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Utilisation d'un cxtrait dc Simaba pour l'atténuation des taches pigmentaires
cutanées ou pour renforcer la fonction protectrice de la peau, ou pour la préparation
d'un milicu de culture de cellules de peau, et composition ainsi obtenue.

La préscnte invention cOncerne essenticliement l'utilisation d'un extrait
de Simaba pour la fabrication d'une composition cosmétique ou pharmaceutique,
notamment dermatologique, présentant notamment une activité dépigmentante ct
une activité favorisant la différenciation des kératinocytes, ct destinée en
particulier a l'atténuation des taches pigmentaircs cutanées, notamment des taches
de sénescence, au traitement du vitiligo, au renforcement de la fonction protectrice
de la peau, ou a I'amélioration de l'aspect de la chevelure ; ou pour la préparation
d'un milieu du culture de cellules de peau, et composition ainsi obtenue.

Plus particulicrement I'invention est relative a l'utilisation d'un extrait
de Simaba pour la fabrication d'une composition cosmétique ou pharmaceutique,
notamment dermatologique, présentant notamment une activité dépigmentante
ainsi qu'une activité favorisant la différenciation des kératinocytes, et destinée en
particulier a traiter les taches pigmentaires cutanées, notamment des taches de
sénescence, a traiter le vitiligo, les désordres cutanés s'accompagnant de
déréglements de la différenciation des kératinocytes, tels que le psoriasis, a res—
taurer, a préserver ct/ou renforcer la fonction protectrice de la peau, notamment la
fonction de barriere hydrique, ainsi que la cohésion des ccllules de I'épiderme ou
encore améliorer la qualité des cheveux ; ou pour la préparation d'un milieu de
culture de cellules ou de tissus, notamment pour la culture en masse de cellules de
peau, en particulier de kératinocytes.

La plante Simaba est une plante de la famille des Simaroubacées.
Parmi les plantes Simaba, on peut citer Simaba cedron (Planchon), Simaba
cuspidata (Spruce), Simaba moretii, Simaba multiflora (Adr. Juss.) et Simaba
guyanensis (Aublet Engl.).

Ces plantes sont connues pour avoir des propriétés similaires (voir les
ouvrages : "Pharmacopéces traditionnclles en Guyane” de Pierre GRENAND et al.,
Ed. ORSTOM, Paris 1987, pages 400-401 ct 508-509 ; et "A Modemn Herbal" de
Mrs. M. GRIEVE, édité par Mrs. C. F. LEYEL, Ed. PENGUIN BOOKS,
page 178).

En particulicr, Simaba cedron (Planch.) est un arbre des foréts
d'Amérique centrale, notamment de Guyane. Les indigénes utilisent les racines de

cet arbre commec vermifuge ou comme remeéde antipaludéen. Iis utilisent
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également |'écorce en décoction pour la préparation de bains destinés a soigner des
€ruptions cutanées d'origines diverses. Enfin, les graines de cet arbre sont utilisées
depuis longtemps comme reméde contre les morsurcs de serpent, aussi bien en
applications locales sur la blessurc qu'en ingestion.

Or, les inventeurs de la présentc invention ont pu observer que les
extraits de Simaba sont particulicrement actifs au niveau des mélanocytes en ce qui
concemne l'inhibition de la mélanogénése, cette activité ayant pu étre mise en
évidence par des essais in vitro sur des cultures de mélanocytes, qui seront décrits
plus loin. De plus, on a pu obscrver que les extraits de-Simaba sont égalcment
particulierement actifs pour favoriser la différenciation des kératinocytes et
peuvent €tre ainsi utilisés pour traiter les désordres cutanés s'accompagnant de
déreglement de la différenciation des kératinocytes. Cette différenciation se traduit
en particulicr, au niveau de I'épiderme, par une plus grande cohésion cellulaire, par
une régulation de la transformation des kératinocytes en coméocytes par perte du
noyau et augmentation de la coméification cellulaire, par une augmentation du
nombre de couches de coméocytes formant la couche comée, l'ensemble de ces
phénomenes contribuant au renforcement de la fonction protectrice de la peau vis-
a-vis du milieu extérieur et au renforcement de la barri¢re hydrique empéchant la
perte excessive d'eau par I'épiderme ; et, au niveau du follicule pileux, une régula-
tion des processus de synthése des kératines par les kératinocytes, ces protéines
€tant le constituant principal de la tige pilaire du cheveu et dont la qualité est

- essentielle pour un cheveu en bon état. En outre, les inventeurs ont pu observer que

ces extraits permettaicnt de favoriser, d'accélérer et d'améliorer la différenciation
des cellules de peau, en particulier des kératinocytes, lors de leur culture dans un
milieu de culture.

Ainsi, la présente invention a pour but de résoudre le nouveau
probléme technique consistant en la fourniture d'une nouvelle formulation de
compositions cosmétiques ou pharmaceutiques, notamment dermatologiques ayant
une bonne efficacité de dépigmentation, en rendant ainsi possible son utilisation
pour le traitement des taches pigmentaires cutanées, en particulier des taches de
sénescence, ainsi que, dans le traitement du vitiligo, l'atténuation du contraste entre
les zones atteintes par le vitiligo et leur entourage. On notera, a ce propos, que les
taches de sénescence résultent de phénoménes complexes, comprenant générale—
ment une hypercoloration locale li€e a une hyperpigmentation et accompagnée
parfois d'une hyperkératose localisée. '
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La présente invention a encore pour but principal de résoudre le pro-
bléme technique consistant en la fourniture d'unc nouvelle formulation de compo-
sition cosmétique ou pharmaceutique, notamment dermatologique, ayant une acti-
vité favorisant la différenciation des kératinocytes ct destinée en particulier a traiter
les désordres cutanés s'accompagnant de déréglement de la différenciation des
kératinocytes, tels que le psoriasis, a restaurer, préserver ct/ou renforcer la fonction
protectrice de la peau, notamment la fonction de barri¢re hydrique, conduisant
ainsi a un effet hydratant, en particulier cn empéchant la perte excessive d'eau par
I'épiderme, dont une application avantageuse cst lc traitement des peaux ichtyo-
siques ainsi que lc traitement des peaux psoriasiques, et a améliorer la qualité des

cheveux, embellissant ainsi l'aspect de la chevelure.

La présente invention a encore pour but principal de résoudre lc
nouveau probléme technique consistant en la fourniture d'une solution permettant
de favoriser, d'accélérer et d'améliorer la différenciation de cellules de peau,
notamment de kératinocytes, cn culture. |

La présente invention résout pour la premiére fois ces problémes
techniques de manitre satisfaisante ct utilisablc a I'échelle industrielle pour la
préparation de compositions cosmétiques ou dermatologiques, ou pour la prépa-
ration de milieux de culture notamment en masse de cellules de peau.

