L’espece Moringa peregrina se retrouve dans les environnements rocheux du

Yémen, d’Oman, et d’ Arabie Saoudite, en Afrique orientale, au Soudan, en Ethiopie,
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Erythrée, Somalie et Djibouti. Sa présence en Iran semble limitée aux provinces sud-
orientales mais demande a étre confirmée (PROTA14 = MUNYANZIZA E. ET YONGABI
K. A.,Vegetable o0ils/Oléagineux, Moringa peregrina (Forssk.) Fiori,
http://databasc.prota.org/protahtml/moringa peregrina_fr.htm, acces le 23/10/2019). Au
Levant et en Egyple, I’espece ne représente, aujourd’hui, plus que de rares stations
dispersées, relictuelles (& I’exception de quelques peuplements altitudinaux), princi-
palement dans les secteurs de 1’aire soudanienne. Moringa peregrina est €galement
considéré aujourd’hui comme rare et en danger au Soudan et au Yémen. Moringa
peregrina occupe par rapport aux autres espéces de son clade les habitats les plus
arides et les plus inhospitaliers. Il est apparemment plus résistant a la sécheresse que
Moringa oleifera qui est planté commercialement a grande échelle dans les zones
tropicales et subtropicales. Des travaux récents ont montré que la taille et la grosseur
des graines impactait favorablement le temps de germination et le taux et la rapidité de
la croissance des jeunes individus (GOMAA N. H. ET PICO F. X., 2011, Seed ger-
mination, seedling traits, and seed bank of the tree Moringa peregrina (Moringaceae)
in a hyper-arid environment, American Journal of Botany 98(6): 1024-1030), indiquant
un ajustement dans I’allocation des ressources sur la qualité de la graine plutdt que le
nombre, ce qui permet a Moringa peregrina de se reproduire elflicacement dans des en-
vironnements abiotiques extrémes (hyperarides). Les graines de Moringa peregrina ont
une mesotesta centrale plus épaisse, en termes de couche de cellules, que celles de M
oringaoleifera.

Il existe quelques mentions historiques qui tendent & indiquer que 1’huile de Moringa
peregrina faisait 1’objet d’un commerce actif dans les débuts de I’Islam dans la région
d’AlUla (NASEEF, A.A.S., 1995, Al-‘Ula, A study of Cultural and Social Heritage).
L’huile produite localement a partir de Moringa peregrina est aujourd’hui destinée
principalement 4 I’autoconsommation ou aux marchés locaux. En Arabie Saoudite, les
feuilles étaient utilisées traditionnellement en décoction en usage interne pour soigner
le diabete, les maladies du colon, les maladies des yeux et les anémies (ABDEL-KADER
M. S., HAzAZI A. M. A., ELMAKKI O. A. ET ALQASOUMI S. 1., 2018, A survey on the
traditional plants uscd in Al Kobah village, Saudi Pharmaceutical Journal 26(6):
817-821) et comme diurétique, rubéfiant et astringent (AQEEL A. A. M. , TARIQ M., M
OSSA J. S., AL-YAHYA M. A. ET AL-SAID M. S., 1984, « Plants used in Arabia Folk
medicine », Report submitted to Saudi Arabian National Cenre for Science and
Technology, Riyadh, Saudi Arabia). En Oman, I’huile, extraite par les femmes a la fin
de 1’été, est utilisée contre les migraines, la fievre, les briilures, les lacérations et les
fractures, la constipation et les douleurs d’estomac, contre les douleurs musculaires et
contre la sécheresse capillaire, contre les douleurs de I’enfantement (GHAZANFAR S.
A., 1994, Handbook of Arabian Medicinal Plants, 15t éd., CRC Press, Boca Raton, Ann
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Harbor, s.u. ; GIIAZANFAR S.A., 1998, Plants of Economic Importance, cap. 15, in G
HAZANFAR, S.A. ET FISHER, M. (éd.) Vegetation of the Arabian Peninsula. Geobotany
25, p. 241-264, Kluwer Academic Publishers, tableau 11.1, p. 247 et 11.7 p. 251). Elle
était dgalement utilisée dans des compositions parfumées (GHAZANFAR S.A., 1998, p.
259) et en Oman et au Yémen comme lotion faciale (GHAZANFAR S.A. ET RECHINGER
B., 1996, Two multi-purposc sced oils form Oman. Plants for Food and Medicinc.
Paper presented at the joint meeting of the Society for Economic Botany and Inter-
national Society for Ethnopharmacology, 1-7 July 1996, London).

On connait des extraits provenant de la graine de Moringa nleifera, dans le domaine
casmétique. Par exemple on connait du document FR296879 un extrait de graines
cntieres (avee téguments) de Moringa oleifera contcnant de 'huile (dont triglycérides,
acides gras el lipides polaires) et des polyphénols et son utilisation dans des com-
positions cosmétiques pour lutter contre le vieillissement cutané. Dans ce document,
c’est la partie apolaire de la graine de Moringa oleifera qui apparait comme active, et
plus particulierement la partie huileuse. On connait également du document
FR2776519 que des extraits protéiques de graines de Moringa oleifera, connus pour
leurs effets clarifiants sur les eaux turbides, présentent sur la peau et les muqueuses un
effet adoucissant, conditionneur physiologique, hydratant, restructurant, réparateur et
en tant qu’actif antipollution. Dans ce document les principes actifs sont des protéines
de poids moléculaires compris entre 6 500 et 8 800 Da qui sont obtenues par extraction
aqucusc sur lc tourtcau dec Moringa oleifera. On connait encore le document
FR3076460 qui concerne I’utilisation d’un extrait protéique de graine non germée et
déshuilée de Moringa oleifera pour le traitement des peaux et/ou muqueuses sensibles,
sensibilisées, réactives, fragiles et/ou fragilisées et/ou dans le traitement et/ou la
prévention de I'érythéme, en particulier 1'érythéme fessier du nourrisson. Dans ce
document, le procédé d’extraction permet d’obtenir une fraction majeure de protéines
dont les poids moléculaires sont environ de 8800 Da. On connait encore du document
KR20130088224 1’utilisation d’un extrait de graine entiere germée de Moringa
oleifera en cosmétique, en particulier obtenu par une extraction a 1’aide d’un fluide su-
percritique. Ce procédé permet d’isoler des caroténoides et acides aminés apolaires et
qui sont décrits comme actifs pour une utilisation cosmétique blanchissante. Tous les
documents précités concernent I’ utilisation de 1’espéce Moringa oleifera, aucun ne
décrit I’ utilisation dans le domaine cosmétique de 1’espece Moringa peregrina. Dans le
document de Kolheil et al.,, XP055753955, 2011, est divulgué sur les graines entiéres
de Moringa peregrina I’extraction a 1’éthanol de composés polyphénoliques bioactifs,
de tanins, de flavonoides, de saponines, de stérols insaturés et/ou triterpenes. L’ extrait
obtenu est conservé 4 4°C et présente un effet anti-oxydant. Dans le document d’ Abbas
Alba et al., XP055753970, 2018, est divulgué sur les graines entieres de Moringa
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peregrina une extraction éthanolique pendant trois jours et plus. La concentration des
filtrats est obtenue sous pression réduite a une température comprise entre 45 et 50°C.
Dans le document d’ Abou-Hashem er al., XP055754018, 2019, est divulgué sur les
graines entieres de Moringa peregrina une extraction éthanolique pendant trois fois 72
heures. L’ extrait obtenu est ensuite filtré et concentré avec un évaporateur rotatif 2 une
températurc d’environ 45°C. Dans lc document de Majali Ibrahim el al.,
XP055754048, 2015, est divulgué sur les graines entieres de Moringa peregrina une
extraction par I’éthanol sous agitation pendant une demi-heure puis la précipitation
pendant 72 heures. Aucun des documents précités ne divulgue 1’extraction éthanolique
sur le tourteau de la graine non décortiquée de Moringa peregrina.

Plus spécifiquement pour I’espece Moringa peregrina, on connait quc certains
composés phénoliques et [lavonoides obtenus de (euilles ou de la graine entiere de
Moringa peregrina présentent une activité anti-oxydante (AL-DABBAS M., 2017, An-
tioxidant activity of different extracts from the aerial part of Moringa peregrina
(Forssk.) Fiori, from Jordan, Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences,

30(6): 2151-2157). Ces composés sont extraits avec des solvants tels que le méthanol,
1’éthyl acétate ou I’hexane a partir des feuilles ou des graines entiéres. 11 apparait que
ce sont les feuilles qui comprennent le plus de composés actifs.

Ainsi, selon I’espece utilisée dans le genre Moringa, il est observé que selon la partie
des plantes (feuille, graine), la partie des graines (entiére ou non, décortiquée ou non)
ct lc procédé d'extraction mis cn ccuvre, notamment Ic choix du solvant, les molécules
exlraites s'averent étre dillérentes. Or la composition de l'extrait conditionne l'activité
biologique et en conséquence l'efficacité cosmétique.

Considérant ce qui précede, un probléeme que se propose de résoudre ’invention est
de développer des produits nouveaux a base d’un extrait de 1’espéce M. peregrina du
genre Moringa qui soient utilisables en cosmétique et faciles a mettre en ceuvre.

De ce fait, la Demanderesse a mis en évidence un nouvel extrait obtenu a partir des
graines et plus spécifiquement du tourteau des graines de I’espéce Moringa peregrina,
qui présente notamment une activité relaxante et anti-stress de la peau, une activité
anti-vieillissement ainsi qu’une activité préventive des tiches de vieillesse. L’extrait
selon I’invention est riche en 2,5-diformylfuran (DFF), composé également nommé
2,5-furandicarboxaldéhyde. L’ extrait est obtenu spécifiquement & partir des graines ou
plus spécifiquement du tourteau des graines non décortiquées de Moringa peregrina,
notamment par une extraction alcoolique. L’ extrait selon 1’invention est nouveau a
double titre dans le domaine de la cosmétique par rapport aux extraits de 1’art
antérieur, d’une part par I’espece spécifique d’origine utilisée et d’autre part par son
contenu en composés particuliers.

Par accord intergouvernemental du 10 avril 2018 entre le gouvernement de la Ré-
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publique francaise et le Royaume d’ Arabie Saoudite, 1a demanderesse, Agence
Frangaise Pour Le Développement d’ AlUla (AFALULA) ainsi que la Commission
Royale pour AIUIA (RCU) ont pour projet commun notamment de développer une
agriculture responsable et I’économie locale, notamment par la production locale de
produits naturels dérivés des plantes indigénes et de protéger la biodiversité et les
droits de la région d’AlUla du Royaume d’ Arabie Saoudite. Le Royaume d’ Arabie
Saoudite est membre du Protocole de Nagoya depuis le 8 octobre 2020. Au moment de
la rédaction du présent brevet, le réeglement d’exécution en vertu duquel le Protocole de
Nagoya sera intégré dans les aspects pertinents du droit local est en cours d’examen.
Par conséquent, a ce stade, le Royaume d'Arabie Saoudite n'a pas d'exigences spé-
cifiques en ce qui concerne cette demande de brevet et le Protocole de Nagoya. Ainsi,
au jour du dépdt de la demande de brevet, il n'y a aucune exigence de certificat de
conformité concernant l'accés aux ressources génétiques.

Résumé

L’invention a pour premicr objet un cxtrait des graines de Moringa peregrina riche
en composé 2,5-diformylfuran. Le composé 2,5-diformylluran est un composé de
nature osidique rare dans le régne végétal et synthétisé a partir du furfural via la
synthése intermédiaire de 5 hydroxyméthylfurfural.

Gréce & sa caractéristique, une concentration riche en 2,5-diformylfuran, I’extrait
sclon I’invention cst unique dans lec genre Moringa. 1l scra démontré que I’espece
Moringa peregrina présente un profil moléculaire particulier et dillérent de ceux
connus des autres especes du genre, notamment de 1’espece Moringa oleifera, que la
Demanderesse a su mettre en évidence.

L’invention a pour deuxieéme objet un procédé d’obtention d’un extrait des graines de
Moringa peregrina selon I'invention, comprenant les étapes suivantes selon
lesquelles :

a) on recueille les graines non décortiquées de Moringa peregrina que 1’on seéche
pour obtenir un taux d’humidité interne inférieur a 8%:;

b) on pressc les graines séchées de sorte a séparcr ["huile du reste de la graine pour
obtcnir lc tourtcau,

c) on broic le tourtcau obtenu a 1’étape b),

d) on disperse le broyat obtenu a 1’étape ¢) dans une proportion d’environ 25% en
poids de matiere solide par rapport au poids total mis en ceuvre dans un solvant majori-
tairement alcoolique, 1’alcool étant choisi parmi 1’éthanol ou le méthanol avec éven-
tuellement un co-solvant de type polyol ou cau subcritique, dans une proportion de 80
4 100% en poids d’alcool par rapport au poids total du solvant ;

¢) on réalise une extraction solide-liquide, sous agitation, & une température comprise

entre 16 et 30°C pendant une durée d’environ 2heures,
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0 on sépare les phases Hquide ot solide de maniére & éliminer la phase 50l de et

réoupdrer m exirail ﬁgmidf: de tourtean do Mordiga peregring, et

2y éventucllement, on séche Textrait de Moringa peregring Irquide obteru de manidre
3 ohienir un extrait de Maringa peregring solide.

