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Description

Titre de I'invention : NANOPARTICULES D’OR COMPRENANT
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UN EXTRAIT DE PLANTES ET LEUR UTILISATION
COSMETIQUE

La présente invention a trait au domaine des nanoparticules d’or utilisées en
cosmétique. Elle concerne plus particulierement 1’ utilisation de nanoparticules
obtenues a partir d’un mélange d’or et d’extrait de plantes, et leur utilisation en
cosmétique.

Domaine technique

Hubertia ambavilla est une plante endémique originaire de La Réunion, dans 1'océan
Indien, traditionnellement utilisée a la fois en usage interne et externe. Les principaux
composés de Hubertia ambavilla sont les flavonoides, les tanins, les proantho-
cyanidines et le complexe glucidique conduisant a des activités thérapeutiques de la
peau telles que des propriétés anti-inflammatoires et cicatrisantes, ainsi que d’autres
activités thérapeutiques utilisées pour traiter les infections rénales, I’asthme et le
diabete (6, 7, 8).

Les nanoparticules sont largement utilisées et étudiées dans plusieurs domaines tels
que la médecine, 1'environnement ou les cosmétiques (1, 2, 3). Leur taille et leur forme
peuvent étre ajustées en modifiant les produits chimiques et en modifiant leur rapport.
La Commission européenne définit le nanomatériau comme "une particule naturelle,
accidentelle ou manufacturée et lorsque, pour 50% ou plus des particules dans la ré-
partition de la taille, une ou plusieurs dimensions extérieures sont comprises entre 1 et
100 nm" (4).

Les nanoparticules d’or sont également bien décrites dans la littérature en tant
qu’ingrédients anti-dge aux Etats-Unis. Elles sont utilisées notamment pour la dés-
infection des plaies cutanées, créme anti-inflammatoire et anti-age. Ces nanoparticules
sont obtenues par la méthode de Turkevich selon laquelle il est nécessaire de sé-
lectionner avec soin les produits chimiques ou le produit naturel utilisés pour le re-
vétement de nanoparticules pour éviter les risques de toxicité.

Deux protocoles différents ont été décrits dans des €tudes antérieures (5) pour la
synthese de nanoparticules d'or extraites de 1'extrait brut hydrosoluble de plantes mé-
dicinales ou du totum de flavonoides. Le premier protocole a conduit a des particules
de forme nanofleurs a partir d’extrait brut, le deuxieme a la préparation de nano-
particules sphériques plus petites et monodispersées obtenues avec le totum. La nature
et le rapport des fractions phytochimiques sont d'une grande importance pour la

formation de nanoparticules.
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La peau est I’organe le plus exposé aux facteurs extérieurs qui I’endommagent. Ces
facteurs sont la pollution, l'exposition aux rayons ultraviolets solaires (UV), la fumée
de cigarette, etc. Ces facteurs sont responsables de la production d'especes réactives de
l'oxygene (ROS). Un exces de ROS induit un stress oxydatif qui endommage les
cellules, 'ADN et les protéines, conduisant ainsi au vieillissement cutané. Dans le cas
d'une exposition au soleil, les écrans solaires sont généralement recommandé€s pour la
protection de la peau, mais leur efficacité est réduite si I'application est inadéquate et si
la protection spectrale est incomplete. L'organisme dispose d'antioxydants naturels
pour éliminer ces radicaux libres, mais dans le cas d'une surexposition, ces systemes
peuvent étre facilement dépassés. Il est donc important d'aider la peau a se protéger en
apportant une autre source d'antioxydants.

Exposé de l'invention

Dans la présente ¢tude, 1'application potentielle de nanoparticules d'or vert en tant
qu'ingrédient cosmétique a été étudiée. Ainsi, des tests pour évaluer les effets sur les
cellules de fibroblastes humains normaux, ainsi que les activités antioxydantes et anti-
collagénase de ces nanoparticules ont été réalisés et comparés aux résultats obtenus
avec des nanoparticules d'or synthétisées par la méthode la plus ancienne et la plus
utilisée : la synthese de Turkevich (11).

De maniére trés intéressante, les inventeurs ont validé 1'intérét d’ utiliser des nano-
particules comprenant un extrait de plantes en cosmétique.

L’invention concerne donc 1’ utilisation d’une nanoparticule d’or comprenant un
mélange d’or et un extrait de plantes pour la préparation d’un ingrédient cosmétique.

Elle concerne aussi une composition cosmétique comprenant au moins une nano-
particule d’or comprenant un mélange d’or et un extrait de plantes.