Ainsi, selon un premier aspect, la présente invention concerne l'utilisa—

‘tion d'un extrait de Simaba pour la fabrication d'une composition cosmétique ou

pharmaceutique, notamment dermatologique, présentant notamment une activité
dépigmentante, et destinée cn particulier a traiter lcs taches pigmentaires cutanées,
notamment les taches de sénescence, a traiter le vitiligo, les désordres cutanés
s'accompagnant de déréglement de la différenciation des kératinocytes, tels que le

psoriasis, a restaurer, préserver et/ou renforcer la fonction protectrice de la peau,

notamment la fonction de barricre hydrique, ainsi que la cohésion des cellules de
I'épiderme ou encore & améliorer la qualité des cheveux ; ou pour la préparation
d'un milieu de culture de cellules ou de tissus, notamment pour la culture en masse
de cellules de peau, en particulier de kératinocytes.

Selon une caractéristique particulicre, l'extrait précité est obtenu a
partir de Simaba cedron (Planchon), Simaba cuspidata (Spruce), Simaba moretii,
Simaba multiflora (Adr. Juss.), Simaba guyanensis (Aublet Engl.), notamment 2
partir des écorces de troncs, de tiges ou dc racincs de ces plantes.

Selon une autre caractéristique 'baniculiérc, I'extrait précité est un

extrait obtenu par extraction avec au moins un solvant polaire, tel que l'eau, un
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alcool, de préférence un alcool inféricur, tcl que méthanol ou éthanol, un glycol, en
particulier le propyleneglycol, ou un mélange hydro-alcoolique cn toute propor-
tion. |

Sclon une autre caractéristique particulicre, l'extrait précité est présent
dans la composition & unc concentration comprise cntre 0,001 ct 5% cn poids,
exprimée en extrait sec, par rapport au poids total de la composition, de préférence
entre 0,01 ct 1 % et encore de préférence entre 0,1 et 0,5 % en poids.

Selon une autre caractéristique particuli¢re, la composition précitée
conticnt, en outre, un agent actif choisi parmi le groupe constitué par l'acide
kojique et ses sels ou esters, I'acide caféique et scs sels ou esters, 'hydroquinone et
ses dérivés, un extrait de mirier, la trétinoine, la vitamine A ou ses dérivés ou
esters, un caroténoide, notamment le béta-caroténe, la vitamine C, un corticoide,
le glutathion, la cystéine, I'acide parahydroxycinnamique ou ses sels ou esters, les
sels, esters et dérivés des substances pfécitécs ¢tant choisis parmi ceux cosméti—
quement ou pharmaceutiquement acceptables. |

Selon encore unc autre caractéristique particuliére, la composition
précitée peut en outre contenir au moins un agent hydratant, tel que l'acide
hyaluronique.

Selon une autre caractéristique particuli¢re, I'extrait de mirier précité
est présent en une proportion en poids comprise entre 0,001 et 5 %, de préférence
entre 0,01 et 1 %, encore de préférence entre 0,1 et 0,8 % en poids par rapport au
poids total de la composition.

Selon encore unc autre caractéristique particuliére, I'acide kojique ou
ses sels ou esters précités est présent dans la composition & une proportion en poids
comprise entre 0,001 et 5 %, encore de préférence entre 0,01 et 2 %, en poids par

rapport au poids total de la composition.

Selon une autre caractéristique particuliére, l'extrait précité de Simaba
est au moins en partie incorporé dans des phascs lamellaires lipidiques hydratées
ou dans des liposomes, soit scul, soit combiné 4 au moins une autre substance
active présente dans la composition.

La préparation des liposonies contenant au moins en partie l'extrait de
Simaba précité peut étre réalisée selon l'un des procédés connus pour incorporer
des substances actives dans des liposomes.

' Selon un mode de réalisation préféré, selon la présente invention, on
utilise un procédé d'atomisation des constituants de la phase lipidique, permettant

d'obtenir une poudre lipidique facilement dispersible dans une solution aqueusc
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pour former des liposomes par exemple sclon le procédé décrit dans le document
US-A-4 508 703. La suspension dc liposomes ainsi obtenue peut étre homogé-
néisée au moycn d'ultrasons, ou dans le cas d'unc production de masse, au moyen
d'une homogénéisation sous pression, conformément au procédé décrit dans
US-A-4 621 023.

L'extrait de Simaba précité pcut étre incorporé soit dans la phase

- lipidique soit dans la phase aqueusc des liposomes cn particuclicr en utilisant lcs

procédés précédemment décrits. Dans le cas de l'incorporation dans la phase
lipidique des liposomes, on pcut procéder comme suit.- On dissout. I'extrait de
Simaba avec les constituants de la phase lipidique, avant l'atomisation, dans une
solution organique contenant au moins un lipide amphiphile, tel que la Iécithine de
soja, éventucllement un composé hydrophobe liphophile tel qu'un stérol, en
particulier le cholestérol ou le B-sitostérol. De préférence, le solvant est choisi
parmi le dichlorométhane, lc chloroformc ou le méthanol, ou l'un de leurs
mélanges. '

La solution organique peut avantageusement contenir un agent anti—
oxydant tel que I'a-tocophérol.

La poudre lipidique obtenue est dispersée dans un milieu aqueux
convenable, par exemple une solution tampon PBS, une solution de glucose ou une
solution de chlorure de sodium. On obtient ainsi une suspension de liposomes.

Selon un mode de réalisation avantageux, et surtout dans le cas d'une
composition de liposomes, aprés avoir éventucllement homogénéisé la composi~
tion obtenuc, les compositions de liposomes sont gélifiées par mélange avec un
gel, tel qu'un gel de polymére vinylique, en particulier commercialisé sous la
dénomination commerciale Carbopol® 940. Cette procédure de gélification est
¢également décrite dans US-A-4 508 703, en particulier dans les exemples.

Selon un mode de réalisation avantageux de I'invention, la concentra—-
tion de I'extrait de Simaba précité cst comprise entre 0,001 et 30% en poids, de
préférence entre 0,01 et 10% en poids, dc la phase lipidique desdits liposomes.

Sclon un deuxiéme aspect, la présente invention conceme aussi unc
composition cosmétique, ou pharmaccutique, notamment dermatologique, de
préférence a application topiquc, préscntant notamment une activité
dépigmentante, ainsi qu'une activité favorisant la différenciation des kératinocytes,
et destinée en particulier a traiter les taches pigmentaires cutanécs, notamment des
taches de sénescence, a traiter lc vitiligo, les désordres cutanés s'accompagnant de

déreglement de la différenciation des kératinocytes, tels que le psoriasis, a
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restaurer, préserver et/ou renforcer la fonction protectrice de la pcau, notamment la
fonction de barricre hydrique, cn permettant ainsi notamment d'obtenir un cffet
hydratant en empéchant la perte excessive d'cau par I'épiderme, en permettant ainsi
une utilisation notamment pour le traitement des peaux séches, quel que soit le
degré de sécheresse, y compris les peaux ichtyosiques, ct les peaux psoriasiques, a
améliorer la qualité des cheveux, conduisant ainsi 4 un cmbellissement de la
chevelure, caractérisée cn ce qu'clle comprend une quantité cosmétiquement ou
pharmaccutiquement, notamment dermatologiquement, efficace d'un extrait de
Simaba.