L invention a pour troisiéme obiet uite composition cosmétique ou nutricosmétique
comprenant & titre & agent actif, une guantiie elficace d7an extrait de graine de
Maringa peregring sclon Vinvention et un excipient physiologiquement scocptable.

" invention a enfin pour guatridme ohjet I utilisation cosmétique ou nutricosmétigue
d"une compositiop selon Vinvention, pour améfiorer aspect de la peay, des
mugueuses ou des phasdres, pour reluxer, apaiser ef déstresser {a peau £f prévenir etfou
luiter contre Tes signes cutanés du vielllissement ct/ou du photo-vielllissement, pour
prévenir les tches de vietllesse.

Brove description des figures

L imvention sera micux comprise, of d'amtres buts, détatls, caracidristiguas of
avantages de celle-cl apparaiwront plis clairement au cowrs de la deseription suivae
de plusicurs modes de véalisation parGaudiors de Pinvention, donnds uniquement a tilre
Hlustratif et non lmitatf, o
Diescription des modes de réalisation

Drans cetie desoription, & moins qu’ll n'en solt spécifid autrement, i est entendu que,
forsqu’ un biervalle est donnd, if inclut les bornes supérieures et nférieures dudit in-
teyvatie.

Dans ia présente invention, los abrdviativns sulvantes siguifient :

- MIET : bromuve de 3-(4.5-dimethyithiarzol-2-v1-2,5-dipbenyl tetrazotium {test MTT
est pne méthode rapide pow Iz numération des cellules vivamies)

- §D3 : Sodium Dodeeyl Sulfate

- FBRS : Phosphate Buffer Salme

- ELISA : Enzyme-Linked Imommosorbent Assay

- PCR ?01}’!1}&_?‘&% Chain Reaction

~ ANOV A Analysis OF Varuance

- MSH M{tlanacytc Sdmulsting Hormone

Dans 1o présente invention, on entend par

- « extrait riche en composé 2,5-diformylfaran » un exiralt contenant une quantité de
composé 2.5-diformyifuran supéricure aux autres ingrédients identifids, soit une
guantitd supéricure & 50 % par rappost A la matitre seche de Vextratt total.

~ « quantité efficace » ia quantité nécessaire de moléoules actives powr obtenir le
résultat recherché, & savoir, permettre notamment & oblenir une protection do ta

mutrice extra-cellulaire de la peag.

FEUILLE RECTIFIEE (REGLE 91) ISA/EP
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- « application topique », le fait d’appliquer ou d’étaler le principe actif selon
I’invention, ou une composition le contenant, a la surface de la peau, d’une muqueuse
ou des phanéres.

- « physiologiquement acceptable » qui convient a une utilisation topique, en contact
avec la peau humaine, ou 4 une utilisation par d’autres voies d’administration, par
cxemple la voie orale ou I'injection dans la pcau, sans risque de toxicité,
d’incompatibilité, d’instabilité, de réponse allergique.

- « tourteau », la partie déshuilée de la graine aprés pressage. Il s’agit du résidu solide
de I’extraction de I’huile des graines. (’est un coproduit de 1a trituration, procédé de
fabrication de 1’huile. Il représente généralement de 50 & 75% de la masse des graines.
- « graincs non décortiquées », lc fait que la coque, ou péricarpe, des graines récoltées
soil maintenu autour des graines.

- « a maturité du fruit », le fait que le fruit soit mir, préférentiellement lorsque la
gousse est en début de déhiscence et qu’elle prend une coloration beige foncé a brune
et lorsqu’une torsion exercée de 180° sur le quart inférieur de la gousse provoque
I’amorce de I’ouverture des valves.

- « solvant majoritairement alcoolique », le fait que le solvant de type alcoolique puisse
comprendre un co-solvant présentant les caractéristiques suffisantes pour extraire le
principe actif, sachant que 1’éthanol 96° pur apparait étre le solvant alcoolique le plus
adapté.

- « environ » unc marge plus ou moins de 10% a 20% par rapport a I’information
donnée (durée, pourcentage..).

- « molécule active », également « principe actif », la molécule de 2,5-diformylfuran
extraite selon le procédé de 1’invention a partir des graines de Moringa peregrina.
Cette molécule est responsable des activités biologiques décrites dans la présente
invention.

- « agent actif » une quantité suffisante d’un extrait selon 1’invention pour obtenir les
activités biologiques décrites. Selon si I’extrait est liquide ou séché, concentré ou non,
les quantités de 1’agent actif peut varier dans les proportions de 0.002 a 20% en poids
par rapport au poids total de la composition.

- « signes du vieillissement cutané », toutes modifications de 1’aspect extéricur de la
peau et des phaneres dues au vieillissement comme, par exemple, les rides et ridules, la
peau flétrie, la peau molle, la peau amincie, le manque d’élasticité et/ou de tonus de la
peau, la peau terne et sans éclat ou les taches de pigmentation de la peau, la déco-
loration des cheveux ou les taches sur les ongles, mais également toute modification
interne de la peau qui ne se traduit pas systématiquement par un aspect extérieur
modifié comme, par exemple, toute dégradation interne de la peau consécutive a une

exposition aux rayonnements ultraviolets (UV).

CA 03173694 2022-9-27
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L’invention concerne en premier objet un extrait de graines de Moringa peregrina
riche en composé 2,5-diformylfuran. La molécule de 2,5-diformylfuran, également
nommeée 2.5-furandicarboxaldéhyde, n’a jamais été caractérisée dans un extrait des
graines des espéces du genre Moringa. L’espéce Moringa peregrina pousse dans des
climats trés arides. Ainsi, sa faculté a résister a la sécheresse lui a permis d’acquérir
des caractéristiques particuliéres uniques, quc la Demanderesse a pu identificr par la
mise en ceuvre d’un procédé d’extraction adapté sur les graines entieres ou pré(éren-
tiellement sur le tourteau des graines.

Dans le cadre de la présente invention, la partie de plante choisie est 1a graine de
Moringa peregrina. 1l est connu que les graines de Moringa peregrina sont utilisées
pour I’extraction dc leur huile appcelée huile peregrina (nom INCI « Moringa peregrina
seed oil »), utilisée régionalement pour 1’autoconsommation ou dans des indications
médicinales traditionnelles diverses. Le tourteau obtenu aprés que la graine ait été
déshuilée, est un déchet actuellement utilisé pour la nourriture des animaux
notamment.

Selon le premier objet de I’invention, 1’extrait de Moringa peregrina est obtenu par
extraction solide-liquide du tourteau des graines non décortiquées, sous agitation, dans
une proportion d’environ 25% en poids de matiere solide par rapport au poids total mis
en ceuvre dans un solvant majoritairement alcoolique, 1’alcool étant choisi parmi
1’éthanol ou le méthanol avec éventuellement un co-solvant de type polyol ou eau sub-
critique, dans unc proportion dec 70 a 100% cn poids d’alcool par rapport au poids total
du solvant, 2 une lempérature comprise entre 16 et 30°C pendant une durée d’environ 2
heures, et par séparation des phases liquide et solide de maniere a éliminer la phase
solide et récupérer un extrait liquide de graine de Moringa peregrina, ledit extrait étant
riche en composé 2,5-diformylfuran. De préférence, 1’extrait selon 1’invention est
obtenu du tourteau des graines récoltées a maturité du fruit de Moringa peregrina
apres extraction de 1’huile peregrina (nom INCI « Moringa peregrina seed oil).

1l convient d’indiquer que le principe actif de I’extrait selon 1’invention, a savoir le
2,5-diformylfuran, est une molécule de polarité mixte présentant une certaine fragilité.
Ainsi, ’extrait obtenu a partir de la graine entiere non décortiquée devra faire 1’objet
d’une extraction sélective pour obtenir une concentration élevée de principes actifs, en
utilisant les solvants et co-solvants appropriés et une température ne dépassant pas
30°C.

Les co-solvants peuvent étre par exemple les éthers de glycols (le mono- ou di-
propyleéne glycol, le propanediol, et autres dérivés du propyléne glycol, les dérivés
d’éthyléne ou de diéthyléne glycol) le glycérol, le diméthyl éther isosorbide, les méthyl
ou éthyl ou propyl esters d’acides gras ; le dicraprylyl carbonate, dicaprylyl éther,

acétate ou proprionate d’alkyles, acétone, méthyl ou éthyl cétone, des monoterpenes
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tels que alpha-pinéne ou limonéne. Les proportions de ces co-solvants peuvent &tre
mélangés au solvant primaire (ex. éthanol ou méthanol) de O a 30% (V/V).

Les conditions d’extractions peuvent étre sous pression atmosphérique ou sous vide
ou sous atmosphere inerte, mais préférentiellement a 1’obscurité a une température
comprise entre 16 et 30°C.

Dans un modc de réalisation préférenticl sclon I’invention, I’extrait cst obtenu du
tourteau des graines non décortiquées par extraction solide-liquide, avec un solvant al-
caolique éthanol 96°.

Dans encore un autre mode de réalisation, I’extrait liquide obtenu est séché de
manieére a obtenir un extrait sec du tourteau des graines de Moringa peregrina
contcnant plus de 50% cn poids de 2,5-diformylfuran par rapport au poids total dc la
matiere séche.

L’extrait sec du tourteau des graines de Moringa peregrina contient plus précisément
environ 55% en poids de 2,5-diformylfuran, 2.5% de furfural, 1.2% de myristate
d'isopropyle, 4.7% d’acide palmitique, 11.1% d’acide oléique et 25.8% de triglycérides
par rapport au poids total de la matiere seche.

L’invention a pour deuxiéme objet un procédé d’obtention d’un extrait de graines de
Moringa peregrina selon I’invention comprenant les étapes suivantes selon lesquelles :

a) on recueille les graines non décortiquées de Moringa peregrina que 1’on seéche
pour obtenir un taux d’humidité interne inférieur & 8%;

b) on presse les graines séchées de sorte a séparer 1’huile du reste de la graine pour
oblenir le tourteau,

¢) on broie le tourteau obtenu a 1’étape b),

d) on disperse le broyat obtenu 4 1’étape ¢) dans une proportion d’environ 25% en
poids de matiere solide par rapport au poids total mis en ceuvre dans un solvant majori-
tairement alcoolique, 1’alcool étant choisi parmi 1’éthanol ou le méthanol avec éven-
tuellement un co-solvant de type polyol ou eau subcritique, dans une proportion de 70
a 100% en poids d’alcool par rapport au poids total du solvant ;

e) on réalise une extraction solide-liquide, sous agitation, a une température comprise
entre 16 et 30°C pendant une durée d’environ 2heures,

1) on sépare les phases liquide et solide de manicre a éliminer la phase solide et
récupérer un extrait liquide de tourteau de Moringa peregrina, et

£) éventuellement, lorsque 1’alcool est 1’éthanol, on séche I’extrait de Moringa
peregrina liquide obtenu de maniere a obtenir un extrait de Moringa peregrina solide.

Dans un mode de réalisation préférentiel, on recueille les graines non décortiquées,
c’est a dire dont on garde la coque, a maturité du fruit et préférenticllement lorsque la
gousse est en début de déhiscence.

Dans un mode de réalisation préférentiel, on séche les graines pour obtenir un taux
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d’humidité interne autour de 6%, le séchage se fera préférentiellement sur clayette
ventilée a I’abri des rayons du soleil de préférence sous ombriére a 1’air libre.

On broie alors les graines séchées extemporanément au pressage a froid qui permet
de séparer mécaniquement I’huile peregrina (nom INCI « Moringa peregrina seed
oil ») du reste de la graine compressée i savoir le tourteau.

Le tourtcau cst alors broyé mécaniquement avec tout type de broycurs mécaniquces
tels que systéme & marteaux, a [1éaux, & couteaux, a concassage/déchiquetage.

L’extraction s’effectue avantageusement toujours sous agitation permettant ainsi une
dispersion et une homogénéisation du solide dans le liquide, améliorant la diffusion du
soluté dans le solvant.

Pour cxtrairc majoritaircment le composé 2,5-diformylfuran d’intérét, un solvant al-
coolique de type éthanol a 96° sera préléré, mais le méthanol peut également étre
utilisé, avec un co-solvant de type polyol ou de I’eau subcritique. A I’issue de
I’extraction, la matiere végétale, résiduelle et épuisée en composé d’intérét, est avanta-
geusement séparée de la phase liquide par filtration clarifiante. De maniére encore plus
préférée le solvant est I’éthanol a 96°. On obtiendra avantageusement un extrait liquide
4 partir du tourteau des graines de Moringa peregrina comprenant entre 0.5% et 1. 6%
de matiere seche, cette matiére séche étant composée d’au moins 50% de
2,5-diformylfuran ce qui correspond approximativement entre 0.25% et 0.8% en poids
du poids total de I’extrait liquide.

Dans un modc de réalisation du procédé d’obtention sclon I'invention, I’extrait de
Moringa peregrina liquide oblenu est purifié par distillation, microfiltration, ultra-
filtration et/ou nanofiltration pour concentrer I’extrait en composé 2,5-diformylfuran
d’intérét par rapport aux matiéres organiques également extraites, notamment au reste
de la matiere extraite comme les corps gras et dérivés également extraits. Ces étapes de
purification permettent de concentrer le composé d’intérét au dépend d’autres
composés extraits tels que cités ainsi que du solvant.