L’invention concerne I’utilisation d’une composition comprenant des nanoparticules
d’or telle que décrites précédemment pour la prévention des dommages dus aux UV et
la prévention des dommages cutanés dus aux radicaux libres.

Dans un mode de réalisation préféré, I’extrait de plante utilisé est un extrait brut de
Hubertia Ambavilla.

Avantages de I’invention

Les inventeurs étudié et caractérisé les nanoparticules d’or comprenant un extrait de
plante. Ils ont ainsi démontré que celles-ci présentent des propriétés tres intéressantes
pour une utilisation en cosmétique.

En effet, ces nanoparticules d’or sont stables du fait que les extraits de plantes,
notamment les polyphénols permet leur stabilisation.

De plus, elles présentent des propriétés anti-oxydantes qui peuvent étre attribuées a

I’enrobage d’extrait de plante. Le pouvoir antioxydant des nanoparticules comprenant
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un extrait brut d’Hubertia ambavilla est particulierement remarquable puisqu’il est
supérieur a celui de la vitamine E. Ces nanoparticules permettent en particulier
d’inhiber I’oxydation induite par les irradiations UV-A par piégeage des radicaux
libres, offrant une protection anti-oxydante dans le derme.

L’innocuité de ces nanoparticules a été validé en conformité avec les réglementations
en vigueur, ce qui est un point important. Il a été démontré qu’elles ne sont pas photo-
toxiques, ne sont pas sensibilisantes pour la peau, ni irritantes pour la peau et les yeux.
Elles ne sont pas non plus génotoxiques.

De plus, ces nanoparticules sont obtenues par un procédé « vert », respectueux de

I’environnement et ne mettant pas en ceuvre de produits toxiques.

DESCRIPTION DETAILLEE DE L INVENTION

Un premier objet de I’invention concerne I’ utilisation d’une nanoparticule d’or
comprenant un mélange d’or et un extrait de plantes pour la préparation d’un in-
grédient cosmétique.

Les nanoparticules d’or utilisée dans cette invention sont obtenues par un procédé
écologique comprenant : (a) la préparation d’au moins un extrait de plante riche en fla-
vonoides et (b) le mélange d’au moins un desdits extraits de plante avec une solution
aqueuse d’au moins un sel d’or. L extrait de plante riche en flavonoides peut-€tre un
extrait total brut de ladite plante ou un totum de flavonoides de ladite plante.

Lorsque les nanoparticules sont obtenues par mélange d’un totum de flavonoides de
plante

avec une solution aqueuse d’au moins un sel d’or, elles sont sphériques.

Lorsque les nanoparticules sont obtenues par mélange d’un extrait total brut de plante
avec une solution aqueuse d’au moins un sel d’or, elles ont une forme de fleur et sont
appelées « nanofleurs ».

Des nanoparticules selon 1’invention et leur procédé de préparation sont décrites dans
la demande WO2017/125695.

L’extrait de plante est choisi parmi un extrait de Hubertia ambavilla, Hypericum lan-
ceolatum, Aphloia theiformis, Ayapana triplinervis, Camellia sinensis var. assamica,
Citrus hystrix, Curcuma longa, Cryptomeria japonica, Dodonaea viscosa, Mussaenda
arcuate, Nuxia verticillate, Olea europea Africana, Phyllanthus casticum, Pittosporum
senacia, Psidium cattleianum, Psiloxylon mauritianum, Terminalia bentzoe ou Vepris
lanceolata.

De préférence, 1’ extrait est choisi parmi les extraits de Hubertia ambavilla,
Hypericum lanceolatum, Aphloia theiformis, Camellia sinensis var. assamica, Citrus
hystrix, Cryptomeria japonica, Mussaenda arcuate, Psidium cattleianum, Psiloxylon

mauritianum, Terminalia bentzoe ou Vepris lanceolata.
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Dans un mode de réalisation tout a fait préféré, 1’extrait est un d’extrait brut de
Hubertia ambavilla ; 1a nanoparticule est alors en forme de fleur et son diametre est
compris entre 40 et 80 nm. L’intérét particulier de cette plante a été validé par des ex-

périences approfondies, présentées dans la partie expérimentale de ce texte.
Dans un autre mode réalisation préféré, I’extrait est un totum de Hypericum lan-

ceolatum; 1a nanoparticule est alors sphérique et son diametre est d’environ 15 nm et
est caractérisée par un ratio réducteur/oxydant de 21.

Un second objet de I’invention concerne une composition cosmétique comprenant au
moins une nanoparticule d’or comprenant un mélange d’or et un extrait de plantes.

Les nanoparticules d’or d’intérét sont les nanoparticules décrites précédemment.