D'autres caractéristiques particulicres de la composition cosmétique ou
pharmaceutique, notamment dermatologique, apparaissent clairement a la partir de

“la description précédente concernant les diverses caractéristiques particulicres de

l'utilisation et apparaissent également pour l'homme de l'art a partir de la
description compleéte de I'invention, notémmcnt illustrée par les excmples qui vont
suivre. |

Une composition selon l'invention précédemment décrite contenant un
extrait de Simaba, éventucllement sous forme au moins en partic incorporée dans
des phases lamellaires lipidiques hydratées ou dans des liposomes, peut se
présenter sous différentes formes utilisables en cosmétique ou en dermatologie. Par
exemple, ces compositions peuvent étre des gels, des créemes, des laits ou des
lotions.

Ces compositions, appliquécs sur les zones a traiter de la peau, ou du
cuir chevelu, ont pour effet de réguler la différenciation des kératinocytes, en
favorisant ainsi la formation et la restauration d'un épiderme de bonne qualité,
notamment au niveau de la couche comée, dc renforcer la fonction de barriére
cutanée protectrice de I'épiderme, en particulier de barriére hydrique, ct d'obtenir
un embellissement de la chevelure, comme ceci a ét€ expliqué plus haut en ce qui
concerne les effets et les avantages de cette différenciation.

Ainsi, selon un mode dc réalisation particulier, la composition cosmé-
tique ou dermatologique selon I'invention présente un pouvoir hydratant, notam-
ment en empcchant une perte excessive d'cau dans I'épiderme, et peut étre destinée
au traitement des pcaux séches, notamment des peaux ichtyosiques.

Selon un autre mode dc réalisation particulicr, la composition cosmé-
tique ou dermatologique selon l'invention permet de restaurer la différenciation

normale des kératinocytes lors de leur transformation en comdéocytes, accom-
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pagnée de la perte du noyau ct dc la coméification cellulaire. Ainsi, cette composi-
tion pecut Etre destinée au traitement des peaux psoriasiques.

Dans ce cadre, habitucllement I'extrait de Simaba cst incorporé dans un
excipient cosmétiquement ou dermatologiquement acceptable. Egalement, 1'extrait
de Simaba peut étre incorporé dans des phascs lamellaires lipidiques hydratées ou
des liposomes, comme cela a été décrit pour le premier aspect précédent.

Selon un troisicme aspect, la préscnte invention concerne encorc un
milieu de culture de cellules ou de tissus, notamment pour la culture de cellules de
peau, en particulier de kératinocytes, pcrmettant de favoriser, accélérer et améliorer
leur différenciation, caractérisé cn ce qu'il comprend une quantité efficace d'un
extrait de Simaba pour obtcnir une telle différenciation.

Selon un quatrieme aspect, l'invention concerne encore un procédé
pour favoriscr, accélérer ou améliorer la différenciation des cellules de peau, en
particulier des kératinocytes, notamment dans lc cadre d'unc culture en masse de
cellules de peau, pour la production de peau artificiclle ou pour la préparation de

“modeles de peau reconstituée, caractérisé cn ce que l'on utilise un milieu de culture

tel que défini dans la description précédente, ou dans la description suivante prise
dans son ensemble.

Le procédé selon l'invention dit de différenciation cellulaire présente
notamment un grand intérét industricl. On citcra par exemple :

- la production de médiateurs biochimiques par traitement de culture
en masse de kératinocytes dans des bioréacteurs ;

- la préparation de peau artificiclle en vue de réaliscr des greffes de
peau, le procédé de l'invention-étant particulirement avantageux dans le cas
d'auto-greffes de grands brilés, grace au gain de temps qu'il procure dans la
préparation d'une peau artificielle. En particulier, I'accélération et I'amélioration de
la différenciation des kératinocytes se traduit par la formation plus rapide d'une
couche comée, de bonne qualité ; _

- la réalisation de modéles de pcau comprenant de la peah reconsti-
tuée, destinée par exemple a évaluer la pénétration cutanée ou la toxicité d'une
substance ou composition appliquée par voic topique, lorsqu'elie st destinée en
particulier a un traitement local ou a un traitement systémique (transderme),
notamment.

Selon une variante de réalisation particuliere, ce procédé de culture
comprendra généralement la préparation d'un milicu de culture pour la croissance

de kératinocytes humains comprenant un milicu de base nutritif DMEM (Gibco®),
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un facteur de croissance ¢pidermique ("EGF"), 10% de sérum dc vcau foctal, de
l'isoprotérénol ct/ou de la forskoline, ainsi que de I'hydrocortisone. Dans le cadre
de l'invention, ce milicu comprend aussi un cxtrait de Simaba tel que décrit dans la
description précédente ou suivante, généralement a une concentration de 0,01 a
0,5% en poids. ' -

Dans ce procédé, on réalise une culture en masse de cellules de peau en
inoculant des kératinocytes afin de les immobiliser sur des supports tels que fibres
creuses, des microbilles, ou des matrices microporcuses ct cela a I'aide du milieu
de culture ci-dessus. On peut assurer une perfusion du- milieu afin d'avoir un
apport suffisant a la croissance ct la différenciation méme lorsque la biomasse est
importante.

Le milieu de culture selon l'invention peut avantageusement étre utilisé
pour la culture en masse dc cellules de peau, en particulicr de kératinocytes, pour
la production de peau artificielle ou ‘pour la préparation de modeles de peau
reconstituée. _

Sclon un cinqui¢me aspect, la présente invention couvre encore un
procédé de traitement cosmétique ou dermatologique des phénoménes d'hyper-
pigmentation cutanés, comprenant en particulicr lcs taches de sénescence et autres
taches pigmentaires cutanées, caractérisé en ce qu'on applique, au moins sur les

taches pigmentaires cutanées a traiter, une quantité efficace d'un extrait de Simaba

_pour obtenir leur atténuation. Avantageusement, cet extrait est obtenu a partir de la

planfc de Simaba cedron (Planch.), notamment & partir des écorces. Des extraits
particuliers ont été€ décrits dans la description précédente.

Selon un autre mode de réalisation, la présente invention concerne
encore un procédé de traitement cosmétique ou dermatologique du vitiligo, carac-
térisé en ce qu'on applique, au moins sur les zones pigmentées de la peau avoisi—
nant celles dépigmentées par le vitiligo, une quantité efficace d'un extrait de
Simaba pour obtenir l'atténuation de la pigmentation desdites zones pigmentées, en
atténuant ainsi le contraste entre lcs zones pigmentées atteintes par le vitiligo et
leur entourage, ce qui améliore l'aspect esthétique du sujet.

Pour 'un ou l'autre des aspects précédents, on peut appliquer l'extrait
sous forme d'une composition contenant un cxtrait de Simaba a une concentration
comprise entre 0,001 et 5%, expriméc en extrait sec, par rapport au poids total de la
composition, de préférencee entre 0,01 ct 1% ct encore de préférence entre 0,1 et
0,5% en poids.
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Dans le cas dc l'utilisation dans un milicu de culture, sclon unc variante
de réalisation particuliere, on peut utiliser de 0,01 a 0,5% cn poids d'extrait de
Simaba, par rapport au poids total du milicu de culture final.

