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COMPOSITION CICATRISANTE ET CONDUCTRICE COMPRENANT AU MOINS DEUX COLLAGENES.

Linvention concerne une composition adaptée a une
application topique sur la peau ou les muqueuses, caracté-
risée en ce qu’elle comprend au moins de I'eau et au moins
un mélange de collagénes, ledit mélange de collagéne com-
prenant au moins :- du collagéne natif, les molécules de col-
lagéne natif présentant des poids moléculaires compris
entre 150 et 300 000 Daltons, et - du collagene en gel, les
molécules de collageéne en gel présentant des poids molé-
culaires compris entre 100 et 150 000 Daltons.

L’invention a également pour objet une telle composition
pour son utilisation dans le traitement de la peau et/ou des
mugueuses et un procédé de fabrication d’'une telle compo-
sition.




Description
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CONDUCTRICE COMPRENANT AU MOINS DEUX
COLLAGENES

La présente invention concerne une composition particuliere a base de collagenes
pour son utilisation sur la peau et/ou les muqueuses, en particulier pour la cicatrisation
et/ou comme créme conductrice pour le traitement de la peau et/ou des muqueuses par
diathermie et/ou radiofréquence.

La radiofréquence ou la diathermie est utilisée en thérapie et en cosmétique pour
différents objectifs tels que par exemple lutter contre la perte de tonicité de la peau,
lutter contre les rougeurs de la couperose, lutter contre la cellulite, favoriser la dis-
parition de marques résiduelles sur la peau, etc.

En fonction de la zone a traiter et du but recherché, on positionne une plaque de
retour métallique et I’opérateur tient un manipule dans sa main. Ce manipule peut étre
en céramique (mode capacitif) ou en métal (mode résistif). Selon une variante, le
manipule en métal peut étre en mode résistif polaire, sphérique ou plat, et dans ce cas il
n’est pas nécessaire d’utiliser une plaque de retour car les deux polarisations sont dans
le manipule.

Entre le manipule et la peau du sujet, I’opérateur applique une créme conductrice
neutre sans principe actif. Il se crée alors un champ magnétique grace aux deux pola-
risations. Le corps joue le r6le de conducteur de par ses ions, qui sont les molécules
d’eau chargées. Ces molécules sont mobilis€es et créent une chaleur endogene. Elle se
traduit par une augmentation de la température des tissus créant une activation du
derme, productrice d’acide hyaluronique, de fibres de collagene et de fibres d’€lastine.
Cette chaleur endogene induit également une vascularisation, donc une amélioration de
tous les échanges internes. Ainsi la technique de radiofréquence induit a la fois des
effets biochimiques, des effets mécaniques et des effets thermiques.

Actuellement, les radiofréquences oscillent entre 300 KHz et 4 MHz, chaque
fréquence correspondant a un niveau de résistance tissulaire. La fréquence utilisée est
déterminée par la zone a traiter et le but recherché.

Pour la mise en ceuvre de cette technique et le bon fonctionnement des dispositifs, il
est obligatoire d’utiliser une créme permettant la conduction des ondes entre le
manipule et le tissu.

Les cremes conductrices actuelles sont généralement neutres et contiennent des in-
grédients de synthese ou issus de la pétrochimie. La creme est conductrice car elle

contient une majorit€ de composants aqueux.
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Les cremes conductrices existantes ne sont pas satisfaisantes car ce sont des cremes
neutres sans efficacité cosmétique ou thérapeutique en tant que telles, et sont donc sans
valeur ajoutée. Leur seul effet est de permettre la conduction et le glissement du
manipule. En outre, elles sont constituées de composants pétrochimiques, certaines
avec des parabeénes donc non naturels et avec des perturbateurs endocriniens. De plus,
ces cremes ont la propriété de pelucher ce qui oblige a en appliquer une quantité plus
importante pour permettre le glissement du manipule.

L’objectif de I’invention est de pallier ces différentes problématiques de I’art
antérieur.

Résumé de Pinvention

Selon I’invention, I’efficacité de la radiofréquence peut étre augmentée en in-
troduisant dans la creme conductrice des molécules de collagene, molécules d’origine
naturelle, permettant ainsi également 1’ utilisation de cette méme créme sans ap-
plication de radiofréquence.

C’est pourquoi, pour répondre a I’objectif de ’invention, I’inventeur a mis au point
une composition comprenant un mélange d’au moins deux sortes, deux formes, de
collagenes différents.

Le collagene est la protéine structurelle la plus abondante dans le corps. Il représente
environ 70% du tissu conjonctif du corps et est nécessaire a la constitution de la peau,
des muscles, des os et du cartilage. Le collagéne assure la cohésion, 1’€élasticité et la ré-
génération de tous ces tissus. Cette protéine est largement reconnue en tant
qu’ingrédient fonctionnel grace a ses propriétés bien connues et identifiées pour ses
effets santé. 75% du derme est constitu€ de collagene. A partir d’environ 25-35 ans, le
corps perd du collagene a un taux de 1.5% par an.