Dans un autre mode de réalisation du procédé d’obtention selon ’invention, 1’extrait
liquide obtenu est séché de manieére a obtenir un extrait sec du tourteau des graines de
Moringa peregrina contenant plus de 50% en poids de composé 2,5-diformylfuran
d’intérét par rapport au poids total de la mati¢re séche extraite.

Selon un mode de réalisation avantageux de ’invention, lorsque le solvant est
I’éthanol, I’extrait de graines de Moringa peregrina liquide obtenu est préféren-
tiellement séché par exemple par atomisation, lyophilisation ou zéodratation de
manicre a obtenir un extrait de tourteau de graines de Moringa peregrina solide,
I’éthanol étant évaporé. Le séchage peut Etre réalisé en présence d’un support
organique tel que la maltodextrine, cyclodextrine ou inuline, ou en présence d’un

support inorganique tel que phyllosilicate, magnésium silicate ou carbonate et ses sels.
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L’invention concerne également 1’ extrait des graines de Moringa peregrina sus-
ceptible d’étre obtenu par le procédé d’obtention selon 1’ invention.

L’invention a pour troisi¢me objet une composition cosmétique ou nutracosmétique
comprenant a titre d”agent actif, une quantité efficace d’un extrait de graines de
Moringa peregrina selon I'invention, et un excipient physiologiquement acceptable.

La composition sclon I'invention peut &tre formulée sous la forme de différentes pré-
parations adaptées 4 une administration topique ou a une administration orale.

Selon une premiere variante, les différentes préparations sont adaptées a
T'administration topique et incluent les crémes, les émulsions huile dans eau et eau dans
huile, les laits, les pommades, les lotions, les huiles, les baumes, les solutions aqueuses
ou hydro-alcooliques ou glycoliques, les sérums, les poudres, les patchs, les sprays ou
tout autre produit pour application externe tel que par, exemple, les dispositils
médicaux ou les produits de la cosméto-textile.

Selon une deuxiéme variante, les différentes préparations sont adaptées a une admi-
nistration orale ; I'extrait végétal comprenant le composé actif 2,5-diformulfuran
pouvant entrer soit dans une composition alimentaire soit dans un complément ali-
mentaire. Le complément alimentaire peut se présenter sous forme de gélules ou de
capsules molles de gélatine ou végétales dans le cadre de la présente invention. Ledit
complément alimentaire peut alors contenir de 0.01 a 100% en poids de I'extrait
végétal. Plus préférentiellement, la quantité en extrait végétal est de 0.02 2 40 % en
poids, ct cn particulier de 0.2 a 20 % cn poids par rapport au poids total dc la com-
position.

Dans le cadre d'une utilisation alimentaire, a visée nutritive ou cosmétique
(cosmeto-food ou nutricosmétique), la composition sera avantageusement formulée
sous la forme d'une préparation adaptée a une administration orale. Elle pourra ne pas
comprendre d'excipient et Etre constituée, en intégralité, de I’extrait végétal
comprenant le composé actif 2,5-diformylfuran.

Selon un mode de réalisation préférentiel, les compositions selon l'invention sont
destinées plus particulicrement a une administration par voie topique. Ces com-
positions doivent donc contenir un milieu cosmétiquement acceptable, c’est-a-dire
compatible avec la peau et les phanéres, et couvrent toutes les formes cosmétiques. Ces
compositions pourront notamment &tre sous forme de crémes, émulsions huile-
dans-eau, ou eau-dans-huile ou émulsions multiples, s€rums, solutions, suspensions,
gels, laits, lotions, sticks ou encore de poudres, et adaptées a une application sur la
peau, les 1evres et/ou les phaneres. Ces compositions comprennent les excipients né-
cessaires a leur formulation, tels que solvants, émollients, épaississants, diluants, ten-
sioactifs, anti-oxydants, agents bioactifs, colorants, conservateurs, parfums. Elles

peuvent étre utilisées comme produit de soin et/ou comme produit de maquillage de la
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peau.

La composition selon l'invention peut en particulier consister en une composition
pour soins capillaires, et notamment un shampooing, un aprés-shampooing, une lotion
traitante, une créme ou un gel coiffant, une lotion restructurante pour les cheveux, un
masque, etc. La composition cosmétique selon l'invention peut étre utilisée notamment
dans les traitements mettant cn ocuvre unc application qui cst suivic ou non d'un
ringage, ou encore sous [orme de shampooing. La composition selon l'invention pourra
avantageusement &tre utilisée dans les soins antipelliculaires. Elle peut également se
présenter sous forme de teinture ou de mascara a appliquer au pinceau ou au peigne, en
particulier sur les cils, les sourcils ou les cheveux.

Les compositions sclon I’invention comprennent, en outre, tout additif com-
munément utilisé dans le domaine d'application envisagé ainsi que les adjuvants né-
cessaires a leur formulation, tels que des solvants, des épaississants, des diluants, des
anti-oxydants, des colorants, des filtres solaires, des agents auto-bronzants, des
pigments, des charges, des conservateurs, des parfums, des absorbeurs d’odeur, des
actifs cosmétiques ou pharmaceutiques, des huiles essentielles, des vitamines, des
acides gras essentiels, des tensioactifs, des polymeres filmogenes, etc.

L’INCI Dictionary & Handbook ("International Nomenclature of Cosmetic In-
gredients (13éme Ed. 2010) publié par "the Personal Care Products Council, Inc.", Wa-
shington, D.C.) décrit une grande variété, sans limitation, d'ingrédients cosmétiques et
pharmaccutiques habitucllement utilisés dans l'industric du soin dc la peau, qui
conviennent pour étre utilisés comme ingrédients additionnels dans les compositions
selon la présente invention.

Dans tous les cas, I'hnomme de métier veillera a ce que ces adjuvants ainsi que leurs
proportions soient choisis de telle maniére 4 ne pas nuire aux propriétés avantageuses
recherchées de la composition selon 1’invention.

Selon un mode de réalisation avantageux de l'invention, la quantité ou teneur en
extrait végétal dans la composition selon ’invention est de 0.002 a 20 % en poids, et
en particulier de 0.001 a 10 % en poids par rapport au poids total de la composition.

Enfin, I’invention a pour quatrieme objet I’ utilisation cosmétique ou nutricosmétique
d’une composition selon I'invention pour améliorer 1’aspect de la peau, des muqueuses
et des phaneres, pour relaxer, apaiser et déstresser la peau et prévenir et/ou & lutter
contre les signes cutanés du vieillissement et/ou du photo-vieillissement et prévenir les
tiches de vieillesse.

Selon un mode de réalisation, I’utilisation selon 1’invention a plus particulierement
pour but de relaxer, apaiser et déstresser la peau et lutter contre les signes du
vieillissement cutané.

Selon un autre mode de réalisation, I’utilisation selon I’invention a pour but d’éviter
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I’apparition des tiches de vieillesse.

Bien que l'invention ait été décrite en liaison avec plusieurs modes de réalisation par-
ticuliers, il est bien évident qu'elle n'y est nullement limitée et qu'elle comprend tous
les équivalents techniques des moyens décrits ainsi que leurs combinaisons si celles-ci
entrent dans le cadre de l'invention.

L’usage du verbe « comporter », « comprendre » ou « inclure » ct de scs formes
conjuguées n’exclul pas la présence d’autres éléments ou d’autres élapes que ceux
énoncés dans une revendication.

Dans les revendications, tout signe de référence entre parenthéses ne saurait &tre in-
terprété comme une limitation de la revendication.

Exemples

Excmple 1 : Préparation d’un cxtrait végétal a partir du tourtcau de Moringa
peregrina

Des graines non décortiquées et récoltées a maturité du fruit de Moringa peregrina
(Forssk.) Fiori ont été séchées pour obtenir un taux d’humidité interne inférieur a 8%
et préférentiellement autour de 6%, puis pressées avec une presse mécanique a vis sans
fin, de sorte a séparer I’huile du reste de la graine pour obtenir d’une part I’huile vierge
et d’autre part un tourteau. Le tourteau est alors isolé sous forme de boudins pré-
découpés cn morccau de 1 a 2 em. A partir du tourtcau préchauffé 10 mn a 55°C, on
effectue une macération et extraction avec de I’éthanol a 96° préchauffé 10 mn a 55°C
dans le ratio 25/75% (m/m), on cisaille au mixer pendant 15 mn puis on laisse agiter a
I’hélice pendant 2 h & température comprise entre 16°C et 30°C. On filtre alors au
Biichner sous vide et on obtient un filtrat jaune pile contenant 1,15% de matiere séche.
L’cxtrait liquide obtenu cst nomm¢é par la suitc « cxtrait peregrina sclon I’invention »
ou « extrail peregrind » ou « extraitl de tourteau de peregrina ». Cet extrait liquide est
utilisé par la suite dans les différents tests d’efficacité.

Cet extrait peregrina selon I’invention contient 1,15% de matiere séche comportant

lui-méme (résultats exprimés par rapport a la matiere Seche (MS) :

[Tableaux1]

Composés actifs  |Composés totaux MS %
Furfural 2.528 57.18
2,5-Furandicarboxaldéhyde |54.66

Corps gras Myristate d'isopropyle 1.175 42.812

d’origine Acide palmitique 4713

vegetale Acide oléique 11.093
Trigycérides 25.831
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L’extrait sec décrit ci-dessus est obtenu par une méthode gravimétrique basée sur la
masse avant et apres évaporation présent dans I’extrait liquide.

Le 2,5-Furandicarboxaldehyde ou 2,5-diformylfuran est le principe actif de cet extrait.
11 a été dosé par méthode chromatographique, et plus précisément par chromatographie
gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme.

Le Furfural a été dosé sclon unc méthode identique

Le Myristate d’isopropyle a été dosé selon une méthode identique

L’acide palmitique et oléique ont été dosés selon une méthode identique

lLes triglycérides ont €té isolés par ultra-centrifugation.

Exemple 2 : Effet de I’extrait peregrina selon 1’invention comme anti-oxydant

L’objectif de cette étude cst d’évalucr la modulation de 'activité anti-oxydantc par
Iextrail peregrina dans un modele colorimétrique in vitro acellulaire faisant appel au
radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ainsi qu’a I’antioxydant de référence,
I’acide ascorbique. [.a méthode utilisée est dite d’inhibition. Elle est basée sur la dé-
gradation du radical oxydant DPPH, de coloration violette absorbant a 540 nm, par un
antioxydant de référence, 1’acide ascorbique. Cette réaction sert de témoin positif et
conduit & la formation du composé DPPH qui est incolore voire jaune clair. L’ extrait
peregrina selon I’'invention et le produit de référence « Acide Ascorbique » sont mis en
contact avec la solution de DPPH pendant 30 mn a 40°C. L’activité antioxydante est
alors évaluée par mesure d’absorbance a 540 nm. La modulation de cette activité est
cxpriméc cn pourcentage de stimulation de 1’activité antioxydante par I’actif testé, avee
pour rélérence I’aclivité antioxydante maximale obtenue en présence d’acide as-
corbique (T+).

Protocole : Une solution de DPPH est incubée, pendant 30 minutes a 40°C, en
absence (contrdle), en présence de I’extrait de peregrina selon I'invention (T+) et & des
concentrations décroissantes de 1’échantillon a tester. A la fin de la période
d’incubation, ’activité antioxydante en présence du produit de référence et en présence
ou en absence de ’extrait peregrina a été€ révélée par coloration aprés 30 minutes a
40°C. Elle a ainsi été évaluée par mesure d’absorbance du milieu réactionnel a 540 nm.
Pour chaque concentration testée, la modulation de I’activité antioxydante par le
produit testé est calculée selon la formule suivante.

[Math. 1]

Pourcentage de modulation de I’ activité antioxydante = 100 x [(DO540 Contrdle —
DO540 Produit a tester) / DO540 Produit de référence].

Si le résultat est négatif, le produit a tester sera considéré comme oxydant ; si le
résultat est positif, le pourcentage sera exprimé en stimulation de 1’activité anti-

radicalaire. Les résultats obtenus sont donnés ci-apres.
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[Tableaux?2]
Inhibition DPPH
Extrait peregrina 2% 36
selon 1’'invention 1.0% 23
0.1% 5

Conclusion : I’extrait peregrina selon I’invention est capable de protéger des
radicaux libres, il présente des propriétés anti-oxydantes significatives dés la

concentration de 1%.

Exemple 3 : Effet de 'extrait peregrina selon I"invention comme inhibiteur des métal
loprotcascs

L’objectil de celte élude est d’évaluer 1a modulation de I’activité inhibitrice des mé-
talloprotéases par 1’extrait peregrina selon I’invention dans un modele in vitro
acellulaire faisant appel a une collagénase de type I et une hyaluronidase, un complexe
de substrat et un chromophore, Ninhydrine. Une solution tamponnée de collagénase de
type 1 et hyaluronidase réagit avec un complexe de substrat spécifique et le transforme
pour former un composé capable d’activer un chromophore par incubation a 80°C
pendant 15 mn. L. activité de la collagénase et de la hyaluronidase peuvent ainsi étre
évaluées par mesure de 1’absorbance a 565 nm. L’échantillon est mis en contact avec la
solution de collagénase et hyaluronidase en méme temps que le complexe de substrat
des enzymes a 37°C pendant 5 minutes. Le substrat transformé par les enzymes est
capable d’activer le chromophore par incubation & 80°C pendant 15 minutes. L activité
de la collagénase et hyaluronidase en présence/absence de 1’échantillon est alors
évaluée par mesure de 1’absorbance 4 565 nm. La modulation de cette activité est
exprimée en pourcentage d’inhibition ou d’activation de 1’activité de la collagénase et
hyaluronidase en absence d’actif, ¢’est-a-dire uniquement en présence du substrat de
I’enzyme.