D'autre part, sclon un mode de réalisation particulitrement avantageusx,
on peut introduire dans la composition cosmétique ou dermatologique, un principe
actif complémentaire, en particulier un agent hydratant tel que l'acide hyaluro-
nique. _

D'autre part, dans le cadre dc l'invention, lorsque la composition est
une composition cosmétique, l'extrait de Simaba précité peut ¢tre avantageusement
incorporé dans un excipient cosmétiquement acceptable.

De méme, lorsque cette composition est unc composition pharmaceu-
tique, notamment dermatologique, I'extrait de Simaba précité peut étre incorporc
dans un excipient pharmaccutiquement, notamment dermatologiquement,
acceptable.

De tels excipients sont bien connus 2 I'homme de l'art et résultent
également de la description de plusieurs exemples de compositions qui va suivre.

Suivant une variante particuli¢re, I'cxcipient de la composition cosmé-
tique, ou celui de la composition pharmaceutique, est au moins en partie constitué
de particules solides de trés petite dimension, en particulicr de I'ordre de 0,05 #m a
100 um, et I'extrait de Simaba, en tant que substance active, est distribué, au moins
en partie, 2 la surface desdites particules, comme décrit dans la demande de brevet
francais FR-A-2 685 635.

Ainsi, d'autres buts, caractéristiques ct avantages de l'invention appa-
raitront clairement a la lumiére de la description explicative ci-aprés faite en
référence 2 plusieurs exemples illustratifs de I'invention qui ne sauraient donc en
aucune fagon limiter la portée de I'invention. Dans la présente description, incluant
les exemples, les pourcentages sont donnés en poids sauf indication contraire.

Exemple 1 de l'invention

Extrait aqueux d'écorce de Simaba
A partir d'un extrait d'écorce de racines de l'arbre Simaba cedron

(Planch.) en provenance de Guyanc, on réalisc une cxtraction avec de l'eau par
extraction de type Soxhlet, c'est-a—dirc au reflux pendant plusicurs heures. Le
rapport solvant-écorce est cn général de 10-1 en poids.
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Aprés extraction, généralement on concentre cet extrait en vue d'une
utilisation cosmétique ou pharmaccutiquc. L'extrait concentré est dénommé
produit I1.

Naturellement, comme cela est bicn compréhensible a I'homme de I'art,
on peut poursuivre I'élimination du solvant, ici I'cau, jusqu'a obtention d'un extrait
sec, par évaporation sous pression réduite ou par lyophilisation.

Excmple 2 de l'invention

A partir de 100 g d'écorcc de racines de I'arbre Simaba cedron (Planch.)
en provenance de Guyane, on réalisc une extraction avec 11 de méthanol selon la
méthode dite de Soxhlet, pendant plusieurs heurcs a reflux.

Aprés extraction, I'cxtrait méthanolique est concentré jusqu'a obtention

d'un produit contenant trés peu de méthanol dénommé produit I2.

Exemple 3

- Mise en évidence de l'activité dépigmentante des extraits sclon l'invention

L'activité dépigmentante des extraits selon I'invention est détcrminée a
différentes concentrations non cytotoxiques sur des cultures de mélanocytes de la
lignée Cloudman S91 provenant de ATCC et portant la référence CCL 53.1
clone M-3. Chaque concentration d'extrait est testée sur trois boites de culture. Les
boites de culture sont préparées en introduisant 200 000 cellules S91 par boite dans
un milieu de culture constitué de milicu EMEM complet contenant 2 % v/v de
sérum de veau foetal et 0,08 ug/ml de mitomycine C.

Apres 24 h d'incubation & 37°C sous atmosphcre humide, le milieu est
renouvelé par un milieu identique contenant les produits a tester mais maintenant
sans mitomycine C.

5 jours d'incubation aprés le renouvellement du milieu, les mélano-
cytes sont comptés avec un appareil de comptage tel que le "Counter Coulter®" et
le contenu en mélanine des cellules est déterminé en mesurant l'absorbance a
405 nm puis en transformant cettc valeur en quantité de mélanine au moyen d'une
courbe étalon établie avec de la mélanine synthétique en provenance de la société
SIGMA qui établit une relation lin¢aire entre des quantités connues de mélanine ct
l'absorbance a 405 nm. La quantité de mélanine est alors ramenée a 100 mélano-
cytes.

Parallélement, une culture témoin de mélanocytes a ¢té réalisée dans

trois boites, avec la méme lignée cellulaire et dans les mémes conditions de cul-
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contient aucun produit a tester sclon I'invention.

Les résultats obtenus en calculant pour chaque concentration d'extrait
la moyenne sur les trois boites utilisées, sont répertoriés aux tablcaux I ct II pour

chacun des produits I1 et 12 des exemples 1 ct 2.

La significativité des résultats est déterminée par le test statistique t de

Student avec un seuil de 0,05, qui compare les cultures traitées avee les produits,

aux cultures témoins, non traitées.

PCT/FR93/01224

TABLEAU |
Produit 1 Mélanine Activité
microgramme/m! { Nombre de cellules x 10-3 ug/lO6 ccllules A
10 210 420 23+4 +54 %
25 236+ 10 36+3 +23 %
1 244 +8 38+2 +19%
Témoin 236 + 30 40,48 0
TABLEAU II
Produit 12 Mélaninc Activité
microgramme/m! | Nombre de cellules x 10~3 1g/100 cellules A
2,8 24347 30,6 £ 0,9 +24,3%
Témoin 236 + 30 40,48 0

S = significatif.

L'activité dépigmentante A est calculée comme suit :

dans laquellc

témoin et

2.

A=T

T-P
x 100

T = teneur cn mélanine cn microgrammes pour 106 cellules de I'échantillon

P = teneur en mélanine en microgrammes pour 100 cellules du produit testé I1 ou
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Il apparait, a partir du tableau I, quc le produit 11 produit unc activité
dépigmentante d'au moins 19 % par rapport au témoin, méme a la trés faible dosc
de 1 pg/ml, cette activit¢ augmentant jusqu'a 54 % pour une dosc de 10 ug/ml.

D'autre part, a partir du tablcau I, on constatc également que le produit
I2 procure unc activité dépigmentantc d'au moins 24,3 % a la faible dose de
2,8 ug/ml. Ainsi, les produits I1 et 12 préscntent unc activité¢ dépigmentante
importante.

Par ailleurs, l'activité des produits I1 et 12 est significative des la
premiére dose testée de 0,1 ug/ml.

Excmple 4
Test d'activité d'extrait de Simaba cedron sur la différenciation des kératinocvtes

Pour la présente étude, on utilisc un prélévement de peau effectué lors
d'une opération de plastie mammaire d'unc femme de vingt ans.