L’apport en collagéne sous forme orale ou topique a été largement étudié. Il a été
démontré que I’ingestion orale de polypeptides de collagene a des effets positifs sur
diverses fonctions du corps : les os, les articulations, la peau et les tissus et ligaments.

Les premicres utilisations du collagéne dans une créme de beauté sont assez
anciennes, et on peut trouver des traces de son utilisation dés 1936. L ’intensification de
son utilisation par I’'industrie cosmétique se situe a partir des années 70. Ceci provient
des études menées sur le vieillissement cutané. Son role dans la peau était connu
depuis longtemps, mais de nombreuses équipes ont alors montré les modifications de
la matrice extracellulaire lors du vieillissement cutané, et, en particulier, le role et
I’implication du collagéne dans le vieillissement.

Le collagene est caractérisé par sa forme en triple hélice. On trouve tradition-
nellement trois sortes de collagene :

- Le collagene en gel ou collagene gel : la gélatine est obtenue généralement par ex-

traction aqueuse a chaud a partir de peaux, de cartilage et autres tissus contenant du
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collagene. Tres utilisée pour I’industrie alimentaire et pharmaceutique (gélule), elle
contient 84 a 90 % de protéines et 1 a 2% de sels minéraux. L’extraction a chaud
provoque la dépolymérisation de la triple hélice de collagene, il est dénaturé.

- L’hydrolysat de collagene : il s’agit de collagene dénaturé constitué€ de 1’ensemble
des acides aminés constitutifs du collagene. 11 est obtenu par hydrolyse (enzymatique
ou acide) a partir de maticres premicres contenant du collagene comme des peaux de
poissons. Il peut €tre également obtenu par hydrolyse du collagéne gel. Il est constitué
de peptides et polypeptides.

- Le collagene non dénaturé ou natif : le collagene natif a gard€ sa structure tridimen-
sionnelle native et les épitopes qui lui permettent les interactions avec le systéme im-
munitaire. Il est généralement extrait en voie douce a basse température en milieu
acide car il est acido-soluble.

Selon I’invention, pour répondre aux objectifs recherchés, il est nécessaire d’utiliser
au moins du collageéne en gel et du collagene natif.

En particulier I’invention a pour objectif une composition adaptée a une application
topique sur la peau ou les muqueuses, comprenant au moins de 1’eau et au moins un
mélange de collagenes, ledit mélange de collagene comprenant au moins :

- du collagene natif, les molécules de collagene natif présentant des poids molé-
culaires compris entre 150 et 300 000 Daltons, et

- du collagene en gel, les molécules de collagene en gel présentant des poids molé-
culaires compris entre 100 et 150 000 Daltons.

Avantageusement une telle creme contient des composants d’origine naturelle, a une
bonne tenue, présente une bonne conductivité, et peut €tre utilisée sur la peau et/ou les
mugqueuses pour des applications cosmétiques ou thérapeutiques, comme médicament
ou dispositif médical, seule ou avec 1’application de radiofréquences

L’invention a donc également pour objet une composition pour son utilisation pour le
traitement de la peau et/ou des muqueuses, en particulier comme médicament ou
dispositif médical, ou encore comme composition cosmétique lorsqu’elle est appliquée
sur une peau et/ou des muqueuses saine(s) c¢’est-a-dire non malade(s). Notamment
I’invention a pour objet la composition pour son utilisation en application topique sur
la peau et/ou les muqueuses pour un effet cicatrisant ou pour son utilisation en ap-
plication topique sur la peau et/ou les muqueuses comme composition conductrice
pour le traitement de la peau et/ou des muqueuses par diathermie ou radiofréquence.

Breéve description des Figures

[fig.1a] : la figure 1a est une photographie d’un explant de peau présentant la mor-
phologie générale d’une zone 1ésée, sans traitement a JO.
[fig.1b] : 1a figure 1b est une photographie d’un explant de peau présentant la mor-

phologie générale d’une zone 1ésée, sans traitement a J4.
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[fig.1c] : 1a figure 1c est une photographie d’un explant de peau présentant la mor-
phologie générale d’une zone 1ésée, avec traitement avec la composition selon
I’invention a J4.

[fig.2a] : la figure 2a est une photographie d’un explant de peau présentant la mor-
phologie générale sans traitement a JO.

[fig.2b] : 1a figure 2b est une photographie d’un explant de peau présentant la mor-
phologie générale sans traitement a J4.

[fig.2c] : la figure 2c est une photographie d’un explant de peau présentant la mor-
phologie générale avec traitement avec la composition selon ’invention a J4.

[fig.2d] : 1a figure 2d est une photographie d’un explant de peau présentant la mor-
phologie générale d’une zone 1ésée, sans traitement a J10.

[fig.2e] : 1a figure 2e est une photographie d’un explant de peau présentant la mor-
phologie générale avec traitement avec la composition selon I’invention a J10.