Protocole : Une solution d’enzymes collagénase de type I et hyaluronidase est
incubée dans son substrat, pendant 5 minutes, en absence ou présence de I’extrait
peregrina selon I’invention testé. Les solutions sont ensuite mises en contact avec le
chromogéne, Ninhydrin, avant une incubation de 15 minutes & 80°C. A lafin de la
période d’incubation, I’activité des enzymes collagénase et hyaluronidase avec et sans
produit a 1’essai ou de référence a été évaluée par mesure de I’absorbance des milieux
réactionnels 2 565 nm. Pour chaque concentration testée, la modulation de ’activité
des enzymes collagénase et hyaluronidase par le produit & 1’essai est calculée selon la
formule suivante.

[Math. 2]
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Pourcentage de modulation de I’ activité des enzyme collagénase/ hyaluronidase =
100 x [(DO produit a I’essai ou de référence — DO collagénase/hyaluronidase
seule)/DO collagénase/hyaluronidase seule].

Si le résultat est négatif, le pourcentage est exprimé en inhibition des enzymes ; si le
résultat est positif, le pourcentage est exprimé en activation des enzymes. Les résultats
dc I’inhibition des métalloprotéascs par I’extrait peregrina sclon I’invention sont

donnés ci-dessous.

[Tableaux3]
Inhibition versus Contréle
(%)
Extrait peregrina 1% 87
selon I’'invention 0.5% 87
0.1% 88
0.01% 62

Cornclusion : L’extrait peregrina selon ’invention engendre une forte inhibition des
métalloprotéases (collagénase / hyaluronidase) de 62% aux taux trés bas de 0.01%.
L’extrait peregrina selon 1’invention est capable d’inhiber fortement ces métallo-
protéases et a un bon potentiel pour protéger avec une grande efficacité la matrice

extra-cellulaire de la peau et, par cette inhibition, il montre un effet anti-vieillissement.

Exemple 4 ; Effet de 'extrait peregring selon 1”invention pour inhiber les enzymes
Histones Desacétylases (HDACS) et Sirtuine [

L’objectil de celle élude est de démonlrer I’activité inhibitrice de 1’extrail peregrina
selon I’invention sur les enzymes HDACSs et Sirtuines 1. Une solution tamponnée de
HDACSs & Sirtuine I réagit avec un substrat pendant 20 minutes a 37°C et le
transforme pour [ormer un composé qui se colore en présence d’un développeur apres
incubation a 37°C pendant 10 minutes. L activité maximum de désacétylation des
Sirtuines peut ainsi &tre évaluée par mesure de 1’absorbance a 405 nm. L’ extrait
peregrina selon I’invention ou le produit de référence « Trichostatin A (STA) in-
hibiteur 1M » sont mis en contact avec la solution de Sirtuines en méme temps que le
substrat de I’enzyme pendant 20 minutes a 37°C, le substrat transformé par I’enzyme
est coloré par I’ajout d'un développeur. L’ activité désacétylante des HDACSs et Sirtuine
I en présence de I'actif est alors évaluée par mesure de 1"absorbance 4 405 nm. La mo-
dulation de cette activité est exprimée en pourcentage d’inhibition ou d’activation de
T’activité maximum des HDACs & Sirtuine 1 en absence d’actif, ¢’ est-a-dire
uniquement en présence du substrat des enzymes HDACs & Sirtuine I.

Protocole : Une solution d’enzymes Sirtuines est incubée dans son substrat pendant
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20 mn en absence (contrdle) ou présence du produit de référence, ou de concentrations
croissantes des produits a 1’essai. L’extrait peregrina selon I’invention est testé aux
concentrations suivantes : 2% ; 1% ; 0.1% (V/V). A la fin de la période d’incubation,
I"activité des enzymes Sirtuines avec et sans produit a I’essai ou de référence a été
révélée par coloration a I’aide d’une solution de développeur (10 mn a 37°C) et
évaluée par mesurc de I’absorbance des milicux réactionnels a 405 nm. Pour chaque
concentration testée, la modulation de I’activité désacétylante des enzymes Histones
Désacétysases et Sirtuines I par le produit a I’essai est calculée selon la formule
suivante.

[Math. 3]

Pourcentage de modulation de 1’activité des ecnzymes Sirtuines = 100 x [(DO o5
produit a 1’essai ou de rélérence) — (DO4 s HDACs & Sirtuine I seules)]/DO.gs
Sirtuines seules.

Si le résultat est négatif, le pourcentage est exprimé en inhibition de la réaction en-
zymatique ; si le résultat est positif, le pourcentage est exprimé en activation de la
réaction enzymatique. Les résultats de I’inhibition des enzymes Histones Desacétylases
(HDACSs) sont donnés ci-dessous.

[Tableaux4]
Extrait peregrina |pourcentage Inhibition versus Contrdle (%)
selon U'invention |5 ¢, 20

1% ns

0.10% -18

Conclusion : A 2% ’extrait peregrina selon 1’invention montre une inhibition signi-
ficative des HDACSs ; cette inhibition signifie la capacité de promouvoir
T’autoprotection des cellules de la peau contre la dérive génétique, notamment liée au
processus de vieillissement. Ainsi I’extrait apparait étre utile contre 1’une des dérives
génétiques les plus courantes a la surface de la peau a savoir la fibrose qui se manifeste
par 1’apparition de « bouton » de chair (protubérance fibrotique). L’extrait pourra
avantageusement interférer contre les phénomenes de fibrose i la surface de la peau et

prévenir ainsi le vieillissement de la peau.

Exemple 5 : Effet de ’extrait peregrina selon 1’ invention pour moduler 1’activité

anti-inflammatoire de I’enzyme phospholypase-A2.
L’objectif de cette étude est d’évaluer la modulation de I’activité anti-inflammatoire

de I’enzyme phospholipase A2 par un ou plusieurs échantillons dans un modele In
Vitro acellulaire faisant appel au kit d’analyse « SPLA?2 (type V) Inhibitor Screening

Assay Kit ». La Phospholipase A2 est une enzyme clé en amont du processus in-
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flammatoire qu’enclenche la cascade arachidonique. Une solution tamponnée de Phos-
pholipase A2 réagit avec un substrat spécifique, le diheptanoyl thio- PC, et le
transforme pour former un composé qui se lie a un chromogéne, le DTNB sous
agitation a température ambiante. L.’activité de la phospholipase A2 peut ainsi étre
évaluée par mesure de 1’absorbance a 413 nm. L’extrait peregrina selon 1’invention ou
le produit de référence inhibitcur « Thioctheramide-PC » sont mis cn contact avee la
solution de Phospholipase A2 en méme temps que le substrat de I’enzyme. Le substrat
transformé par 1’enzyme est coloré a 1’aide du chromogéne DTNB par agitation & tem-
pérature ambiante. . activité de I’extrait peregrina selon 1’invention ou du produit de
référence est alors évaluée par mesure de I’absorbance a 413 nm. L.a modulation de
cctte activité cst exprimée cn pourcentage d’inhibition ou d’activation dc I’ activité de
la Phospholipase A2 en absence d’aclifl, ¢’est-a-dire uniquement en présence du
substrat de I’enzyme (diheptanoyl thio-PC).

Protocole : Une solution d’enzyme Phospholipase A2 est incubée dans son substrat,
diheptanoyl thio-PC, en absence ou présence de 1’inhibiteur de référence et de 1’extrait
peregrina selon ’invention, testé aux concentrations suivantes : 2% ; 1% ; 0.1% (V/V),
puis le chromogéne DTNB est incorporé avant une incubation de 15 minutes & 25°C. A
la fin de la période d’incubation, I’activité de I’enzyme Phospholipase A2 avec et sans
produit a 1’essai ou de référence est évaluée par mesure de ’absorbance des milieux ré-
actionnels a 413 nm. Pour chaque concentration testée, la modulation de I’activité de
I’enzymce Phospholipasc A2 par lc produit a I’cssai cst calculée sclon la formule
suivante.

[Math. 4]

Pourcentage de modulation de 1’ activité de I’enzyme Phospholipase A2 = 100 x [(DO
405 produit a I’essai ou de référence — DO,y5 SPLA2 seule) /DO,ys SPLA2 seule].

Si le résultat est négatif, le pourcentage est exprimé en inhibition de ’enzyme ; si le
résultat est positif, le pourcentage est exprimé en activation de 1’enzyme. Les résultats
de la modulation de I’activité anti-inflammatoire de I’enzyme phospholypase-A2 sont

donnés ci-dessous.

[Tableaux5]
Inhibition Versus
Contréle (%)
Extrait peregrina |2% 19
sclon I'invention 1% 16
0.10% 11

Conclusion : L’extrait peregrina selon 1’invention engendre une 1égere inhibition
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stable de la PLA2 des la dose de 0.1% mais plus préférentiellement a 1 ou 2%. Cela
signifie que I’extrait peregrina selon I'invention a la capacité de réduire trés en amont
la cascade arachidonique / cascade de I’inflammation; cet extrait présente ainsi un bon
potentiel apaisant ou relaxant sur la peau.

Exemple 6 : Effet de I'extrait peregrina selon 1’invention pour inhiber 1’action de
I‘endothéline 1

L'endothéline est le vaso-constricteur le plus puissant connu dans le corps humain.
D'un autre c6té, la diminution de 1'endothéline est également connue pour créer un
effet vasodilatateur [HIRATA Y. et al., 1988, Cellular mechanism of action by a novel
vasoconstrictor endothelin in cultured rat vascular smooth muscle cells, Biochemical
and Biophysical Research Commununication 154: 3, p. 868-875,] [SHALINKUMAR P. et
al., 2018, H2S Mediates the Vasodilator Effect of Endothelin-1 in the Cerebral Cir-
culation. American Journal of Physiology. Heart and Circulatory Physioliogy 315, p.
1759-1764].

L’objectif est de doser 1’endothéline de type 1 dans les cellules endothéliales micro-
vasculaires humaines aprés exposition pendant 24h a I’extrait peregrina selon
I’invention.

Protocole : Les cellules endothéliales micro-vasculaires humaines ont été fournies
par la société PELOBiotech et mise en culture dans les plaques 96 puits selon les
procédures de production du fournisseur. Il s'agit de laisser agir les extraits a dif-
férentes concentrations sur les cellules endothéliales a 80% de confluence pendant 24
heures, puis de quantifier I’endothéline 1 & I’aide du kit ELISA PicoKine (EDN1) dans
les surnageants cellulaires. Un test de viabilité au préalable est réalisé pour définir les
doses non-toxiques a utiliser lors de dosage de 1’endothéline 1. Le contrfle négatif est
réalisé a l'aide des cellules en milieu de culture sans traitement. Le contréle positif
dans le test de viabilité est le SDS a 0,5%. Toutes les conditions sont préparées dans
des milieux de culture, et les cellules sont ensuite incubées a 36.5°C / 5% CO2 pendant
24 heures.

a) Application des solutions & tester sur les cellules endothéliales :

Les produits & tester sont mis en contact avec les cellules endothéliales en sub-
confluence dans les plaques 96 puits. Pour chaque concentration le test est réalisé sur 3
puits. Les plaques sont incubées pendant 24 heures + 1 heure 4 36,5°C / 5% CO2.

b) Test de viabilité :

La viabilité cellulaire est évaluée par la méthode MTT sur les cellules apres in-
cubation avec les produits. Apres 24 heures d'incubation, les surnageants sont
récupérés et conserves a -20°C pour les dosages. Les puits sont ensuite rincés 1 fois
avec 200 uL. de PBS. Dans chaque puits 50 uL. de solution de MTT a 0,5 mg/ml sont
ajoutés : incubation pendant 3 heures a 36,5°C / 5% CQO2. Dans chaque puits 100 pL
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d'isopropanol sont ajoutés. Aprés homogénéisation, une lecture de 1'absorbance est
réalisée 2 550 nm. Pour chaque condition, le rapport de la moyenne des densités
optiques des cellules sur la moyenne des densités optiques des contrdles négatifs dé-
terminera le taux de viabilité.
¢) Dosage de I’endothéline 1 :
Le dosage cst réalisé a I'aide du kit ELISA.

[0095] [Tableaux6]

Exfrait Croissance Endothelin 1 Endothelin 1
concentration |[cellulaire versus |versus contrdle |versus contrdle (
controle (%) (%) pg/ml)
Extrait 5% -22.31 -53.21 -71.8
peregrina ||q 0 -11.61 -15.66
selon
) ) 0.10% -5.77 -25.11 -33.88
I’invention
[0096] Conclusion : Le test de viabilité réalisé a la fin de traitement n’a pas montré d’effet

toxique pour les concentrations testées. Le dosage de 1’endothéline 1 est réalisé dans
les surnageants cellulaires a des concentrations non toxiques. La quantité de
I’endothéline 1 pour chaque condition est dosée a 1'aide du kit ELISA. Pour les cellules
du contrdle négatif, les valeurs sont de l'ordre de 134.94 pg/ml. Pour les cellules
traitées avec diflérentes concentrations d’extraits, les valeurs sont de 63.14 pg/ml (avec
5% de I’extrait selon I’invention) a 101.06 pg/ml (avec 0.1% de 1’extrait selon
I’invention), ce qui montre des inhibitions tres significatives des 0.1% de 1’extrait selon
I’invention avec environ 25% d’inhibition de production d’endothéline de type 1 et
jusque 53% d’inhibition avec 5% de I’extrait selon I’invention.