Au jour J = -2, on ensemence 12 puits d'unc plaque de culture multi-

puits avec 300 000 cellules par puits de kératinocytes isolés a partir de ce préle-

vement dans un milieu de culture classique pour la culture des kératinocytes, bien
connu de I'homme de l'art. Avantageusement, cc milicu de culture peut étre cons-
titué par un milieu M199 additionné de 2 mM dc L-glutamine, de 10% de sérum
de veau foetal, de toxine cholérique, d'hydrocortisone, ainsi que du facteur de
croissance épidermique EGF.

Auxjours) =1,J=5,J=8ct ] =11, lc milieu de culture est renouvelé
par un milicu identique sur 6 des 12 puits qui constitucnt des puits témoins non
traités, et, sur les 6 puits restants, constituant lcs puits traités on renouvéle avec un
milieu identique, mais dans lequel on a dissous 2,5 ug/ml d'extrait de Simaba
cedron tel qu'obtenu a l'exemple 2, ou produit 12, ct sur lesquels on réalise unc
filtration stérilisante sur filtre, par exemple a 0,22 um.

Au jour J=12, on réalise unc numération cellulaire ainsi.qu'une

inclusion des cellules en résine époxy apres fixation ¢t marquage des structures

cellulaires a 'acétate d'uranyle.

On réalise des coupes de chacun des blocs de résine ainsi obtenus sous
forme de coupes ultrafines, par cxemple a 'aide d'un dispositif connu sous le nom
de Microtome, et on obscrve cclle-ci au microscope électronique a transmission.

On a cnsuite observé les coupes des six cultures témoin, d'unc part, et

les coupes des six cultures traitées par 'extrait de Simaba cedron, d'autre part.
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On a pu obscrver que les cellules traitées avee I'extrait de Simaba
cedron selon l'invention, par cxemple I'extrait I2 obtenu a 'exemple 2, présentent
une différenciation cellulaire nettement supéricure au témoin, a savoir :

—de 5 a 10 couches ccllulaircs alors que le témoin présente 3 a
6 couches cellulaires en moyennc ;

- les couches supéricurcs des cultures traitécs présentent une
cornification régulicre avec des coméocytes longs bicn formés ct peu d'espace
intercellulaire, tandis que lcs couches supéricures des cultures témoins possedent
généralement des coméocytes non différenciés et unc stratification non uniforme ;

— les desmosomes des couches intermédiaires des culturcs traitées sont
de grande taille et bicn différenciés, tandis que les desmosomes des cultures
témoins ne sont qu'au stade d'un début dc différenciation ;

- en outre, les couches supéricures des cultures traitées présentent une
densité de kératine trés nettement supéricure a la densité de kératine obscrvée dans
les mémes couches supérieurcs des cultures témoins.

Ces résultats nettcment supéricurs sur la différenciation cellulaire
obtenue avec l'extrait de Simaba ccdron selon l'invention permet d'cnvisager
I'application des extraits de Simaba cedron a la préparation de compositions cos—
méttiques ou pharmaccutiques, notamment dcrmatologiques, en particulier
suivantes :

- des compositions favorisant la formation d'un épiderme bien diffé-
renci€ donc donnant une pcau "belle” ayant un grain ct un toucher agréables ;

- des compositions luttant contre les troubles de la différenciation

. épidermique, survenant notamment au cours du vicillissement ;

- des compositions renforcant la barriére cutanée donc protégeant des
agressions externcs, par exemple par des allergénes ou des tensioactifs, d'une part,
et limitant la perte excessive d'eau par I'épiderme, d'autre part ;

- des compositions permcttant d'améliorer la qualité de la chevelure
notamment par une amélioration de la qualité de la kératinc de la tige pilaire du
cheveu provenant de l'activité des kératinocytes des follicules qui se différencient
depuis la basc du poil. ‘

Egalcment, on peut envisager I'application de ces extraits a la prépa-
ration de milicux de cultures cellulaires, en particulier destinés a la culture en
masse de kératinocytes, ou de compositions destinées a traiter des cultures de
kératinocytes pour favoriser la vitesse ct/ou la qualité de l'architecture de ces

cultures lorsqu'clles sont, cn particulicr, destinées a fabriquer des peaux
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artificielles, dites équivalentes pour greffes, cn particulicr sur des brilés, ou bien
pour la préparation dec modé¢les destinés a évaluer la toxicité ou la pénétration
cutanée de diverses substances testées.

On donne ci-aprés divers exemples de compositions cosmétiques ou
pharmaceutiques, notamment decrmatologiques sclon l'invention, utilisant un

extrait de Simaba.

xemple 5
Composition cosmétique ou dermatologique dépigmentante sous forme de gel

- extrait aqucux lyophilisé d'écorce de Simaba cedron de I'exemple 1...0,3 g

— PrOPYIENEGIYCOL. ..o 4g
= €thanol......cccovvreeeirecree e, FS—— 3g
-~ gel de Carbopol 940%® 2 2 % + conscrvateur....... q.S.p- 100 g

Ce gel est utilisé en application locale 2 fois par jour pendant
6 semaines sur les zoncs de la peau a dépigmenter.

Exemple 6
Composition_cosmétique ou_dermatologique contenant un extrait de Simaba en

liposomes, sous forme de gel
On prend 0,3 g de produit 12 de I'exemple 2 que l'on dissout dans 50 ml

d'un mélange dichlorométhane-méthanol 8-2 (v/v) auquel on ajoute 9 g de l1éci-
thine de soja et 1 g de cholestérol.

La solution obtenue peut étre traitée pour obtenir une suspension de
liposomes par le procédé d'évaporation cn récipient rotatif bien connu qui consiste
a déposer une couche lipidique dans le ballon de I'évaporatcur rotatif par évapora-
tion du solvant, puis ajouter de I'eau ou une solution aqueuse appropriée contenant
des conservateurs, bicn connus a I'homme de I'art, pour obtenir 100 g de suspen-
sion aqueuse de liposomes.

Cette suspension peut ¢tre homogénéisée au moyen d'ultrasons 2 la
puissance de 150 W pendant 10 min a 4°C.

La suspension de liposome homogénéisée obtenue est ensuite gélifice
par addition d'un poids équivalent de gel de Carbopol 940® 2 2 %, neutralisé par la
triéthanolamine. '
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On obticnt ainsi une composition gélifiée contenant 0,15 % cn poids de
produit 12 incorporée au moins cn partic dans la bicouche lipidique des liposomes,
par rapport au poids total dc la composition.

Cettc composition peut ctre appliquée localement par exemple 1 fois

par jour pendant 4 semaincs, cn vue d'att¢nucr les taches de sénescence.

Excmple 7
Gel dépigmentant

- extrait aqueux d'écorce de racines de Simaba cedron (Planch.)

selon I'exemple Lo, - 02
— €Xt1alt dC MUTICT....cveeeieteeeiree e 0,35
~ acide ascorbique......coeeuvivereencicrncnnicnne s 0,6
— Carbopol 940%...............oooeeeeemerereeeeeeeeeeee s 2,0
- eau + conservateurs........q.S.p. 100 g

Ce gl est utilisé cn applications locales sur lcs taches.