[fig.3a] : 1a figure 3a est une photographie de 1’abdomen d’une femme de 46 ans
présentant des vergetures post-partum et des cicatrices suite a une abdominoplastie.

[fig.3b] : 1a figure 3b est une photographie de contrdle de I’abdomen un mois apres la
fin du traitement (3 séances de radiofréquence avec application d’une composition
selon I’invention — 3 séances réparties sur 45 jours).

Description détaillée

Composition

L’invention a donc pour objet une composition adaptée a une application topique sur
la peau ou les muqueuses, comprenant :

- au moins de I’eau, et

- au moins un mélange de collagenes, ledit mélange de collagenes comprenant au
moins :

* du collagene natif, les molécules de collageéne natif présentant des poids molé-
culaires compris entre 150 et 300 000 Daltons, et

* du collagene en gel, les molécules de collagene en gel présentant des poids molé-
culaires compris entre 100 et 150 000 Daltons.

Préférentiellement les collagenes présents dans la composition selon I’invention sont
des collagenes de type 1.

Le mélange de collageénes comprend préférentiellement entre 10 et 40% de collagéne
natif et entre 60 et 90% de collagene en gel, les pourcentages étant donnés en poids par
rapport au poids total de maticres seches du mélange de collagenes. Selon un mode de
réalisation le mélange de collagénes comprend entre 15 et 35 % de collagene natif et
entre 65 et 85% de collagene en gel, les pourcentages étant donnés en poids par rapport
au poids total de matieres seches du mélange de collagenes.

Dans la composition selon I’invention, le mélange de collagénes comprenant au
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moins du collageéne natif et du collagéne en gel, représente au moins 0,1% en poids par
rapport au poids total de la composition, préférentiellement entre 0,1 et 10%,
notamment entre 0,1 et 5%.

Selon I’invention, il est préféré que le collagéne natif soit obtenu par la mise en
ceuvre d’un procédé a une température inférieure a 35°C, de facon a préserver toute la
structure du collagene sans dénaturation.

Les collagenes utilisés dans les compositions selon I’invention peuvent étre de toute
origine.

Il peut s’agir par exemple de collagenes d’origine mammalienne, tels que des
collagenes bovins extraits de la peau de vaches mortes.

Il peut s’agir également de collageénes marins. Le collagéne marin peut tre extrait de
résidus de I’industrie agroalimentaire, tels que de déchets de poissons ou de crevettes
ou bien directement de peaux de poissons. Avantageusement, le collagéne marin a une
plus grande capacité d’absorption que le collagene d’origine mammalienne. Par
ailleurs, le collagene marin a une teneur en proline et hydroxyproline en moyenne plus
élevée que le collageéne animal, ce qui lui confére une moins grande résistance
mécanique et une plus faible viscosité.

Il peut s’agir aussi de collageénes obtenus a partir de peaux de poissons d’eau douce.

Selon un mode de réalisation préféré, la composition selon I’invention comprend des
collageénes obtenus a partir de peaux de poissons. Préférentiellement, les collagenes
sont obtenus a partir de peaux de poissons d’eau douce et encore plus préféren-
tiellement de peaux d’esturgeons, et en particulier de peaux ventrales d’esturgeons.
Dans la présente demande on utilise indifféremment le singulier et le pluriel pour les
termes « peau » et « esturgeon » le ou les collagene(s) pouvant étre issus d’une ou
plusieurs peau(x) d’un ou plusieurs esturgeon(s).

Avantageusement, le collagene issu de la peau d’esturgeons permet d’éviter la
présence de métaux lourds dans les collagénes et donc dans la composition selon
I’invention. Les esturgeons utilis€s sont préférentiellement élevés dans des bassins clos
alimentés en eau de source d’excellente qualité et peuvent recevoir une alimentation
dite biologique. Cela permet d’éliminer I’entrée de contaminants qui se retrouvent gé-
néralement dans la peau des poissons.

Selon un mode de réalisation particulicrement adapté, les collagenes utilisés dans les
compositions selon I’invention présentent un aminogramme présentant au moins les
caractéristiques suivantes :

- une teneur en Glycine comprise entre 21 et 26%,

- une teneur en hydroxyproline comprise entre 8 et 18%,

- une teneur en proline comprise entre 9 et 14%.

En plus du mélange de collagenes, la composition selon 1’invention comprend au
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moins de I’eau. Préférentiellement, la composition selon I’invention comprend entre 50
et 95% d’eau en poids par rapport au poids total de la composition, trés préféren-
tiellement entre 65 et 80% d’eau.

L’eau présente dans la composition selon I’invention peut étre de toute origine.
Préférentiellement au moins une partie de 1’eau présente dans la composition selon
I’invention est de I’eau source. De fagon préférée au moins 3% de 1’eau présente dans
la composition selon 1’invention est de I’eau de source, le pourcentage étant donné en

poids par rapport au poids total d’eau présente dans la composition.