[0097] Exemple 7 : Effet de ’extrait peregrina selon 1’ invention pour stimuler 1’ activité de
la télomérase

[0098] Les télomeres sont des complexes protecteurs de I’ ADN situés a l'extrémité des
chromosomes linéaires qui favorisent la stabilité chromosomique. La brieveté des
télomeres chez les &tres humains est en train de devenir un marqueur pronostique du
risque et de la progression de la maladie, et de la mortalité prématurée dans de
nombreux types de cancers, notamment le sein, la prostate, le célon, la vessie, la téte et
le cou, le poumon et les cellules rénales [ORNISH D., 2008, Increased Telomerase
Activity and Comprehensive Lifestyle Changes: a Pilot Study, Lancet Oncology 9,
p. 1048-1057]. Le raccourcissement des télomeres est contrecarré par l'enzyme
cellulaire télomérase.

[0099] L’objectif de I’étude est d'évaluer l'effet du composé nommé « Extrait peregrina

CA 03173694 2022-9-27
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selon I’invention » sur 1’activité télomérase dans un mod¢le composé de kératinocytes
humains adultes a faible niveau de passage en culture monocouche.

Protocole : Les kératinocytes humains ont été obtenus d'un donneur de 49 ans. Pour
effectuer les expériences, les kératinocytes ont été utilisés a un faible niveau de
passage (c.-a-d. passage n° 2 de l'isolement des cellules). Les cellules ont été cultivées
cn monocouche jusqu'a attcindre environ 75% dc conflucncce avant d’Etre utilisées dans
T'expérience.

Produit de référence : Le FK228 a 100 ng / ml a &té utilisé comme inducteur de
référence de l'activité télomérasel .

Protocole d'incubation : Les cellules ont été incubées pendant 24 heures en absence
(contrdle) ou cn préscence de référence produit ou de concentrations croissantes de
composés d'essal el que ’extrait peregrina selon ’'invention a : 0.5; 1 et 5% (v / v).

L’extrait peregrina selon I’invention est dilué directement dans le milieu d'incubation
pour atteindre les différentes concentrations décrites ci-dessus.

Evaluation des effets :

- Mesure des protéines

A 1a fin de la période d'incubation, les protéines totales des cellules ont été extraites
des cellules et mesurées a l'aide d'une méthode spectro-colorimétrique (méthode de
Bradford). Cette mesure permet de déterminer le volume exact d'extrait a utiliser
pendant la mesure d'activité télomérase, afin de maintenir la méme quantité de
protéines (contcnant télomérasc) pour toutes les conditions testées au niveau de 1'étape
de PCR.

- Mesure de l'activité télomérase

A la fin de la période d'incubation, la télomérase a été extraite des cellules et son
activité a été déterminée a l'aide d'un kit spécifique et sensible. Le principe du kit de te-
lomerase est de mesurer 1’activité télomérase couplant une étape de PCR (dans laquelle
la télomérase fonctionne sur son activité d”allongement) avec une étape ELISA
permettant la détermination semi-quantitative de quantités de produit d'allongement de
télomérase.

- Statistiques

Les résultats sont exprimés en unités arbitraires pour le niveau d'activité de la té-
lomérase (moyenne + S.D). Le niveau de signification entre « véhicule » et « produit
de référence » a été évalué en utilisant un test t de Student (*: p <0.05). Le niveau de
signification entre « contrdle » et « composé d'essai » a été évalué indépendamment
pour chaque produit par une analyse de variance a un facteur (ANOVA unidirec-
tionnelle) suivi d'un test Holm-Sidak (*: p <0.05).

L’extrait peregrina selon I’invention, testé & 0.5% et 1% (v /v), n'a pas modulé de

maniere significative l'activité de la t€lomérase par rapport a « Contréle ». Testé a 5%
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(v / v), Pextrait peregrina selon I’invention a augmenté de maniére significative
l'activité de la télomérase de 18.9% (p<0.001), en comparaison avec « Contrdle ».
Le produit de référence, nommé « FK228 », testé a 100 ng/ml, a significativement
augmenté 1’ activité télomérase de 28.0% (p <0.01). Ce résultat était attendu et valide

I’'expérience. Les résultats de la stimulation de 1’ activité de la télomérase sont donnés

ci-dessous.
[Tableaux7]
Concentration de |[Croissance cellulaire [Activité de 1la Telomerase
I’extrait versus contrdle (%) |versus contrdle (%)
Extrait peregrina |5.00% +5.8 +18.90
selon I'invention |1 o ca. 2.2 +4.00
0.50% 2.6 +2.30

Conclusion I'extrait peregrina selon ’invention, testé a 0.5% et 1% (v /v), n'a pas
modulé de maniére significative l'activité de la télomérase par rapport & « Contrdle ».
Testé a 5% (v/v), I’extrait peregrina selon I’invention a augmenté de maniére signi-
ficative l'activité de la télomérase de 18.9% (p<0.001) en comparaison avec
« Controle ». L’extrait selon I’invention agit directement sur cette voie enzymatique
qui construit du télomere protecteur aux extrémités des chromosomes et ralentit le
vieillissement naturel du matériel génétique. L’extrait selon I’invention permet donc de
produire un etfet anti-vieillissement sur les chromosomes.

Les exemple 2 4 7 permettent de démontrer que I’extrait peregrina selon I’invention
présente des propriétés antivieillissement, anti-stress et relaxante qui démontre un

profil d’un bon protecteur de la peau.

Exemple 8 : Effet de 1’extrait peregrina selon 1’invention pour stimuler I’ activité de

la tyrosinase
L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité sur I’enzyme Tyrosinase de 1’extrait

peregrina selon I’invention dans un modele in vitro acellulaire faisant appel a une
enzyme tyrosinase d’origine fongique (Sigma Aldrich réf. T3824), a son substrat L-
Tyrosine (Sigma Aldrich réf. T3754) et un inhibiteur de référence 1’hydroquinone
(Sigma Aldrich réf.H17902, Inhibiteur = Hydroquinone 2.5 mM). Une solution
tamponnée de Tyrosinase réagit avec un substrat L Tyrosine 2.5 mM pendant 60
minutes a 23°C et le transforme pour former un composé coloré. L’activité maximum
de la Tyrosinase peut ainsi étre évaluée par mesure de 1’absorbance a 475 nm. L’extrait
peregrina selon I’invention ou le produit de référence « Hydroquinone » sont mis en
contact avec la solution de Tyrosinase en méme temps que le substrat de ’enzyme

pendant 60 minutes a 23°C, le substrat transformé par 1’enzyme est naturellement
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coloré. L’activité de la Tyrosinase en présence de ’actif est alors évaluée par mesure
de I’absorbance 4 475 nm. La modulation de cette activité est exprimée en pourcentage
d’inhibition ou d’activation de 1’activité maximum de la Tyrosinase en absence d’actif,
c’est-a-dire uniquement en présence du substrat de ’enzyme (L. Tyrosine).

Protocole : Une solution d’enzyme Tyrosinase est incubée dans son substrat L
Tyrosine pendant 60 minutes cn absence (contrdlc) ou préscence du produit de
ré[érence, ou de concentrations croissantes de I’extrail peregrina selon I'invention /
concentrations ;2% ; 1% ; 0.1% (V/V). A la fin de la période d’incubation, 1’activité
de I’enzyme Tyrosinase avec et sans produit a I’essai ou de référence a été évaluée par
mesure de 1’absorbance des milieux réactionnels 2 475 nm. Pour chaque concentration
testée, la modulation de 1’activité de I’enzyme Tyrosinasc par le produit a 1’cssai cst
calculée selon la formule suivante :

[Math. 5]

Pourcentage de modulation de 1’ activité de I’enzyme Tyrosinase = 100 x [(DO475
produit a 1’essai ou de référence) — (DO475 Tyrosinase seule)] /DO475 Tyrosinase
seule.

Si le résultat est négatif, le pourcentage est exprimé en inhibition de I’enzyme ; si le
résultat est positif, le pourcentage est exprimé en activation de I’enzyme. Les résultats
de stimulation sur 1’activité de la tyrosinase sont donnés ci-dessous.

[Tableaux§]

Activation Versus
Contrdle (%)

Extrait peregrina 2% 65
selon ’'invention 1% 37
0.10% 8

Conclusion : L’extrait peregrina selon 1’invention est capable d’abaisser le taux
d’activité basale de la tyrosinase, ce qui permet d’indiquer que cet extrait a la capacité
d’augmenter une des protections naturelles de la peau, la protection contre les rayons
ultraviolets.

Exemple 9 : Effet de 'extrait peregrina selon 1’invention pour inhiber la production
de mélanine

L’objectif de cette étude sur cultures cellulaires humaines est de regrouper l'ensemble
des données utilisées, ainsi que les résultats obtenus, pour la réalisation du test de mo-
dulation de la mélanine sur les mélanocytes humains aprés exposition pendant 5 jours a
I’extrait peregrina selon 1’invention.

Protocole : Les mélanocytes humains sont mis en culture dans les plaques 96 et 24
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puits.

11 s'agit de laisser agir I’extrait peregrina selon ’invention a des concentrations de 5% ;
2% ; 1% et 0.1% sur les mélanocytes a confluence pendant 5 jours. Un pré-test de
viabilité au MTT aprés 24 heures permet d’évaluer la cytotoxicité et de choisir les
concentrations pour le test de modulation de 1la mélanine. Cette modulation est évaluée
par le dosage de la mélaninc dans les lysats cellulaires aprés S jours d’cxposition aux
extraits. Le controle négalil est réalisé a l'aide des cellules en milieu de culture sans
traitement. Le contréle positif pour le test de viabilité est le SDS a 0.5%. Pour le test de
la modulation de la mélanine des milieux avec et sans a—MSH sont utilisés comme
contrdles négatifs.

Toutcs les conditions sont préparéces dans des milicux de culture, ct Ics cellules sont
ensuile incubées a 36.5°C / 5% CO2 pendant 24 heures pour le test de cytlotoxicité et 5
jours pour le dosage de mélanine.

a) Application des solutions a tester sur les mélanocytes : Les concentrations a tester
sont mises en contact avec les mélanocytes en confluence dans les plaques 96 (test de
cytotoxicité) et 24 (dosage de mélanine) puits. Pour chaque concentration le test est
réalisé sur 3 puits. Les plaques sont incubées pendant 24 + 1 heures et 5 jours 4 36.5°C
/5% CO2.

b) Test de viabilité : La viabilité cellulaire est évaluée par la méthode MTT sur les
cellules apres 24 heures d’incubation avec les produits. Apres 24 heures d'incubation,
les puits prévus sont rincés 1 fois avee 200 ul. de PBS. Dans chaque puits 50 pl de
solution de MTT & 0,5 mg/ml sont ajoutés et I’incubation est elfectuée pendant 3
heures a 36.5°C / 5% CO2. Dans chaque puits 150 ul d'isopropanol sont ajoutés. Apres
homogénéisation, une lecture de 1'absorbance est réalisée a 550 nm. Pour chaque
condition, le rapport de la moyenne des densités optiques des cellules sur la moyenne
des densités optiques des contréles négatifs déterminera le taux de viabilité.

Une valeur seuil de viabilité a 70 % par rapport 2 la valeur du contrdle négatif est
utilisée pour classifier les substances testées comme cytotoxiques ou non cytotoxiques.
Une classification « non cytotoxique » est donnée sur les résultats ir vitro pour une
viabilité > 70% et une classification « cytotoxique » pour une viabilité < 70%.

La concentration a 5% de 1’extrait selon I’invention s’est montrée cytotoxique a 5%
dans les conditions du test. Les concentrations 2%, 1% et 0.1% sont donc utilisées pour
le test de modulation de la mélanine. La quantité de mélanine présente dans les cellules
est dosée apres la lyse cellulaire. Les résultats sur 1’inhibition de la production de

mélanine sont donnés ci-dessous.
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[Tableaux9]

Extrait Croissance Inhibition Contenu en

concentration |cellulaire versus |Meélanine versus |Mélanine

controle (%) controle (%) (ug/mli)
Extrait 2% -3.41 +16.50 152
peregrina 1.0% +13.46 +65.90 62
1

el o10% +13.29 +71.40 52
I’invention

Conclusion : I’cxtrait peregrina sclon ’invention inhibe la production de mélanine in
cellulo ce qui lui confére une propriété protectrice de la peau. Cetle inhibition montre
également un effet relaxant sur les mélanocytes car le taux basal est inférieur au témoin
(absence d’extrait selon I’invention dans le milieu de culture) ; il est rappelé que la
production de mélanine est une réponse a un stress cellulaire. Ainsi, I’extrait peregrina
selon I’invention démontre pouvoir prévenir les tiches du vieillissement.