Une telle composition peut comprendre en outre au moins un autre ingrédient
cosmétique. En effet, les nanoparticules peuvent €tre combinées a d’autres ingrédients
cosmétiques pour augmenter, renforcer ses propriétés.

Cette composition cosmétique peut se présenter sous forme de créme, de lotion ou
toute autre forme appropriée.

Un troisieme objet de ’invention concerne 1’ utilisation d’une composition
comprenant des nanoparticules d’or telles que décrites précédemment pour la
prévention des dommages dus aux UV et la prévention des dommages cutanés dus aux

radicaux libres.

BREVE DESCRIPTION DES FIGURES
[Fig.1] [Fig.1] : (a) Spectre d'absorption d'une solution aqueuse de GAuNPs

dispersés et (b) sa caractérisation par TEM.

[Fig.2] [Fig.2] : Spectres XPS des régions (a) Audf et (b) Ols.

[Fig.3] [Fig.3] : Chromatogramme HPLC d'un extrait de plante d'Hubertia Ambavilla
par détection de 1'aérosol chargé. L'extrait a ét€ sépar€ en 5 fractions notées de A a E.

[Fig.4] [Fig.4] : Chromatogrammes LC-MS / MS et UV de l'extrait aqueux de plante.

[Fig.5] [Fig.5] : Schéma de synthése conventionnelle de nanoparticules d'or a l'aide
de citrate (méthode de Turkevich) et conduisant a une AuNP sphérique de 15 nm
entourée de citrate.

[Fig.6] [Fig.6] : (a) Cytotoxicité de I'AuNP sur les cellules NHDF apres 72h
d'incubation. (b) Effets de ' AuNP sur la production de MMP-1 induite par les UV-A.
Les résultats sont exprimés en moyenne + ET de trois expériences distinctes. Une
solution de vitamine E (VE 1 mM) a été utilis€ée comme étalon de référence. * p
<0,001 (test de Student),

[Fig.7] [Fig.7] : Activité antioxydante par la méthode DPPH mesurée sur (a) GAuNP
et (b) CAuNP.

EXEMPLES
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A — Matériels et méthodes
1.Synthese de nanoparticules d'or (AuNPs)

1.1Syntheése de nanoparticules d'or a I'aide d'extraits de plantes (5)

1.1.1Préparation des extraits de plantesde Hubertia ambavilla et de Hypericum
lanceolatum

La préparation de nanoparticules a partir de deux especes de plantes est illustrée ici.
La premiere plante est Hubertia ambavilla qui est un arbuste endémique de I’ile de la
Réunion. La deuxieme est Hypericum lanceolatum qui est une espece de millepertuis
arborescent originaire de 1’ile de la Réunion. Ces deux plantes sont particulierement
riches en flavonoides dont la rutine et la quercétine pour Hypericum lanceolatum et
I’isoquercétine et I’hyperoside pour Hubertia ambavilla.

1.1.2Préparation d’un extrait total brut de plantes

Des plantes fraichement récoltées sont lavées a I’eau déionis€e. 3 grammes sont
mélangés a 50 mL d’eau d€ionisée puis le mélange est chauffé a 60°C pendant 5 min,
ce qui permet de libérer la maticre biologique par lyse des cellules végétales. Le
surnageant est ensuite refroidi a température ambiante puis sur la glace pendante 10
minutes. Le surnageant refroidi est ensuite filtré sur un filtre de porosité de grade 2.

Lorsque le matériel de départ est Hubertia ambavilla, 1’extrait obtenu est vert.

Lorsque le matériel de départ est Hypericum lanceolatum, 1’ extrait obtenu est
marron.

Aucun solvant organique n’est utilisé dans cette préparation.

1.1.3 Isolement du totum de flavonoides de plantes

La méthode d’extraction utilisée est une méthode de macération a froid. Les plantes
sont €cras€es sur un tamis a pores de diametre de 10 mm puis laissées a macérer sous
agitation a 150 rpm pendant 20h a température ambiante. Un mélange a quantité égale
d’eau et d’éthanol est ajouté au mélange dans un ratio solide/solvant de 1:20 pour
obtenir le meilleur rendement possible en composés phénoliques (Cujic N et al). Apres
extraction, les macéras sont filtrés, séchés a basse pression (température maximale du
bain: 45°C, pression entre 50 et 150 bars) puis lyophilisés pendant 48h.

Le rendement d’extraction pour Hubertia ambavilla dans ces conditions est proche
de 50%.