Excmple 8
Creme blanchissante destinée a éclaircir la pcau

- extrait méthanolique d'écorce de racines de Simaba cedron (Planch.)

selon I'exemple 2......ccccoveveimeeeccnnereeecenen. 0,3
~ Heliocarotte®..........coooerremmrrccsrrrsiescsscen 1,5
= huile minéralc........oovvevevieicecieereeenn 4,0
~ acide KOJIQUE...c.cveueeeniiccccnrcercee e, 0,5
~ glycéryl stéarate.......coovererrcncccnreccereccenaes 4,0
- PEG 30 glycéryl stéaratc........ccoceevevecevencecrnnnnnn : 3
- eau + conservatcur........q.s.p. 100 g

HELIOCAROTTE® sc présente sous forme d'une huile titrée 4 0,05 %
en f—carotene. Elle cst disponible commercialement auprés de la société BERTIN,
Courbevoie - France.

Cette creme cst utilisée cn applications localcs, deux fois par jour par

cures de quatrc semaincs.
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Exemplc 9
Gel dermatologique dépigmentant

— extrait éthanolique d'écorce de racines de

S Simaba cedron (Planch.)..........o....oovvevrsmreseesesssssenn. 0,45
— acide T€tNOIQUE......cccvvrerirerierei i 0,02
—AlCOOL et 30,0
~ Carbopol 940%..........cooorrreereevieiee e 2,5
- eau + conservateur ct antioxvdant.....q.s.p. 100 g

10

Les extraits éthanoliques précités ont €té obtcnus sclon le procédé
décrit a I'exemple 2, si ce n'est que I'on a remplacé le méthanol par de 1'éthanol.
Ce gel cst utilis¢ cn application sur les zones foncées, deux fois par
jour, pendant trois semaines.
15 Exemple 10
Lait éclaircissant la peau

- extrait aqueux d'écorce de racines de Simaba guyanensis (Aubl. Engl.) préparé

selon la méthode d'extraction décrite a I'exemple 1............... I
20~ hydroquinome........ccvceiinrinnevennienineinnen, 1,5
— HElocarotte®...........coevoociorreerveeeeccesessnesreevssnnnnns 2
- huile de germes de blé........coccovvrrevuernnnnn. SR 3
— linoléate de tocOphErol........ovcvureiirinecenirecnrrrnen, 0,5
= GIYCETINE....oeeiiiicrc e 2
25 = Carbopol....cocoeeereereer e 0,5
— glyCeryl Stearate........ccuveveeniecnirr e, 2,0
— PEG 30 glycéryl stéarate.........oovvvevvcncrivnninesenecncnee. 3,0
— parfums + SOlUbILISANt........covuevecrriceereccreeerenes . 0,15
- eau + conservateur........q.S.p. 100 g

30
Ce lait est utilis¢ cn application apres la douche sur les parties du corps
- a traiter, une fois par jour par cures de deux a trois scmaincs.
Cette créme cst utilisée cn applications locales, deux fois par jour par

cures de quatre semaines.
35
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Excmple 11

Composition dermatologique pour la restauration de la barriére hvdrique de 1'épi-
derme

- extrait aqueux d'écorce de racines de

Simaba cedron (Planch.) dc I'exemple 1.................. 05¢g
— Cremophor RH40%...........ovvvvccevieeererreeree. lg

— Carbomer 980%B...........cooeoveeemeesssssessesesssssenn, 02¢g
— triéthanolamine.........ccoeeceivnicinencccrennes : 0,18¢g
- PEG 6-30 dc stéaratc........ocevreereneee. R 7¢

= CEetyl alCoOl......vmiiicccicc e 2g

— huiles végétales.........cconniiiicviriiiicnn g

- excipient aqueux parfumeé.........coocoevveciviienennn. q.8.p. 100 g

v

On mélange les composants de maniére classique pour obtenir une

“émulsion traitante appliquée matin et soir en massant légérement les zones 2

traiter. Cette émulsion s'utilisc comme créme de jour et/ou de nuit.

Excmple 12
Composition dermatologique pour lc traitement de peaux psoriasiques

- extrait méthanolique de Simaba cedron de I'exemple 2.......... 03¢g
- gel de Carbopol 980® 2 2%..........oeeeeeeeceeeeeeereeeseesesen. 35g
- excipient aqueux parfumé............ccoeeveerecrrrennnnn. q.S.peeeee 100 g

On introduit I'extrait de Simaba cedron dans I'excipicnt aqueux pour le
disperser, puis on ajoute le gel de Carbopol de maniére a obtenir une composition
p ] p p
gélifiée que I'on applique localement sur les I¢sions pendant 6 semaines.

Exemple 13
Composition cosmétique pour maintenir_un_état _d'hvdratation satisfaisant de .

'épiderme

- extrait méthanolique de Simaba cedron de I'exemple 2.......... 0,18¢g
~ 0=biSAbOIOL......e 01g
- acide hyaluronique............. ettt e Ig

&
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- excipient cosmétiquement acceptable
sous forme d'un lait pour le corps.............. Q.8.Preererne . 100 g

Appliquer le lait sur les zones a traiter, en particulicr sur les jambes
apres I'épilation. Cette composition permet cn particulier de renforcer la fonction
de barri¢re hydrique cutanée de I'épiderme par I'amélioration dec la cohésion inter—
cellulaire épidermique. Elle pcrmet ainsi a la pcau de conserver un état d'hydrata-

tion satisfaisant.

Excmple 14
Composition_cosmétique liposomale pour rééquilibrer la_desquamation de la
couche cornée de I'épiderme, ct redonner un épiderme lisse

- extrait méthanolique de Simaba cedron de I'exemple 2........... 01l1g
= 1€CIthing de $0Ja.....covuemeeceriirreerrerie e 2
= BSIOSLEIOL.cucvuvriviceirircncnicienesei e, 02g

- émulsion créme cosmétique a base de squalane
de type huile-dans—cau, g.5.p....cccooeuvimerirrenerrernecererersnnnn. 100 g

Dans une premicre €tape, on préparc une suspension aqueuse de
liposomes encapsulant l'extrait méthanolique de Simaba cedron de l'exemple 2
dans la phase lipidique desdits liposomes. Pour cela, on procéde de la maniére
suivante.

On dissout 0,1 g de l'extrait méthanolique de Simaba cedron de
I'exemple 2, 2 g de lécithine de soja ct 0,2 g de P-sitostérol dans 50 ml d'un
mélange 4:1 de dichlorométhane ct de méthanol. Cette solution est évaporée sous
pression réduite (200 mm de mercure environ) dans un-ballon rotatif porté a 45°C.
Le film lipidique obtenu est repris par 25 ml d'une solution aqueuse de phosphate
monopotassique a 0,2 g/l ct de phosphate disodique a 1,44 g/l, sous agitation
pendant 1 h. '

On obticnt ainsi environ 25 ml d'une suspension de liposomes encap-
sulant I'extrait de Simaba cedron que l'on soumct cnsuite a une homogénéisation
aux ultrasons (15 mn, 150 W, 4°C).
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Dans unc deuxiéme étape, on incorpore de manicre classique la
suspension de liposomes obtenuc a I'excipient émulsionné, pour obtenir la créme
selon l'invention.