Exemple 10: Caractérisation analytique de "extrait peregrina selon 1’invention
versus ’extrait oleifera avec un procédé d’extraction identique

Sur la base du tourteau de Moringa peregrina et de celui de Moringa oleifera, le
procédé d’extraction selon 1'invention décrit a I’exemple 1 a été appliqué. 11 est donné
ci-apres la composition comparative des ingrédients extraits sur la base de la mati¢re

seche.
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[Tableaux10]
Composés Oleifera (%) Peregrina (%)
Acide acétique 1.431 -

1-hydroxy-2-propanone 1.962 -

Furlural 6.140 2.528
2,5-Furandicarboxaldéhyde [0.823 55.660
(DFF)

Myristate d’isopropyle 0.128 1.175
Palmitate de méthyle 0.230 _
Acide palmitique 10.356 4713
Palmitatc d’¢thylc 0.399 —
Linoléate de méthyle 0.428 _
Oléate de méthyle 2.443 _
Acide oléique 47.844 11.093
Oléate d’éthyle 2.675 _
Acide stéarique 5.064 _
Hexanedioate de bis 2-éthyl [1.688 _
hexyle

7-oxo-déhydroabiétate de 0.327 _
méthyle

1.,4-téréphtalate de 0.655 _
2-ethyl-hexyle

Total 84.317 74.169

Il apparait que les deux extraits présentent un profil moléculaire trés différent. L extrait
de Moringa oleifera contient moins de 1% de DFF alors que I’extrait de Moringa
peregrina en contient plus de 50%.

[0117] Exemple 11: Test comparalil avec Moringa oleifera pour test in tubo collagénase

[0118] L’objectif de cette étude est d’€valuer la modulation de I’activité inhibitrice des Mé-
talloprotéases par 1’extrait peregrina selon I’invention dans un modele in vitro
acellulaire faisant appel a une collagénase de type I et une hyaluronidase, un complexe
de substrat et un chromophore, Ninhydrine. Une solution tamponnée de Collagénase de
type I et hyaluronidase réagit avec un complexe de substrat spécifique et le transforme

pour former un compos€ capable d’activer un chromophore par incubation a 80°C

CA 03173694 2022-9-27
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pendant 15 mn. Les activités de la collagénase et de la hyaluronidase peuvent ainsi étre
évaluées par mesure de 1’absorbance a 565 nm. L’échantillon est mis en contact avec la
solution de Collagénase et Hyaluronidase en méme temps que le complexe de substrat
des enzymes a 37°C pendant 5 minutes. Le substrat transformé par les enzymes est
capable d’activer le chromophore par incubation a 80°C pendant 15 minutes. L’activité
dc la Collagénasc ct Hyaluronidasc cn présence/absence de I’échantillon cst alors
évaluée par mesure de ’absorbance a4 565 nm. La modulation de cetle activité est
exprimée en pourcentage d’inhibition ou d’activation de I’activité de la Collagénase et
Hyaluronidase en absence d’actif, c’est-a-dire uniquement en présence du substrat de
I’enzyme.

Protocolc : Unc solution d’enzymcs Collagénasc de type I ct Hyaluronidasc cst
incubée dans son substrat, pendant 5 minutes, en absence ou présence de I’extrait
peregrina selon I’invention testé. Les solutions sont ensuite mises en contact avec le
chromogene, Ninhydrin, avant une incubation de 15 minutes 4 80°C. A la fin de la
période d’incubation, I’activité des enzymes Collagénase et Hyaluronidase avec et sans
produit a 1’essai ou de référence a été évaluée par mesure de I’absorbance des milieux
réactionnels & 565 nm. Pour chaque concentration testée, la modulation de 1’activité
des enzymes Collagénase et Hyaluronidase par le produit a 1’essai est calculée selon la
formule suivante.

[Math. 6]

Pourcentage de modulation de I’activité des enzymes Collagénase/ Hyaluronidase =
100 x [(DO produit a I’essai ou de référence — DO Collagénase/Hyaluronidase
seule)/DO Collagénase/Hyaluronidase seule].

Si le résultat est négatif, le pourcentage est exprimé en inhibition des enzymes ; si le
résultat est positif, le pourcentage est exprimé en activation des enzymes. Le résultat

de I’inhibition des Métalloprotéases est donné ci-dessous.

[Tableaux11]
Inhibition versus
Controle (%)
Extrail peregrina 1% 87
selon 1'invention 0.5% 87
0.1% 38
001% |62

Conclusion : L extrait peregrina selon 1’invention engendre une forte inhibition des
Meétalloprotéases (Collagénase / Hyaluronidase). 11 est capable d’inhiber & 88% ces

Meétalloprotéases des la concentration de 0.1% et a un bon potentiel pour protéger avec
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une grande efficacité la matrice extra-cellulaire de la peau et, par cette inhibition, il
montre un effet anti-vieillissement.
A comparer avec 1’extrait selon le brevet FR2946879 de Pierre Fabre dont voici les

résultats selon le méme test.

[Tableaux12]
Inhibition versus
Contrble (%)
Extrait Moringa 1% Concentration non
oleifera selon Brevet compatible avec
de Pierre Fabre systeme d’essai
0.5% 4
0.1% 24
001% |42

Conclusion ’extrait selon le brevet de Pierre Fabre montre une 1égére action in-
hibitrice sur I’activité collagénase en dose-dépendance inverse avec un pic d’inhibition
de 42% toutes concentrations confondues contre un pic d’inhibition de 100% pour
Textrait peregrina selon I’invention.

L’activité anti-dge sur ce parametre apparait différente et nouvelle comparativement

aux effets observés avec I’extrait selon le brevet Pierre Fabre.

Pour 1’activité anti-stress par inhibition de la PLA2 sur la peau qui apporte une

orientlation apaisante/anti-stress a elfet anti-dge, deux tests in tubo PLAZ2 additionnels
ont é1é menés; un avec le procédé selon I’invention réalisé€ sur le tourteau d'oleilera
(exltrail fait a I'identique que celui sur peregrina dans le procédé selon 1’invention), un
avec l'extrait correspondant au document FR2946879 de Pierre Fabre, un autre encore
correspondant au brevet FR3076460 de BASF Beauly Care Solutions avec le produit
Purisoft® et enfin un dernier avec le document FR2825267 de Chuun & Thurot.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la modulation de I’activité anti-inflammatoire
de I’enzyme phospholipase A2 par un ou plusieurs échantillons dans un modéele In
Vitro acellulaire faisant appel au kit d’analyse « SPLA2 (type V) Inhibitor Screening
Assay Kit ».

Une solution tamponnée de Phospholipase A2 réagit avec un substrat spécifique, le
diheptanoyl thio-PC, et le transforme pour former un composé qui se lie a un
chromogene, le DTNB sous agitation a température ambiante. L"activité de la phos-
pholipase A2 peut ainsi étre évaluée par mesure de 1’absorbance a 413 nm.

Les produits « Extrait peregrina selon I’'invention » ou le produit de référence in-
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hibiteur « Thioetheramide-PC » sont mis en contact avec la solution de Phospholipase
A2 en méme temps que le substrat de I’enzyme. Le substrat transformé par ’enzyme
est coloré a I’aide du chromogéne DTNB par agitation a température ambiante.
L’activité de la Phospholipase A2 en présence/absence du produit « Extrait peregrina
selon 1’invention» ou du produit de référence est alors évaluée par mesure de
I’absorbancc a 413 nm.

La modulation de cette activité est exprimée en pourcentage d’inhibition ou
d’activation de 1’activité de 1a Phospholipase A2 en absence d’actif, c’est-a-dire
uniquement en présence du substrat de 1I’enzyme (diheptanoyl thio-PC).

L’inhibiteur « Thioetheramide-PC » & la concentration de 1mg dans 100ul est le
produit de référence (Témoin actif) dans cette étude ce dernier inhibe a 93% 1’ activité
de la PLA?2 ce qui valide le lest.

Une solution d’enzyme Phospholipase A2 est incubée dans son substrat, diheptanoyl
thio-PC, en absence ou présence de I’ inhibiteur de référence et du produit « Extrait
peregrina selon I’invention» testé puis le chromogeéne DTNB est incorporé avant une
incubation de 15 minutes a 25°C.

A la fin de la période d’incubation, 1’activité de I’enzyme Phospholipase A2 avec et
sans produit a I’essai ou de référence a été évaluée par mesure de 1’absorbance des
milieux réactionnels a 413 nm. Pour chaque concentration testée, la modulation de
T’activité de 1I’enzyme Phospholipase A2 par le produit a I’essai est calculée selon la
formule suivante:

[Math. 7]

Pourcentage de modulation de 1’ activité de 1’enzyme Phospholipase A2 = 100 x
[(DO405 produit & 1’essai ou de référence — DO405 sPLLA2 seule) /DO405 sPLLA2
seule]

Si le résultat est négatif, le pourcentage est exprimé en inhibition de ’enzyme ; si le
résultat est positif, le pourcentage est exprimé en activation de 1’enzyme.
[Tableaux13]

Extrait peregrina|1% 19

selon 0.1% 16
I’invention
0.01% 11

La constance et I’activité sensiblement dose-dépendante de cet extrait peregrina
selon 1’invention sur I”inhibition de la PLA2 mettent en lumiére une activité apaisante
par réduction de I’intensité en amont de la cascade arachidonique. Une telle action
apaisante trés en amont de la cascade arachidonique réduit I’impact du stress phy-

siologique basal. L extrait peregrina selon 1I’invention est par conséquent un anti-
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stress.
Avec ’extrait protocole issu du brevet FR2946879 de Pierre Fabre, on obtient les

résultats suivants.

[Tableaux14]

Extrait de Pierre Fabre |1% 0
0.1% 16
0.01% 8

A 1%, ce qui correspond i son dosage d’emploi minimum, ’extrait ne montre pas
d’activité. A la dilution, une activité apparait mais le manque d’effet dose-dépendante
nc permet pas de valider unc action spécifique ct fiable de I’cxtrait sur ’inhibition dc
celle enzyme.

Avec I’extrait protocole issu du brevet FR3076460 de BASF Beauty Care Solutions
avec le produit Purisoft® [.LS9726, on obtient les résultats suivants.

[Tableaux15]

Extrait BASF 1% 10
0.01% 6

Cet extrait montre une légére action inhibitrice qui n’atteint pas le maximum observé
a 1% avcc I’cxtrait peregrina sclon I’invention, & savoir 19 % d’inhibition pour
I’extrait selon I’invention contre 10% d’inhibition & 1% pour cet exlrait.

Avec I’extrait protocole issu du brevet FR2825267 de Chuun & Thurot nous

observons les résultats qui suivent.

[Tableaux16]
Extrait de Chuun |1% 0
& Thurot 0.1% 0
0.01% 0
Cet extrait ne montre pas d’action inhibitrice sur cette enzyme.
Avcc Pextrait protocole issu du procéd¢€ sclon la présente invention mais appliqué au

wourteau de Moringa oleifera en lieu el place du tourteau de Moringa peregrina, nous

observons les résultats qui suivent.
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[0149] [Tableaux17]
Extrait Moringa 1% Non dosable
oleifera 0.1% 0
0.01% 6

Cect cxtrait nc montre pas d’action inhibitrice significative ou stablc sur ccttc cnzymec.
Conclusion : seul ’extrait peregrina selon I’invention démontre une activité in-
hibitrice significative sur I’enzyme PLA2.
[0150] Exemple 13: Formulation d’un produit maquillant
[0151] [Tableaux18]

Ingrédients D

Eau QSP
Caprylic / Capric tri- 19.0000
glyceride

Gomme Acacia sénégal 7.0000
Charcoal 6.0000
Glycerine 5.0000
Propanediol 5,0000
Bentonite 3.1500
Cetearyl glucoside 3.0000
Cetearyl alcohol 3.0000
Benzyl alcohol 1.0000
Extrail peregrina selon 2.0000
invention

Gomme Cellulose 0.8000
Gomme de Xanthane 0.1750
Acide Citrique 0.1750

[0152] Exemple 14 : Formulation d’un produit lavant

CA 03173694 2022-9-27
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[Tableaux19]
Ingrédients Yz
Eau QSP
Sodium coco-sulfate 5.0000
Sodium cocoyl isethionate  (4.0000
Bentonite 3.7800
Caprylic / Capric tri- 2.0000
glyceride
Extrait peregrina selon 1.0000
I’invention
Gluconolactone 0.7500
Sodium benzoate 0.5450
Parfum 0.5000
Gomme de Xanthane 0.2700
Sodium stearoyl glutamate [0.2250
Acide Citrique 0.2250
Calcium gluconate 0.0050

PCT/EP2021/063690

Exemple 15 : formulation d’un produit de soin (créme anti-stress anti-age)
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[Tableaux20]
Ingrédient Yz
Eau QSP
Caprylic / Capric tri- 18.0000
glyceride
Bentonite 4.2000
Cetearyl alcohol 1.5000
Extrait peregrina selon 5.0000
invention
Gluconolactone 0.7500
Sodium benzoate 0.5450
Gomme de Xanthane 0.5000
Parfum 0.5000
Sodium stearoyl glutamate (0.2500
Acide Citrique 0.2500
Calcium gluconate 0.0050

Exemple 16 : formulation par voie orale pour nutricosmétique

Un comprimé de 1 g pour une activité apaisant/ anti-stress comprend : 3% extrait sec
sclon I’invention (contenant 0.6% de 2,5-diformylfuran sur un support d’inulinc) +
47% de carbonate de calcium contenant 200 Ul de vitamine D + 25% gluconale de
magnésium + 22% inuline + 3% stéarate de magnésium.