1.1.4 Préparation des nanoparticules d’or par mélange avec des extraits de
plantes Hubertia ambavilla et de Hypericum lanceolatum

a)Préparation des nanoparticules d’or en forme de fleur avec les extraits totaux bruts

50 mL d’une solution aqueuse d’acide chloraurique (HAuCl4) a 1 mM sont refluées
sous agitation vigoureuse dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant a reflux a

’abri de la lumiere. Lorsque de fines gouttelettes apparaissent sur les parois, 20 mL
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d’une solution aqueuse d’extraits totaux brut de plantes sont ajoutés tres rapidement.
La solution devient alors rapidement bleu-nuit en 1 minute. Le ballon est ensuite retiré
du bain d’huile et la solution est maintenue sous agitation vigoureuse pendant 15
minutes supplémentaires. La solution est finalement maintenue a 4°C a I’abri de la
lumiere.

Les nanoparticules obtenues ont un diametre mesuré en MET d’environ 40 nm.

b)Préparation des nanoparticules d’or sphériques avec un totum de flavonoides

4 mL d’une solution aqueuse de totum de flavonoides sont refluées sous agitation vi-
goureuse dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant a reflux a I’abri de la lumiere.
Lorsque de fines gouttelettes apparaissent sur les parois, 4 mL d’une solution aqueuse
de HAuCl4 sont ajoutés trés rapidement. La solution devient alors rapidement rouge
brun en 1 minute. Le ballon est ensuite retiré du bain d’huile et la solution est
maintenue sous agitation vigoureuse pendant 15 minutes supplémentaires. La solution
est finalement maintenue a 4°C a I’abri de la lumiere.

Les nanoparticules obtenues ont un diametre mesuré en MET d’environ 15 nm.

Un ratio molaire spécifique entre les réactifs permet d’obtenir des nanoparticules d’or
sphériques. Ce ratio est le suivant:

[Math.1]

n(flavonoides)/n(HAuCl4) = 21

1.2 Synthése de nanoparticules d'or par la méthode de Turkevich (CAuNP)

On a chauffé au reflux sous agitation vigoureuse 100 ml d'une solution aqueuse de
HAuCl4 1 mM dans un ballon équipé d'un réfrigérant a reflux et protégé de la lumiere.
Ensuite, une fois que les fines gouttelettes sont apparues sur les parois, 10 ml de citrate
de potassium (38,8 mM) ont ét€ ajoutés. 30 minutes plus tard, le ballon a été retiré du
bain d'huile et la solution est restée sous agitation vigoureuse pendant 15 minutes sup-
plémentaires. La solution rouge a été centrifugée et redispersée dans de l'eau
désionisée. La solution a finalement été maintenue a 4° C, a 1'abri de la lumiére.

2. Caractérisation des AuNPs

Les analyses ont été réalisées de la maniére suivante : I'extrait (10 mg) a été repris
dans 500 pl d’un mélange eau / acétone 4/1 v: v, I’addition d’eau seule laissant des
résidus non dissous. 1 puL de cet extrait a ét€ injecté dans notre machine LC-MS /
HRMS (chaine HPLC Dionex Ultimate 3000 avec détecteur de réseaux de diodes UV-
visible et spectrometre de masse Q-TOF Impact II Bruker) sur une colonne de 50 mm
x 4 mm Nucleoshell RP18, 2,7 um, avec un gradient entre les phases mobiles
suivantes: H20 + 0,1% acide formique / acétonitrile + 0,1% acide formique.

L'analyse a été effectuée en mode négatif avec une source d'électrospray. Deux in-
jections ont été effectuées une analyse en mode MS simple et une analyse en mode

dépendant des données, appelée « autoMS / MS » (c’est-a-dire en alternance entre MS
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unique et MS / MS sur les ions majoritaires du spectre MS précédent).
2.1Méthode

Toutes les mesures ont été effectuées au moins en triple afin de valider la reproduc-
tibilité des procédures synthétiques et analytiques.

Le spectre d'absorption UV-Vis de la solution AuNPs a été enregistré par un appareil
Perkin Elmer Lambda UV / Vis 950 en utilisant des cellules en plastique standard de 1
cm a la température ambiante. Les mesures ont été effectuées dans la gamme spectrale
200-900 nm.

Les images au microscope électronique a transmission (TEM) des AuNPs ont été
acquises sur un microscope TEM / STEM Technai Osiris (FEI) équipé d'un détecteur
de champ noir a grand angle fonctionnant a 200 kV. Pour effectuer I'analyse TEM, une
goutte de 3 pl de solution AuNP préalablement traitée pendant 5 min dans un bain a
ultrasons a été déposée sur une grille de cuivre recouverte de carbone. L'échantillon a
été laissé sécher pendant 30 minutes a l'air ambiant.