Préférentiellement au moins une partie de 1’eau présente dans la composition selon
I’invention est de I’eau d’origine marine.

Selon un mode de réalisation, au moins une partie de 1’eau présente dans la com-
position est de I’eau de source marine. De facon préférée au moins 3% de ’eau
présente dans la composition selon 1’invention est de I’eau de source marine, le
pourcentage étant donné en poids par rapport au poids total d’eau présente dans la
composition.

En plus de I’eau et du mélange de collagenes, la composition selon 1’invention peut
comprendre d’autres constituants, ceux-ci devant étre dermatologiquement et/ou cos-
métiquement acceptables. Il peut s’agir notamment d’excipients ou de principes actifs.
Préférentiellement, la composition selon I’invention comprend :

- au moins une huile végétale, comme par exemple une huile de tournesol ou de
grenade ou de pépin de raisin, et/ou

- au moins un principe actif cicatrisant et/ou hydratant et/ou antibactérien et/ou
apaisant et/ou anti-irritant, comme par exemple squalane ou gel d’aloé vera, et/ou

- au moins un extrait végétal, comme par exemple extrait de punica granatum, ou
extrait de fleur de sophora japonica, ou extrait de feuille de romarin, et/ou

- au moins un émulsionnant, comme par exemple Sorbitan isostearate ou poly-
acrylamide ou polysorbate 20, et/ou

- au moins un émollient, comme par exemple octyldodecanol ou propanediol ou
caprylic, et/ou

- au moins un conservateur, comme par exemple sorbate de potassium, benzoate de
sodium, alcool benzylique, acide dehydroacétique, et/ou

- au moins un stabilisateur, comme par exemple tocophérol, et/ou

- de la glycérine.

La composition, selon I’'invention peut se présenter sous différentes formes adaptées
a une application topique sur la peau et/ou les muqueuses. Il peut s’agir en particulier
d’une creme, d’un sérum ou d’un gel ou d’une solution.

Procédé de fabrication de la composition
La composition selon I’invention peut étre obtenue par tout procédé de fabrication
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adapté. En particulier la composition selon I’invention peut étre obtenue par un
procédé de fabrication comprenant au moins la mise en ceuvre des €tapes suivantes :
- a. obtention d’une solution de collagene natif,

- b. obtention d’une solution de collagéne en gel,

- c. mélange des deux solutions pour obtenir une solution de collagéne natif et de
collagene en gel,

- d. mélange des constituants de la composition a température ambiante.

La solution de collagene natif peut €tre obtenue par tout moyen adapté.

Selon un mode de réalisation, 1’étape a. comprend la mise en ceuvre des €tapes
suivantes :

- Lavage de la matiere premiere contenant du collagene, préférentiellement de peaux
de poisson, encore plus préférentiellement de peaux d’esturgeon et en particulier de
peaux ventrales d’esturgeon ; le lavage est préférentiellement réalisé en deux sous-
étapes :

* un lavage basique a la soude NaOH, pour nettoyer les peaux

* puis a ’eau pour neutraliser

- extraction a 1’acide,

- filtration et centrifugation,

- précipitation du collagéne par NaCl et centrifugation,

- solubilisation par ajout d’acide,

- dialyse pour €éliminer le sel (NaCl),

- concentration tangentielle.

Le procédé d’obtention du collagene natif est préférentiellement réalisé a une tem-
pérature inférieure a 35°C. Il garde ainsi sa triple hélice et ses propriétés de collagéne
natif.

La solution de collagene en gel peut &tre obtenue par tout moyen adapté. Selon un
mode de réalisation, 1’étape b. comprend la mise en ceuvre des €tapes suivantes :

- Lavage de la matiere premiere contenant du collagene, préférentiellement de peaux
de poisson, encore plus préférentiellement de peaux d’esturgeon et en particulier de
peaux ventrales d’esturgeon ; le lavage est préférentiellement réalisé en deux sous-
étapes :

* un lavage basique a la soude NaOH, pour nettoyer les peaux

* puis a ’eau pour neutraliser

- extraction a I’acide

- filtration et centrifugation

-précipitation du collagene par NaCl et centrifugation

- solubilisation par ajout d’acide

-dialyse pour éliminer le sel (NaCl)
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-concentration tangentielle

- cuisson a 60°C, préférentiellement sous agitation
- tamisage

- filtration sur charbon actif.

Les deux solutions (collagene natif et collagéne en gel) sont ensuite mélangées pour
former une solution de collagenes.

La solution de collagenes est ensuite mélangée a 1’eau et aux autres constituants
éventuels de la composition, préférentiellement a température ambiante pour préserver
les qualités originelles des actifs et notamment des ingrédients d’origine naturelle
constituant la composition selon I’invention. Avantageusement, la mise en ceuvre du
procédé a température ambiante présente un intérét économique et environnemental.

Utilisations de la composition

La composition selon I’invention présente une efficacité sur la peau et/ou les
muqueuses, en particulier une efficacité cicatrisante.