On peut appliquer quotidicnnement la créme sur le visage cn cas de
peau rugueuse se desquamant par écaillcs.

Cette composition renforce la cohésion de la couche cornée ct régula-

rise le détachement des cellules mortes.

Excmple 15

- Composition _cosmétique_contenant_un_extrait de Simaba cedron, destinée _au

traitement préventif des peaux séches

- extrait méthanolique de Simaba cedron obtenu a I'exemple 2..0,5 g
- excipient émulsion crémce de type huile-dans-cau, g.s.p... 100 g

On incorpore de manicre classique I'extrait méthanolique de Simaba
cedron de l'exemple 2 dans I'excipicnt émulsion créme, pour obtenir la créme selon
I'invention.

On peut appliquer quotidienncment la créme sur les parties du corps

que l'on souhaite traiter.

Excmple 16
Composition cosmétique contenant un cxtrait de Simaba destiné au traitement des
peaux ichtvosiques

= BIYCEIOL. ...t 3g
- acide hyaluronique.......c.cccoeeenrrcrencccneninne. lg
- extrait aqueux de Simaba cedron de I'exemple 1...... : 02g

- excipient émulsion créme de type huile-dans-cau, g.s.p.  100g

On incorpore de manicre classique I'extrait aqueux de Simaba cedron
obtenu a l'exemple 1, ainsi que le glycérol ct I'acide hyaluronique, a I'excipicent
émulsion créme pour obtenir la créme sclon I'invention.

On applique quotidicnnement cette créme sur les zoncs souhaitées de
la peau, jusqu'a obtention d'unc pcau beaucoup plus lissc grace a un renouvelle-

ment régulier de la couche cornée.
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Excmple 17
Préparation d'un milicu de culturc ct son utilisation pour la culture en masse de

cellules de peau
Pour la préparation de cc milicu de culture ainsi que pour son utilisa-

tion pour la culture en masse de ccliules de pcau, 'homme de I'art pourra sc
reporter notamment a l'article de Philip C. Familletti et al. dans Biotechnology,
vol. 6, janvier 1988, pages 41 a 44 ainsi qu'aux références citées dans cet article, en
particulicr Arathoon et al. dans la revuc Science (1986), 232, page 1390 et sui-
vantes ; l'article de Ku, K. et al. dans la revue Biotcchnology, Biocng. (1980), 23,
pages 79 et suivantes.

Ainsi, on prépare un milicu de culture optimal pour la croissance de
kératinocytes humains comprenant un milicu de base nutritif DMEM (Gibco®), du
facteur de croissance EGF, 10 % de sérum dec veau foctal, de l'isoprotérénol et/ou
de la forskoline, ainsi que de l'hydrocort’isonc.

Ce milieu comprendra un extrait dc Simaba selon l'invention, de
préférence a la concentration de 0,01 a 0,5 % cn poids d'extrait de Simaba par
rapport au poids total du milicu de culture final.

On réalise une culturc & base dec ccllules de peau cn inoculant des
kératinocytes afin de les immobiliser sur des supports tcls que fibres creuses, des
microbilles, ou des matrices microporeuses ct cela a l'aide du milieu de culture
décrit précédemment. Une perfusion en milicu dans un systéme a perfusion du type )
de celui-ci décrit par Sylvie GUICHARD-BALESTRINI dans la revue Biofutur,
supplément n®56, avril 1987, pages 2 a 14, scra assurée afin d'avoir un apport
suffisant & la croissance ct a la différenciation méme lorsque la biomasse est
importante.

En fin de culture, on récuptre lcs substances sécrétées par les
kératinocytes, contenant principalement des lipides, sources de maticre premicre
pour la formulation de compositions cosmétiques ou pharmaceutiques a appli-
cation topique sur I'épiderme ou le cuir chevelu.

Grace au produit de l'invention, il st possible de traiter des cultures de
peau reconstituées, cn particulicr des ¢ultures de kératinocytes ou d'autres cellules
épidermiques cultivées sur un support approprié, tcl qu'un support collagénique
(contenant ou non des fibroblastes), par exemple décrit dans lc document La
Recherche, (1987), n°185, pages 149-159 et dans Br. J. Dermatol. (1986), 114,
pages 91-101, ou un support constitué¢ par du derme excisé.

]
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Grace a l'utilisation de la composition sclon l'invention, on obtiendra
une épidermisation plus rapide et plus compléte. Ceci permettra dans des délais
plus courts dc foumnir aux médecins de la peau reconstituée, une sorte de
pansement biologique pour lcs autogreffes, par excmple dans le cas de brilures
étendues. L'invention permettra également de réaliser de fagon industriclle et
concurrenticlle des peaux reconstituées de bonne qualité pour réaliser des tests de
pénétration ou de tolérancc.

L'invention comprend naturcllement tous les moyens constituants des
équivalents techniques des moyens décrits ainsi que leurs diverses combinaisons.

L'invention couvre également toutc caractéristique qui apparait étre
nouvelle vis-a-vis d'un état de la tcchnique quelconque, a partir de la présente

description prise dans son ensemblc.
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REVENDICATIONS

1. Utilisation d'un extrait dc Simaba pour la fabrication d'une
composition cosmétiquc ou pharmaccutique, notamment dermatologique,
présentant notamment une activité dépigmentante ainsi qu'une activité favorisant
la différenciation des kératinocytes, et destinée cn particulier au traitement des
taches pigmentaires cutanées, notamment des taches de sénescence, a traiter le
vitiligo, les désordres cutanés s'accompagnant dc déréglement de la différenciation
des kératinocytes, tels que le psoriasis ; a restaurer, préserver et/ou renforcer la
fonction protectrice dc la pcau, notamment la fonction de barriere hydrique, ainsi
que la cohésion des ccllules de I'épiderme ou encore & améliorer la qualité des
cheveux ; ou pour la préparation d'un milicu de culture de cellules ou de tissus,
notamment pour la culture cn masse de ccllules de peau, en particulier de
kératinocytes. |

2. Utilisation sclon la revendication 1, caractérisée en ce que l'extrait
précité est obtenu a partir de Simaba cedron (Planchon), Simaba cuspidata
(Spruce), Simaba moretii, Simaba multifiora (Adr. Juss.) ou Simaba guyanensis
(Aublet Engl.), notamment a partir des écorces de troncs, de tiges ou de racines de
ces plantes.

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que

T'extrait précité est un extrait obtcnu par extraction avec au moins un solvant

polaire, tel que l'eau, un alcool, de préférence un alcool inférieur, tel que méthanol
ou éthanol, un glycol, en particulier le propyléncglycol, ou un mélange hydro-
alcoolique en toute proportion.