Exemple 17 : Tests toxicologiques de I’extrait peregrinag selon I'invention

Préparation de 1’extrait peregrina conformément a I’exemple 1 :

Des graines de Moringa peregrina (Forssk.) Fiori, récoltées a maturité du fruit, ont
¢t¢ s€chées pour obtenir un taux d’humidité interne autour de 6%, puis pressées avee
une presse mécanique a vis sans fin, de sorte a séparer 1’huile du reste de la graine pour
obtcnir d’unc part I’huile vierge ct d’autre part un tourtcau. Le tourtcau cst alors isolé
sous forme de boudins prédécoupés en morceau de 1 4 2 cm. A partir du tourteau on
ctfectue une macération et extraction avec de 1’éthanol a 96° préchauffé 10 mn a 55°C
dans le ratio 25/75% (m/m), On cisaille au mixer pendant 15 mn puis on laisse agiter a
I’hélice pendant 2 h & 20°C. On filtre alors au Biichner sous vide et on obtient un filtrat
jaune pale contenant 1.15% de matie¢re seche. Ce filtrat est utilisé pur dans les tests qui

suivent.

Détermination de ’activité mutagéne sur la souche bactérienne Salmonella ty-
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phimurivm (TA 100) - Test de mutation bactérienne inverse

Le test s'est déroulé en 3 phases principales :
- Une expérience préliminaire est réalisée afin d'évaluer la cytotoxicité de 1'élément a
tester et de sélectionner la gamme de doses pour les expériences ultérieures,
- Une premicre expérience de génotoxicité (Test 1), avec et sans activation mé-
tabolique, avee incorporation directe du systéme de test ¢t du test (ou des contrdles) sur
gélose minimale, sur la plage de doses définie par I'élude préliminaire,
- Une deuxieéme expérience (Test 2), avec pré-incubation du systeme de test et de
1'élément de test (ou des contréles), avec et sans activation métabolique, avec des
niveaux de dose définis par le responsable de 1'étude apres analyse des résultats de 1a
premicre expéricnce. Cette scconde expéricnee a été réalisée afin de confirmer ou de
compléter les résultats de la premiere, en particulier lorsque des résultats équivoques
ou négatifs ont été obtenus.
Les dilutions des éléments de test ont été préparées dans 1'eau pour analyse.

Le test de cytotoxicité a été réalisé sur la souche S. ryphimurium TA100 aux concen-
trations de 5000, 1600, 500, 160 et 50 ug / plaque, avec et sans S9-Mix.

Les réactifs utilisés pour la préparation de S9-Mix ont été préparés selon les ins-

tructions suivantes :

[Tableaux21]

Concentration finale
MgCl12 (0.4 M) + KCI (1.65 M) 8§ mM + 33 mM
Glucose 6 Phosphate (0.2 M) 5 mM
NADP (0.1 M) 4 mM

Tampon Phosphate pour $9-Mix (pH 7.4 — 0.2 M) 0.1 M

S9 fraction 10%
Eau Ajuster pour concentration
[inale

Les bactéries ont €€ exposées & I'exiraitl de test avec el sans systeéme d'activation mé-
tabolique. Le systeme métabolique utilisé est une [raction post-mitochondriale
améliorée par cofacteur (S9). Cette fraction S9, une fraction microsomale d’homogénat
de foie de ral Sprague Dawley traité avec un inducteur enzymalique, est préparée selon
Maron, D.M. ct Amcs, B.N. (1983) ct a ¢t¢ fournic par MOLTOX TM. Ellc cst
conservée 4 une lempérature inférieure a -70 © C. La fraction microsomale S9 a €€
utilisée a la concentration de 10% dans S9-Mix. Le protocole appliqué a ét€ le suivant :

* Dans 3 tubes d'hémolyse, a été introduit :
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o dosage sans activation métabolique:

. 0,1 ml des différentes concentrations des éléments de test,
. 0,5 ml de tampon phosphate stérile 0,2 M, pH 7.4,

. 2 ml de top agar pour S. typhimurium,

. 0,1 ml d'inoculum bactérien (TA100).

o dosagc avece activation métabolique:

. 0.1 ml des dilTérentes concentrations des éléments de test,
. 2 ml de top agar pour S. typhimurium,

. 0,1 ml d'inoculum bactérien (TA100),

. 0,5 ml de S9-Mix.

* Mélanger ct verser sur la surface de la gélosc de fond préalablement répartic dans des
boites de Pétri.
s Incuber 2 37 © C + 2 ° C pendant 48 a 72 heures.
Ces dosages ont été réalisés pour chaque test : test préliminaire de cytotoxicité, test 1 et
test 2. Le contrdle non traité, les contrdles négatifs et les contrdles positifs réalisés au
cours de la méthode de pré-incubation ont été incubés pendant 20 a 30 minutes a 37 ©
C £ 2 ° C avant de verser la gélose supérieure.
Le protocole appliqué a été le suivant :
* Dans 4 fractions de 2 ml d’agar top pour S. fyphimurium, introduire :
0 0.1 ml de tampon phosphate 0,2 M, pH 7.4,
0 0.1 ml de solvant,
0 0.1 ml de S9-Mix.
0 0.1 ml de la préparation de I'élément a tester a la concentration la plus élevée,
* Une fraction de 2 ml d'agar top pour S. typhimuriuwm est utilisée pour contrdler sa
stérilité.
* Mélanger et verser sur la surface de la gélose de fond préalablement répartie dans des
boites de Pétri.
* Incuber a 37 © C % 2 ° C pendant 48 a 72 heures.
* Le test est réalisé en triple.
* Aucune croissance bactérienne ne doit &tre observée.
Pour au moins 5 concentrations de 1'extrait a tester, un test sans activation métabolique
et un test avec activation métabolique ont €té réalisés.

Expression des résultats et interprétation

De nombreux criteres permettent de déterminer si un résultat est positif, notamment
une augmentation du nombre de révertants corrélée a la dose d'item a tester, ou une
augmentation reproductible du nombre de révertants a une ou plusieurs concentrations,
avec ou sans activation métabolique.

- L'élément a tester est considéré comme mutagene si a 1'issue des étapes de vé-
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rification, il a été obtenu, de maniére reproductible, une relation dose-effet sur
une ou certaines des 5 souches avec et / ou sans activation métabolique. La
mutagénicité n'est prise en compte pour une concentration donnée que lorsque
le nombre de révertants est au moins égal au double du taux de réversion
spontanée pour les souches TA98, TA100 et TA102 (R > 2) et au triple du
taux spontané dc réversion pour les souches TA1535 et TA1537 (R = 3).

- L'élément de test est considéré comme non mutagene si, a l'issue du test 1 et
du test 2, le taux de révertants est toujours resté inférieur au double du taux de
réversion spontanée pour toutes les concentrations de 1'élément de test testé,
pour les souches TA98, TA100 et TA102 (R <2) et inférieur au triple du taux
dc réversion spontanée pour les souches TA1535 ct TA1537 (R <3), avece ct
sans activation métabolique, et & condition qu'il ait été vérilié que 'absence de
l'effet mutagéne n'est pas liée a la toxicité des concentrations testées.

L'étude préliminaire n'a montré aucune cytotoxicité de 1'élément de test ; par

conséquent, cette gamme de concentrations a été utilisée pour le test de génotoxicité 1.

En fonction du résultat obtenu pour le test 1, il a été décidé d'utiliser la méme gamme
de dilution pour le test 2. L'analyse des révertants montre que:

- Aucun effet cytotoxique n'a été observé,

- Aucune concentration de I’extrait a tester n'a montré un rapport R supérieur
ou égal au moins au double du taux de réversion spontanée pour TA9S,
TA100 ct TA102 et au triple du taux de réversion spontanée pour TA1535 ct
TA1537, avec el sans activation métabolique,

- Aucune réponse i la dose n'a été observée, quels que soient le systéme de test
ou les conditions du test.

Au vu des résultats obtenus au cours de cette étude, I’extrait peregrina selon
I'exemple 1 peut étre considéré comme ne présentant aucune activité mutagéne ni pro-
mutagene.

Test de photo-toxicité in vitro 3T3 NRU

Le principe du test a pour base la comparaison de la cytotoxicité de I’extrait

peregrina selon I’exemple 1 en présence et en absence d'une dose non cytotoxique
d’UVA, sur des cellules en culture. La cytotoxicité est évaluée par la détermination de
la viabilité cellulaire & 1'aide d'un colorant vital : le rouge neutre, 24h aprés le
traitement avec les éléments de référence et l'extrait de M. peregrina avec ou sans ir-
radiation aux UVA. Les cellules utilisées sont des fibroblastes d’embryon de souris de
lignée Balb/c 3T3 clone 31 (ATCC — CCL163). Le contrdle positif est une solution de
chlorpromazine (Numéro CAS : 69-09-0). Le contréle négatit est un diluant de 1’ extrait
testé et de référence (solution saline tamponnée +/- 1% solvant). L’extrait peregrina a

été testé a 8 concentrations sur au moins quatre puits de culture par concentration
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étudiée, en présence ou en absence d’UVA. Les fibroblastes ont été€ trypsinés et deux
plaques de culture 96 puits ont été ensemencées a raison de 100 ul d’une suspension
cellulaire a 2.10° cellules/ml (soit 2.10¢6cellules par puits) dans du milieu de culture
complet.

Les plaques ensemencées ont été incubées 4 1'étuve 24 heures a 37°C, 5% CO,. A la
fin dc I’incubation, la semi-conflucnce du tapis cellulaire a été vérifiée. Les dilutions
ont €1é préparées juste avant leur dépdt sur les cellules. Le pH de la plus (orte
cancentration a €té mesuré ; il est compris entre 6.5 et 8. L.e milieu de culture a été
éliminé, chaque puits a été préalablement rincé délicatement avec 150 pl de PBS
maintenu a température ambiante avant d'étre traité avec 100 ul de chaque dilution de
I'extrait ou de référence. Les plaques de culturcs ont ét¢€ incubées a 'obscurité durant
1h plus ou moins 5 minutes & 37°C et 5 % de CO,. L'irradiation a é(é réalisée & l'aide
d'un irradiateur solaire BIO SUN (Vilber Lourmat RMX3W). LLe BIO SUN est un
systeme qui contrdle l'irradiation UV & l'aide d'un microprocesseur programmable. Le
systeme suit en continu I'émission de lumiére UV. L'irradiation s'arréte automa-
tiquement quand 1'énergie délivrée est égale a 'énergie programmée. L. irradiation
spectrale du dispositif 4 I’essai a été mesurée dans la gamme de longueurs d'onde 250 a
700 nanometre avec un spectroradiometre calibré. Une des 2 plaques a été irradiée
avec son couvercle a température ambiante, et 'autre plaque a été protégée des UV A et
conservée i température ambiante le temps de l'irradiation. Apres l'irradiation, le
milicu de traitement a été aspiré ct les ccllules ont été rincée. Puis sans ul de milicu de
culture complet ont été ajoutés doucement et les plaques ont ét€ incubées pendant 18 a
22h a 37°C et 5 % de CO,. Le lendemain la viabilité cellulaire {(croissance, mor-
phologie, intégrité de la monocouche) a été évaluée par observations sur un mi-
croscope a contraste de phase. Le milieu de culture a été éliminé, chaque puits a été
préalablement rincé et maintenu a température ambiante avant d'€tre traité€ avec 100 ul
de la solution de coloration. Les plaques ont été remises a l'incubateur durant 3h dans
les m&mes conditions. La solution colorante a été éliminée et les cellules ont €té
rincées, puis la solution de ringage a été enlevée et 150 ul de solution de désorption ont
été ajoutés dans chaque puits. Les plaques ont été agitées jusqu’a la solubilisation
compléte des cristaux. Les absorbances ont ét€ mesurées a 450 nm.

Validation du test :

La sensibilité des cellules aux UV A est contr6lée tous les 10 passages environ, par
évaluation de leur viabilité aprés exposition a des doses croissantes d'irradiation. Les
cellules sont mises en culture a la densité utilisée dans 1’essai. Elles sont irradiées le
jour suivant a la dose de 2,5 et 9 J/cm? et la viabilité cellulaire est déterminée un jour
plus tard a I'aide du test NRU. Les cellules répondent aux criteres de qualité si leur

viabilité apres irradiation a 5 J/cm2 UV A est supérieur ou égal a 80 % de la viabilité
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des témoins maintenus a l'obscurité : a la dose la plus forte de 9 J/cm2 UVA, la
viabilité doit étre au moins égal a 50% de celle des témoins maintenus & l'obscurité.

Résultats :

Le contrdle négatif a une absorbance supérieure ou égale 2 0.4. LLa chlorpromazine,
contrdle positif, présente une Cls, comprise entre 0.1 et 2 ug/ml en présence d’UVA et
comprisc entre 7 ct 90 pg/ml en abscnce d”UV AL Ces résultats permettent de valider Ie
test. La concentration de I'extrait de tourteau de peregrina donnant 50% de mort
cellulaire en présence ou en absence d’UV A ne peut étre estimée. LLa mortalité n’a
jamais atteint 509%. [.a concentration de 1’extrait de tourteau de peregrina donnant 50%
de viabilité cellulaire en présence ou en absence d"UV A ne peut &tre estimée. La
viabilité cst toujours supéricurc a 50%.