L’invention a donc également pour objet la composition pour son utilisation dans le
traitement de la peau et/ou des muqueuses. La composition peut étre utilis€ée comme
médicament, essentiellement comme médicament dermatologique, ou comme
dispositif médical ou encore comme composition cosmétique ou dermocosmétique.

Notamment I’invention a pour objet la composition pour son utilisation en ap-
plication topique sur la peau et/ou les muqueuses pour un effet cicatrisant.

L’invention vise aussi I’ utilisation de la composition sur une peau ou des muqueuses
saine(s) en application topique pour un effet cosmétique, notamment pour un effet
cosmétique anti-age, pour prévenir et/ou lutter contre le vieillissement cutané.

Avantageusement, la composition selon I’invention peut également étre utilisée
comme créme conductrice pour le traitement de la peau et/ou des muqueuses par
diathermie et/ou radiofréquence. L’ utilisation thérapeutique ou cosmétique de la com-
position selon I’invention peut donc consister en cela. Aussi I’invention a également
pour objet la composition pour son utilisation en application topique sur la peau et/ou
les muqueuses comme composition conductrice pour le traitement de la peau et/ou des
muqueuses par diathermie et/ou radiofréquence.

Aussi la composition selon I’'invention peut étre utilisée avec ou sans application de
radiofréquences.

En application avec des radiofréquences, préférentiellement la composition est
appliquée de facon circulaire sur la zone a traiter avec 1’appareil de radiofréquences de
maniere a recouvrir toute la surface et 2mm d’épaisseur environ. Le praticien passe
alors le manipule sur la zone a traiter en suivant un protocole adapté a chaque
probleme pathologique ou cosmétique a traiter. Si besoin, il est possible de remettre de

la creme en cours de réalisation du protocole. La conductivité de la composition selon
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I’invention est importante.
Avantageusement, a la fin de la séance il n’est pas nécessaire d’essuyer la composition
comme c’est le cas avec les créemes conductrices ou gels conducteurs actuels. En effet,
grice a son double usage, la composition selon I’invention est absorbée par la peau et
agit en tant que telle par ses propriétés intrinseques, soutenant ainsi les propriétés régé-
nérantes cosmétiques ou thérapeutiques reconnues de la radiofréquence.
La radiofréquence provoque la vasodilatation dans la zone d’application, augmentant
le flux sanguin et élevant la température localement provoquant un meilleur apport de
nutriment et d’oxygene, et I’élimination des catabolites. Les effets de la température de
la radiofréquence provoquent la dénaturation du collageéne du derme favorisant la
contraction immédiate et efficace de ses fibres, activant les fibroblastes et entrainant la
néo-collagénisation conduisant a la réorganisation des fibres de collagene et au re-
modelage du tissu. Pendant le traitement, la température a la surface de la peau atteint
40 2 42°C, et 50 a 60°C en profondeur. Le collagéne natif présent dans la composition
selon I’invention est dénaturé lors de I’ utilisation de la radiofréquence. La chaine en
triple hélice est défaite sous I’effet de la chaleur (des 35°C) ; elle vient pénétrer plus fa-
cilement le derme car son poids moléculaire sera plus faible et la vasodilatation des
pores favorise sa pénétration dans le derme. Cela vient renforcer I’effet du collagene
gel. La radiofréquence peut amener plus loin en profondeur les molécules de collageéne
dans les couches du derme.

L’invention est a présent illustrée par des exemples et des résultats d’essais.

Exemple de composition selon I’invention

Un exemple de composition selon I’invention, se présentant sous forme de créme est
obtenu par le mélange a température ambiante de constituants, qui dans la composition
finie est constituée par (les teneurs étant données en pourcentage en poids par rapport
au poids de la composition) :

- collagene natif de peaux d’esturgeon : 0,01 a 1

-collagene gel de peaux d’esturgeon : 0,01 a 1

- glycérine : 0,2 a3

- squalane: 326

- huile de grenade : 1 a2

- extrait de fleur de sophora japonica : 0,001 a 0,05

- extrait de grenade : 0,001 a 0,05

- huile essentielle de niaouli : 0,01 2 0,1

- huile de tournesol : 0,1 a 1

-eau de source marine : 2 a5

-Eau:75a 88

- caprylic/capric triglyceride : 52 8
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-emulsionnant : 1 a4 3

- conservateurs : QS

Démonstration de I’efficacité de la composition selon 1’invention
I. Etude sur explants de peau de I'effet cicatrisant et anti-Age de la composition selon
I’invention

Différents produits ont été testés contenant des concentrations différentes de
collagene et des formes différentes de collagene. Les différentes compositions testées
sont décrites dans le tableau 1 (valeurs de teneur en collagéne, pourcentage en poids
par rapport au poids total de la composition ; le reste de la composition est celle de

I’exemple de composition selon I’invention).