4. Utilisation selon l'une des revendications précédentes, caractérisée
en ce que l'extrait précité est présent dans la composition a4 une concentration
comprise entre 0,001 et 5 % en poids, exprimée cn extrait sec, par rapport au poids
total de la composition, de préférence entre 0,01 ct 1.% et encore de préférence
entre 0,1 et 0,5 % en poids. |

5. Utilisation selon l'une des revendications précédentes, caractérisée
en ce que la composition précitée conticnt, en outre, un agent actif choisi parmi le
groupe-constitué par l'acide kojique ct scs scls ou esters, l'acide caféique et ses sels
ou esters, I'hydroquinone ct scs dérivés, un extrait de mirier, la trétinoine, la vita—
mine'A ou ses dérivés ou csters, un caroténoide, notamment le béta-caroténe, la

vitamine C, un corticoide, le glutathion, la cystéine, l'acidc parahydroxy-
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cinnamique ou ses sels ou csters, lcs scls, esters ct dérivés des substances précitées
étant choisis parmi ceux cosmétiquement ou pharmaccutiquement acceptables.

6. Utilisation sclon l'unce des revendications précédentes, caractérisée
en ce que la composition précitéc peut en outre contenir au moins un agent
hydratant, tel que l'acide hyaluroniquc.

7. Utilisation sclon la revendication 5 ou 6, caractérisée en ce que
I'extrait de mirier précité cst présent cn unc proportion cn poids comprise entre -
0,001 et 5 %, de préférence entre 0,01 et 1 %, encore de préférence entre 0,1 et
0,8 % en poids par rapport au poids total dc la composition:.

8. Utilisation sclon la revendication 5 ou 6, caractérisée en ce que
I'acide kojique ou scs scls ou esters précités est présent dans la composition a une
proportion en poids comprise entre 0,001 et 5 %, encorc de préférence entre 0,01 ct
2 %, en poids par rapport au poids total de la composition.

9. Utilisation sclon I'une des revendications précédentes, caractériséc
en ce que l'extrait précité de Simaba est au moins en partie incorporé dans des
phases lamellaires lipidiques hydratées ou dans des liposomes, soit seul, soit
combiné a au moins une autre substance active présente dans la composition.

10. Utilisation selon la revendication 9, caractériséc en ce que la
concentration de l'extrait de Simaba précité est comprise entre 0,001 et 30% en
poids, de préférence entre 0,01 et 10% en poids, de la phase lipidique desdits
liposomes.

11. Composition cosmétique, ou pharmaceutique, notamment derma-
tologique, de préférence a application topique, présentant notamment une activité
dépigmentante, ainsi qu'une activité favorisant la différenciation des kératinocytes,
et destinée en particulicr au traitement des taches pigmentaires cutanées,

. notamment des taches de sénescence, a traiter lc vitiligo, les désordres cutanés

s'accompagnant de déréglement de la différenciation des kératinocytes, tels que le
psoriasis, a restaurer, préscrver et/ou renforcer la fonction protectrice de la peau,
notamment la fonction dc barricre hydrique, en permettant ainsi notamment
d'obtenir un effet hydratant en empéchant la perte excessive d'eau par 1'épiderme,
en permettant ainsi une utilisation notamment pour le traitement des peaux séches,
quel que soit le degré de sécheresse, y compris les peaux ichtyosiques, et les peaux
psoriasiques, & améliorer la qualité des cheveux, conduisant ainsi a un embellissant
de la chevelure, caractérisée cn ce qu'clle comprend une quantité cosmétiquement

ou pharmacecutiquement, notamment dermatologiquement, efficace d'un extrait de
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Simaba, €ventuellement incorporé dans un excipient cosmétiquement ou pharma-
ceutiquement, notamment dermatologiquement, acceptable.

12. Composition cosmétique sclon la revendication 11, caractérisée en
ce que l'excipient est au moins cn partic constitué de particules solides de tres
petite dimension, en particulier de l'ordre de 0,05 um a 100 um, ct que 'extrait de
Simaba, en tant que substance active, cst distribué¢, au moins cn partic, a la surface
desdites particules.

13. Composition cosmétique selon la revendication 11 ou 12,
caractérisée en ce que la composition est telle que définie a l'une quelconque des
revendications 2 a 10.

14. Milieu de culture de cellules ou de tissus, notamment pour la
culture de cellules de peau, en particulier de kératinocytes, permettant de favoriser,
d'accélérer et d'améliorer leur différenciation, caractérisé en ce qu'il comprend une
quantité efficace d'un extrait de Simaba pour obtenir unc telle différenciation.

15. Milieu de culture selon la revendication 14, caractérisé en ce qu'il

- comprend de 0,01 a 0,5% en poids d'extrait de Simaba par rapport au poids total du

milieu de culture final.

16. Milieu de culture selon la revendication 14 ou 15, caractérisé en ce
qu'il est utilisé pour la culture en masse de cellules de peau, en particulier de
kératinocytes, pour la production de pcau artificiclle ou pour la préparation de
modgles de peau reconstituée.

17. Procédé pour favoriscr, accélérer ou améliorer la différenciation
des cellules de peau, en particulicr des kératinocytes, notamment dans le cadre
d'une culture en masse de cellules de peau, pour la production de peau artificielle
ou pour la préparation de modéles de peau reconstituée, caractérisé en ce qu'on
utilise un milieu de culture tel que défini dans l'une des revendications 14 2 16.

18. Procédé selon la revendication 17, caractérisé en ce qu'on prépare
un milieu de culture pour la croissance de kératinocytes humains comprenant un
milieu de base nutritif DMEM, un facteur de croissance épidermique EGF, 10% de
sérum de veau foetal, de I'isoprotérénol ct/ou de la forskoline, ainsi que de I'hydro-

- cortisone.

19. Procédé de culture sclon la revendication 17 ou 18, caractérisé cn

ce qu'on réalise une culture cn masse de cellules de peau en inoculant des kérati-

‘nocytes afin de les immobiliser sur des supports tcls que fibres creuses, des

microbilles, ou des matrices microporcuscs, éventucllement cn assurant une
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perfusion du milieu afin d'avoir un apport suffisant a la croissance et la différen-
ciation méme lorsque la biomasse est importantc.

20. Procédé de traitement cosmétique des phénomeénes dhyper-
pigmcntation cutanée, comprenant en particulicr les taches de séncscence et autres

taches pigmentaires cutances, caractérisé cn ce qu'on applique, au moins sur les

" taches pigmentaires cutanées a traiter, une quantité efficace d'un extrait de Simaba

pour obtenir leur atténuation, cet extrait étant avantageusement obtenu a partir de
la plante de Simaba citéc a la revendication 2, notamment a partir des écorces.

21. Procédé de traitement cosmétique du vitiligo, caractérisé en cc
qu'on applique au moins sur les zones pigmentées de la peau avoisinant celles
dépigmentées par le vitiligo, unc quantité cfficacc d'un extrait de Simaba pour
obtenir l'atténuation dc la pigmentation desditcs zones pigmentées, cet extrait de
Simaba étant avantageusement obtcnu a partir dc la plante telle que définic a la
revendication 2, notamment a partir des écorces.
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