Conclusion : Dans les conditions expérimentales retenues I’ extrait de tourteau de
peregrina peut etre considéré comme non phototoxique.

Evaluation du potentiel irritant oculaire par 1’étude de la cytotoxicité in vitro selon la

méthode de relargage du rouge neutre sur lignée cellulaire SIRC
Cette étude in vitro a pour base 1’évaluation de la cytotoxicité de I’extrait de tourteau

de peregrina par détermination de la concentration entrainant 50% de mortalité
cellulaire (Clsy) sur une monocouche cellulaire a I’aide de la technique de relargage du
rouge neutre. Les cellules utilisées sont des fibroblastes de comnée de lapin SIRC
(ATCC — CCL60) exemptes de mycoplasmes.

L’extrait peregrina a été dilué¢ dans du sérum physiologique a 25% ct 50%. Les fi-
broblastes ont été trypsinés et deux plaques de culture 24 puits ont é1é ensemencées 2
raison de 1 ml d’une suspension cellulaire & 2.10° cellules/ml dans du milieu de culture
complet. Les plaques ensemencées ont été incubées a 1’étuve une nuit a 37°C, 5% CO.,.
A la fin de I’'incubation, la confluence du tapis cellulaire a été vérifiée. La solution de
coloration a été préparée a 0,5 mg/ml dans du milieu de culture complet. Le milieu de
culture a été €liminé, 1 ml de la solution colorante a été déposée dans chaque puits. Les
plaques ont été remises a l'incubateur a 37°C, 5% CO2 pendant 3h +/- 15 minutes.
Apres ce temps de contact, la solution colorante a été éliminée et remplacée par 1 ml
de milieu de culture complet par puits. Les plaques ont ét€ maintenues a température
ambiante pendant au moins 30 minutes afin de stabiliser le systéme avant le contact
avec l'extrait ou la référence. Chaque puits a ¢té rincé avec 2 ml de PBS, maintenu a
température ambiante, puis 500 ul de chaque dilution d’extrait peregrina ou de
référence ont été déposées au contact du tapis cellulaire. Le temps de contact a été de
60 secondes (30 secondes pour le contrdle positif). Le traitement a été réalisé€ puits par
puits avec déclenchement du chronometre au moment du dépdt de 1'extrait peregrina
ou la référence. La plaque a été agitée manuellement pendant toute la durée du

traitement. Apres 55 secondes (ou 25 secondes pour le contrdle positif, la dilution a été
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aspirée. A 60 ou 30 secondes précise, 5 ringages successifs ont été effectués (5 x 2 ml
de PBS maintenus a température ambiante). Le surnageant a été aspiré aprés chaque
ringcage et apres le dernier ringage les puits sont restés dépourvu de milieu en attendant
la phase de révélation. Apres traitement complet de 1a plaque de culture, 1 ml de la
solution de désorption a été déposée dans chaque puits. La plaque est agitée pendant
cnviron 15 minutes jusqu’ a I'obtention d'unc coloration homogeéne. Les solutions
obtenues pour chaque puits de culture ont été prélevées el réparties dans 2 puits d'une
plaque 96 puits, soit 150 pl/puits.

Résultats :

La concentration de 1’extrait peregrina donnant 50% de mort cellulaire a été évaluée
a >50%. Le pourcentage de mort cellulaire a 50% d’cxtrait peregrina a été évalué a
17%

Conclusion : Dans les conditions expérimentales retenues, la cytotoxicité de I’extrait

de tourteau de peregrina peut étre classée comme cytotoxicité négligeable.

Evaluation de la compatibilité cutanée d’un extrait peregrina apres application
unique sous pansement occlusif pendant 48 heures sous contrdle dermatologique.

Le but de cette étude est d’évaluer le degré de compatibilité cutanée de I’extrait
peregrina par test épicutané, réalisé au niveau de la face antéro externe du bras
pendant 48 heures ; et d'une manieére générale évaluer la capacité de 1’extrait peregrina
a maintenir la peau en bon état. 10 volontaires saints, féminin ou masculin dgés de 18 a
65 ans, n'ayant ni la pcau s¢éche ni la peau sensible ct indemnes de toute 1ésion derma-
tologique sur la zone de (raitement devaient étre inclus dans 1'élude. La compatibilité
cutanée de I’extrait peregrina, préparé sous forme de lotion avec 5% de 1’extrait
peregrina selon I’exemple 1 et 95% d’un mélange Propanediol/Sorbitol, a été évaluée
48 heures apres 'application initiale entre 30 a 40 minutes apres le retrait du
pansement. Le comptage des réactions cutanées (€rythéme et cedéme) a été effectuée

de 0 a 3 selon les échelles suivantes :
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[Tableaux22]

Cotation Erytheme (E) (Edéme (Oe)

0 aucun érythéme aucun cedeme

0.5 Erytheéme & peine perceptible, coloration ademe palpable a peine
tres 1égérement rosée sur une partie de la perceptible
zone de
patchage

1 Erythéme léger, coloration rosée sur toute |cedéme palpable et visible
la
surface de patchage

2 Erythéme modéré, coloration nette sur toute |cedeme net avec ou sans
la surface de patchage papules ou vésicules

3 Erythéme important, coloration intense sur [cedéme important diffusant

[0173]
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toute la zone de patchage

en dehors de la zone de
patchage avec ou sans
papules ou

vésicules

Toute autre réaction cutanée (bulles, papules, vésicules, sécheresse, desquamation,

rugosité, effet savon...) a été évaluée selon I’échelle suivante et rapportée de maniere

descriptive :

0,5:

0 : aucune réaction,

tres 1éger

1:1éger
2 : modéré

3 : important.

A la fin de I’'étude, un indice d’irritation moyen (I.I.M.) a été calculé selon la formule

suivante :
[Math. 8]

L.I.M.= Somme des réactions cutanées (E + Oe + bulles + papules + vésicules)/

Nombre de volontaires analysés

L’I.I.M. obtenu a permis de classer 1’extrait testé selon le baréme présenté dans le

tablcau ci-apres :

<

LI.M.

0,20 Non irritant

0,20 < LLM. = 0,50 Légérement irritant

0,50 < L.1M.

2 <I.I.M.

<

2 Moyennement irritant
<

3 Tres irritant
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Résultats : L. Indice d’Irritation Moyen (I1.I.M.) de I’extrait de tourteau de peregrina est
égala: .
Conclusion : L’ extrait de tourteau de peregrina peut étre considéré comme non irritant
apres 48 heures consécutives d’application chez 12 volontaires.

Conclusion générale des tests :

Les résultats des tests cffectués ci-dessus sont concluants ct démontrent pour I’ extrait

peregrina selon I’exemple 1:

1. Les tests d’irritation oculaire et cutanée sont négatifs
2. I .es tests de phototoxicité sont négatifs
3. Les tests de mutagénicité sont négatifs.

La sécurité dc I'extrait peregrina sclon I’invention cst démontrée ct idéale pour unc
utilisation cosmétique topique a grande échelle sans restriction sur les populations
cibles.

Exemple 18 : Evaluation par mesure de la Perte Insensible en Eau (PIE) sur la

barriere cutanée et de son acceptabilité aprés utilisation sur une période de 21 jours
Le produit étudié dans cette étude est le produit de soin sous forme de créme de

I’exemple 15. Ce produit est appliqué matin et soir sur le visage propre en massant dé-
licatement en évitant le contour des yeux. Les mesures sont effectuées au niveau des
joues.

Les criteres d’évaluation sont:

- évaluation dc I’ effet sur la barri¢re cutanée : comparaison des valcurs de PIE avant
toute application du produit (J1) puis apres 21 jours d'application (J21).

- remontée des sensations d'inconfort éventuelles a J21.

- acceptabilité cosmétique : questionnaire complété par le volontaire a J21.

22 femmes volontaires dgées de 50 ans en moyenne (entre 20 et 70 ans) avec tout
type de peau ont été testées. Le produit évalué sur la barriere cutanée a donné les
résultats suivants (*=% de variation J21 par rapport & J1, **=Test de Wilcoxon pour

données appariées avec S= significatif (p<0,05 et NS=non significatif (p>0,05) :
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[0176] [Tableaux23]

Valeur de PIE (g/m?.h)

J1 J21
Moyenne 11.70 11.79
Ecart type 3.26 2.87
Meédiane 10.39 11.40
Minimum 7.97 7.12
Maximum 17.30 17.14
% de variation™ - 0.83
Valeur de p** - p=0.555
Significativit¢ (NS)

L’analyse des résultats démontre que la PIE est restée stable a J21 comparativement a
J1 : le produit a préscnté un cffet « dermo-protecteur » apres 21 jours d’application.
Compte tenu de I’absence de baisse significative des valeurs de PIE a J21 compara-
tivement a J1, I’cffet « nourrissant » du produit testé n’a pas pu €tre mis cn évidence
par mesures instrumentales. 81 % des volontaires ont répondu positivement a la
question « la peau est nourrie » dans le questionnaire d’acceptabilité a J21.

Conclusion : Dans les conditions de I’étude, la créeme a présenté un effet « dermo-
protecteur », mis en évidence par mesure de PIE et une bonne acceptabilité

cosmétique, avec 86 % d’opinions favorables.

CA 03173694 2022-9-27
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Revendications

Extrait de graines de Moringa peregrina, caractérisé en ce qu’il est
obtenu par cxtraction solide-liquide du tourtcau des graines non dé-
cortiquées, sous agilation, dans une proportion d’environ 25% en poids
de matiere solide par rapport au poids total mis en ceuvre dans un
solvant majoritairement alcoolique, 1I’alcool étant choisi parmi I’éthanol
ou le méthanol avec éventuellement un co-solvant de type polyol ou eau
subcritique, dans unc proportion de 70 a 100% cn poids d’alcool par
rapport au poids total du solvant, & une température comprise entre 16 et
30°C pendant une durée d’environ 2 heures et par séparation des phases
liquide et solide de maniére a éliminer la phase solide et récupérer un
extrait liquide de graine de Moringa peregrina, ledit extrait étant riche
cn composé 2,5-diformylfuran.

Extrait selon la revendication 1, caractérisé en ce que 1’extrait liquide
obtenu est séché de maniére a obtenir un extrait sec du tourteau des
graines de Moringa peregrina contenant plus de 50% en poids de
2,5-diformylfuran par rapport au poids total de la matiére seche.
Procédé d’obtention d’un extrait de graines de Moringa peregrina selon
I’une des revendications 1 a 2, caractérisé en ce qu’il comprend les
étapes suivantes selon lesquelles :

a) on recueille les graines non décortiquées de Moringa peregrina que
I’on séche pour obtenir un taux d humidité interne inférieur a 8% ;

b) on presse les graines séchées de sorte a séparer 1’huile du reste de la
graine pour obtenir le tourteau,

¢) on broie le tourteau obtenu a 1’étape b),

d) on disperse le broyat obtenu a I’ étape c) dans une proportion
d’environ 25% en poids de matiere solide par rapport au poids total mis
en ceuvre dans un solvant majoritairement alcoolique, I’alcool étant
choisi parmi 1’éthanol ou le méthanol avec éventuellement un co-solvant
de type polyol ou eau subcritique, dans une proportion de 70 a 100% en
poids d’alcool par rapport au poids total du solvant ;

e) on réalise une extraction solide-liquide, sous agitation, & une tem-
pérature comprise entre 16 et 30°C pendant une durée d’environ 2
heures,

f) on sépare les phases liquide et solide de maniére a éliminer la phase
solide et récupérer un extrait liquide de tourteau de Moringa peregrina,

et
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2) éventuellement, lorsque 1’alcool est 1’éthanol, on séche 1’extrait de
Moringa peregrina liquide obtenu de maniére a obtenir un extrait de
Movringa peregrina solide.

Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le solvant majori-
tairement alcoolique est le solvant pur éthanol 96°.

Procédeé sclon la revendication 3, caractérisé en ce que ’extrait de
Moringa peregrina liquide obtenu est purifié par distillation, micro-
filtration, ultrafiltration et/ou nanofiltration pour concentrer 1’extrait en
2,5-diformylfuran par rapport aux matiéres organiques également
extraites.

Composition cosmétique ou nutricosmétique, caractérisée cn cc qu’clle
comprend, a titre d’agent actil, une quantité elficace d’un extrait de
graines de Moringa peregrina selon 1’une des revendications 1 & 2, et un
excipient physiologiquement acceptable.

Composition selon la revendication 6, caractérisée en ce qu’elle est une
composition cosmétique formulée pour étre appliquée topiquement sur
la peau et en ce que I’extrait de graines de Moringa peregrina est
présent dans la composition a une concentration de 0.002 4 20% en
poids par rapport au poids total de la composition, préférentiellement de
0.01 2 10%.

Composition sclon la revendication 6, caractérisée cn ce qu’clle est unc
composition nutricosmétique formulée pour étre ingérée el en ce que
I’extrait de graines de Moringa peregrina est présent dans la com-
position a une concentration de 0.01 a 100% en poids par rapport au
poids total de la composition.

Utilisation cosmétique ou nutricosmétique d’une composition selon
I’une des revendications 6 4 8, pour améliorer I’aspect de la peau, des
muqueuses ou des phanéres, pour relaxer, apaiser et déstresser la peau et
prévenir et/ou a lutter contre les signes cutanés du vieillissement et/ou

du photo-vieillissement et prévenir les tiches de vieillesse.
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