[Tableaux1]
Produit COLLAGE |COLLAGENE |COLLAGENE
(composition) NE GEL HYDROLYSE |NATIF
P1 0,09 0,045 0,02
P2 0,21 0,21 0,28
P3 0,09 - 0,04
P4 0,09 0,03 -
P5 - 0,09 0,04
Les tests d’effet cicatrisant et anti-ages de ces compositions ont été réalisés sur des

explants de peau. Pour les deux tests, les résultats ont ét€ obtenus apres traitement his-
tologique et étude de la morphologie générale :

- Traitements histologiques : Apres 24h dans le formol tamponné, les prélevements
ont été déshydratés et imprégnés en paraffine a 1’aide d’un automate de déshydratation
Leica PEARL. Ils ont été mis en bloc a I’aide d’une station d’enrobage Leica EG 1160.
Des coupes de 5 um ont €t€ réalisées a I’aide d’un microtome type Minot, Leica RM
2125 et montées sur des lames de verre histologiques Superfrost®. Les échantillons
congelés ont été coupés en sections de 7um d’épaisseur a I’aide d’un cryostat Leica
CM 3050. Les sections ont ensuite €t€ montées sur lames de verre Superfrost® Plus.
Les observations microscopiques ont été réalisées en microscopie optique, a 1’aide
d’un microscope Leica type DMLB ou Olympus BX43. Les prises de vue ont été
réalisées avec une caméra Olympus DP72 et le logiciel Cell*D.

- Morphologie générale : La morphologie générale a été observée sur coupes en
paraffine apres coloration au trichrome de Masson variante de Goldner. Elle a été
évaluée par un examen microscopique.

L.1. Effet cicatrisant de la composition selon 1’invention
Afin de tester les propriétés cicatrisantes de la composition selon 1’invention (P3) et
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des autres produits P1 a PS5, une étude a ét€ menée sur des explants de peaux.

Le protocole opératoire de 1’essai est le suivant :

- Préparation des explants: 6 explants rectangulaires de 10x15 mm, avec blessure par
lot, ont été préparés a partir d’une plastie abdominale d’une femme caucasienne de 60
ans. Les explants ont ét€ mis en survie en milieu de culture a 37°C en atmosphere
humide, enrichie de 5 % de CO2.

- Réalisation des 1€sions par Blessure mécanique : A JO sur les explants, deux
blessures par explant ont été réalisées a 1’aide d’un punch a biopsies de 3.5 mm de
diametre. Les 1ésions ont été réalis€es juste avant I’application des produits testés.

- Application des produits : A JO (apres blessures) et J3, J5 et J7, les produits testés
ont été appliqués en topique, a raison de 3 pl pour les explants rectangulaires afin
d’obtenir une concentration de 2mg par cm?. Successivement les produits ont €té étalés
a I’aide d’une spatule.

Les explants des lots témoin n’ont recu aucun traitement a 1’exception du renou-
vellement du milieu de culture, pour moiti€ (1mL/puits) a J3.

- Prélevements : A JO, les 3 explants des lots TO et Bo ont été prélevés et coupés en
deux. Une partie a été fixée dans une solution de formol tamponnée, et ’autre a été
congelée a —80°C. A J4 et J10, 3 explants de chaque lot ont été prélevés et traités de la
méme fagon qu’a J10.

Les résultats obtenus avec la composition P3 sont présentés sur les figures la
(morphologie générale), 1b (témoin a J4) et 1c (invention a J4).

La figure la représente la morphologie générale de la zone 1ésée. Il n’y a pas de
bourgeon de croissance.

La figure 1b représente la morphologie générale de la zone 1ésée du témoin non traité
a J4. Le bourgeon de croissance présente une longueur de 150um.

La figure lc représente la morphologie générale de la zone 1ésée apres 4 jours de
traitement avec la composition selon I’invention (P3). La morphologie générale est
bonne dans I’épiderme et dans le derme. Le stratum corneum présente un aspect peu
épais et peu feuilleté, le relief de la jonction dermo-épidermique (JDE) est faible et la
densité du derme papillaire est nette.

On constate que la composition selon 1’invention, apres 4 jours de traitement
présente une activité cicatrisante plus importante que le témoin, principalement en fa-
vorisant a la fois la prolifération et la migration des kératinocytes du bourgeon de
croissance.

De plus, les résultats obtenus pour les produits P1 a PS5 sont présentés ci-apres :

- Le produit P1, apres 4 jours de traitement, présente une activité cicatrisante princi-
palement en favorisant la migration des kératinocytes et donc ’avancé du bourgeon de

croissance. Cette activité n’est plus observée apres 10 jours.
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- Le produit P2 apres 4 jours de traitement, présente une activité cicatrisante, princi-
palement en favorisant la prolifération des kératinocytes au niveau du bourgeon de
croissance.

- Le produit P3, apres 4 jours de traitement, présente une activité cicatrisante, princi-
palement en favorisant a la fois la prolifération et la migration des kératinocytes du
bourgeon de croissance. Apres 10 jours de traitement, il ne favorise que la prolifération
des kératinocytes du bourgeon de croissance.

- Le produit P4, apres 4 jours de traitement, ne présente pas d’activité cicatrisante.
Mais apres 10 jours de traitement, il favorise la prolifération des kératinocytes du
bourgeon de croissance.

- Le produit PS5, apres 4 ou 10 jours de traitement, ne présente pas d’activité cica-
trisante.

Ainsi I’association de collagene natif et de collagéne en gel est importante pour
obtenir I’effet cicatrisant.

1.2. Effet anti-dge de la composition selon 1’invention

Afin de tester les propriétés anti-ages de la composition selon I’invention (P3) et des
autres produits P1 a P5, une €étude a été menée sur des explants de peaux.

Le protocole opératoire de 1’essai est le suivant :

- Préparation des explants : 45 circulaires avec un diametre de 12+1 mm, ont été
préparés a partir d’une plastie abdominale d’une femme caucasienne de 60 ans
(référence: P2124-AB60). Les explants ont été mis en survie en milieu de culture a
37°C en atmosphere humide, enrichie de 5 % de CO2

- Application des produits : A JO, J3, J5 et J7, les produits testés ont été appliqués en
topique, a raison de 2mg par cm?. Successivement les produits ont été étalés a I’aide
d’une spatule.

Les explants des lots témoin n’ont recu aucun traitement a 1’exception du renou-
vellement du milieu de culture, pour moiti€ (1mL/puits) aJ3, J5 et J7.

Prélevements : A JO, les 3 explants des lots TO ont été prélevés et coupés en deux.
Une partie a été fixée dans une solution de formol tamponnée, et 1’autre a été€ congelée
a—80°C. A J4 et J10, 3 explants de chaque lot ont été prélevés et trait€s de la méme
facon qu’a JO. Selon les dispositions prévues dans le plan d’€tude, les jours de
traitements et de prélevements ont été modifiés pour adapter le planning de I’étude en
fonction des jours ouvrés.

Les résultats sont présentés sur les figures 2a (morphologie générale), 2b (témoin a
J4), 2¢ (invention a J4), 2d (témoin a J10) et 2e (invention a J10).

La figure 2a représente 1la morphologie de I’explant sur peau normale. La mor-
phologie générale est bonne dans 1’épiderme et dans le derme. Le stratum corneum

présente un aspect peu épais et peu feuilleté, le relief de la jonction dermo-épidermique
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(JDE) est faible et la densité du derme papillaire est nette.
La figure 2b représente la morphologie de 1’explant sans traitement a J4 : La mor-
phologie générale est assez bonne dans 1’épiderme et bonne dans le derme. Le stratum
corneum présente un aspect modérément épais et feuilleté, le relief de la jonction
dermo-épidermique (JDE) est modéré et la densité du derme papillaire est modérée.
La figure 2c représente la morphologie de 1’explant apres 4 jours d’application de la
composition P3 : I’invention induit une augmentation de la densité du derme papillaire.
La figure 2d représente la morphologie de I’explant sans traitement apres 10 jours : la
morphologie générale est tres 1égerement altérée dans I’épiderme et bonne dans le
derme. Le stratum corneum présente un aspect assez €pais et modérément feuilleté, le
relief de la jonction dermo-épidermique (JDE) est modéré et la densité du derme pa-
pillaire est faible.
La figure 2e représente la morphologie de I’explant apres 10 jours d’application de la
composition P3 : I’invention induit une augmentation de la densité du derme papillaire.

On constate que la composition selon 1’invention est bien tolérée par la peau et
n’induit pas d’altération de la viabilité cellulaire dans 1I’épiderme ni le derme. A J4, la
composition selon I’invention présente une activité anti-age en améliorant la densité du
derme nettement visible, et qui se poursuit a J10.

De plus, les résultats obtenus pour les produits P1 a PS5 sont présentés ci-apres :

- Le produit P1, apres 4 jours de traitement, n’induit pas d’augmentation de la densité
du derme papillaire. Une augmentation est constatée au bout de 10 jours.

- Le produit P2, apres 4 jours de traitement, n’induit pas une augmentation du derme
papillaire.

- Le produit P3, apres 4 jours de traitement et apres 10 jours de traitement, induit une
augmentation de la densité€ du derme papillaire.

- Le produit P4, apres 4 jours de traitement, n’induit pas d’augmentation de la densité
du derme papillaire. Une augmentation est constatée au bout de 10 jours.

- Le produit PS5, apres 4 jours de traitement n’induit pas d’augmentation de la densité
du derme papillaire.

1I. Effet de 1a composition selon ’invention avec I’application de radiofréquences

Les tests effectués avec application de radiofréquences montrent une conductivité
importante.

De plus, un exemple d’efficacité est présenté ci-apres.

- Sujet : Femme de 46 ans présentant des vergetures post-partum de 15 ans et la
cicatrice d’une abdominoplastie de 2,5 ans.

- Matériel utilisé€ : Appareil de radiofréquence de la marque Fisioline, modele
Radiant

- Protocole utilisé : Préparation de la patiente (installation de la plaque de retour).
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Application de la composition de I’exemple sur la zone traitée puis passage du
manipule en mouvement circulaire pendant 7 a 15 min selon un programme
spécifique :

- 1er passage en multifréquence en mode capacitif

- 2eme passage en mode résistif

-dernier passage en mode bipolaire.

Deux autres séances ont lieu suivant le méme procédé€ a 15 jours (2 semaines)
d’intervalle soit 3 s€ances sur une durée de traitement effectué dans un délai de 45
jours.

Les résultats sont présentés sur les figures 3a et 3b.

La figure 3a est une photographie de I’abdomen d’une femme de 46 ans présentant
des vergetures post-partum et des cicatrices suite a une abdominoplastie. On y voit des
vergetures marquées d’apparence « peau d’écaille », et des cicatrices verticale et ho-
rizontale adhérentes.

La figure 3b est une photographie de controle de I’abdomen un mois apres la fin du
traitement (3 séances de radiofréquence avec application de composition selon
I’invention réparties sur 45 jours). La peau est plus lisse, tonique et élastique. La
cicatrice horizontale et verticale est atténuée. Les vergetures sont extrémement

réduites. L.’adhérence de la cicatrice verticale a disparu.
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Revendications

Composition adaptée a une application topique sur la peau ou les
muqueuses, caractérisée en ce qu’elle comprend au moins de 1’eau et au
moins un mélange de collagenes, ledit mélange de collagenes
comprenant au moins :

- du collagene natif, les molécules de collagene natif présentant des
poids moléculaires compris entre 150 et 300 000 Daltons, et

- du collagene en gel, les molécules de collagéne en gel présentant des
poids moléculaires compris entre 100 et 150 000 Daltons.

Composition selon la revendication 1, caractérisée en ce qu’elle
comprend au moins 0,1% du mélange de collagénes en poids par rapport
au poids total de la composition.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
ce qu’elle comprend entre 0,1 et 5% du mélange de collagénes en poids
par rapport au poids total de la composition.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
ce que le mélange de collagénes comprend entre 10 et 40% de collagene
natif et entre 60 et 90% de collagene en gel, les pourcentages étant
donnés en poids par rapport au poids total de maticres seches du
mélange de collagenes.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
ce que le collagene natif a ét€ obtenu par un procédé mis en ceuvre a une
température inférieure a 35°C.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
ce que les collageénes sont des collagénes obtenus a partir de peaux de
poissons d’eau douce.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
ce que les collageénes sont des collagénes obtenus a partir de peaux
d’esturgeon.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
ce qu’elle comprend entre 50 et 95% d’eau en poids par rapport au poids
total de la composition.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
ce qu’au moins une partie de ’eau est de I’eau de source.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
ce qu’au moins une partie de 1’eau est d’origine marine.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
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ce qu’elle comprend également :

- au moins une huile végétale, et/ou

- au moins un principe actif cicatrisant et/ou hydratant et/ou anti-
bactérien et/ou apaisant et/ou anti-irritation,

- au moins un extrait végétal, et/ou

- au moins un émulsionnant, et/ou

- au moins un émollient, et/ou

- au moins un conservateur, et/ou

- au moins un stabilisateur, et/ou

- de la glycérine.

Composition selon 1’une des précédentes revendications, caractérisée en
ce qu’elle se présente sous forme de créme, de sérum, d’une solution ou
de gel.

Composition selon I’une des précédentes revendications, pour son uti-
lisation dans le traitement de la peau et/ou des muqueuses.

Composition selon I’une des revendications 1 a 12, pour son utilisation
en application topique sur la peau et/ou les muqueuses pour un effet ci-
catrisant.

Composition selon I’une des revendications 1 a 12, pour son utilisation
en application topique sur la peau et/ou les muqueuses comme com-
position conductrice pour le traitement de la peau et/ou des muqueuses
par diathermie et/ou radiofréquence.

Composition selon I’une des revendications 1 a 12, pour son utilisation
cosmétique en application topique sur une peau saine et/ou sur les
muqueuses saines.

Composition pour son utilisation selon la précédente revendication, pour
prévenir et/ou lutter contre le vieillissement cutané.

Procédé de fabrication d’une composition selon 1’une des revendications
1 a 12, caractérisé en ce qu’il comprend au moins la mise en ceuvre des
étapes suivantes :

- a. obtention d’une solution de collagene natif,

- b. obtention d’une solution de collagéne en gel,

- ¢. mélange des deux solutions pour obtenir un mélange de collagéne
natif et de collagene gel,

- d. mélange des constituants de la composition a température ambiante.
Procédé selon la revendication 18, caractérisé en ce que 1’étape a est

réalisée a une température inférieure a 35°C.
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