La distribution granulométrique hydrodynamique et le potentiel z€ta ont été mesurés
sur un Zetasizer NanoZSP (Malvern Instruments). Les mesures ont été réalisées a 25°
C.

Un spectrometre ThermoFisher Scientific K-ALPHA a été utilisé pour 'analyse XPS
avec une source d'AlKa monochromatisée (hv = 1486,6 V). La taille du spot de
rayons X était de 400 microns pour l'acquisition de points de surface et de 200 microns
lors de la pulvérisation. Une pression de 10 a 7 Pa a été atteinte dans la chambre lors
du transfert de gouttes de liquide sur une feuille d'indium. Les spectres complets
(0-1100 eV) ont été obtenus avec une énergie de passe constante de 200 eV et des
spectres haute résolution a une énergie de passe constante de 40 ¢V. La neutralisation
de la charge a été appliquée pendant l'analyse. Les spectres haute résolution Cls, Ols,
Audf ont été ajustés et quantifi€s a l'aide du logiciel AVANTAGE fourni par Ther-
moFisher Scientific (facteurs de sensibilité Scofield utilis€s pour la quantification).
2.2 Stabilité de la suspension AuNP

La stabilité de la suspension AuNP stockée a 4°C pendant plus d'un mois a été
évaluée sur la base des modifications du spectre d'absorption de la solution AuNP.
Ainsi, la distribution granulométrique hydrodynamique d'une suspension fraiche
d'AuNP et d'une suspension agée (agée de 4 mois stockée a 4°C pendant toute la
période) a €t€ comparée.

3 Activités biologiques in vitro et ex vivo
3.1 Culture de cellules

Des fibroblastes du derme humain normal (NHDF) isolés a partir du prépuce du

nouveau-né ont été utilisés. Les NHDF ont été cultivés dans du DMEM (GIBCO®, In-
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vitrogen ™) additionné de 10% de s€rum de veau feetal (SVF) et d'antibiotiques dans
une atmosphere humidifiée a 37°C et a 5% de CO2. Les cellules ont été cultivées en
routine dans des flacons de culture de 25 a 75 cm? et sous-cultivées régulicrement
avant la confluence.

3.2 Cytotoxicité

La toxicité de AuNP a été €évaluée dans du NHDF ensemencé dans des microplaques
a 96 puits a raison de 20 x 103 cellules par puits. La viabilité€ cellulaire a été €valuée
par un test de neutralisation du rouge (NRU). Des solutions de AuNP ont été préparées
dans un milieu complet (DMEM + 1% de FCS) aprés homogénéisation par ultrasons (3
cycles de 5 secondes a 20 kHz). Une large gamme de concentrations (de 0,005 a 100
ug / ml) exprimées en poids / volume de matiere active a été testée. Le dosage du NRU
a été effectué apres 24h et 72h d’incubation.

3.3 Dosage DPPH

Le pourcentage d'activité antioxydante a été évalué par dosage des radicaux libres au
DPPH. Cette méthode est basée sur le changement de couleur de la solution de DPPH
du violet au jaune pale lorsque ce radical libre stable se convertit en une forme réduite
par la réaction d'une substance capable de donner un atome d'hydrogene.

Des solutions de AuNP ont €t€ préparées dans de I'éthanol apres homogénéisation par
ultrasons (3 cycles de 5 secondes a 20 kHz). Plusieurs concentrations allant de 0,05 a
10% ont été testées. La réduction de DPPH est évaluée par le changement d'absorbance
a 540 nm d'une solution de DPPH (0,126 Mm dans de 1'éthanol) apres 30 minutes
d'incubation a 37°C avec I'AuNP. Chaque mesure a €t€ réalisée en triple et un controle
positif (a-tocophérol a 50 uM) a ét€ inclus dans le test. L'activité DPPH (%) a été
calculée selon la formule suivante:

[Math.2]

[DPPH] = [Abs traité / controle absolu] x 100.

3.4 Activité anti-collagénase

Le test est basé sur 1'évaluation de la production de métalloprotéinase 1 de matrice
(MMP-1 ou collagénase) par culture de NHDF en l'absence ou en présence de AuNP et
exposée aux UV-A.

La NHDF des cultures-mere a été€ récoltée avec de la trypsine provenant de flacons
de culture tissulaire. Apres comptage, les cellules ont été mises en suspension dans du
milieu complet (DMEM + FCS) et ensemencées dans des plaques a 24 puits a une
densité de 75 x I0? cellules par puits. 72 heures apres le placage, le milieu a été retiré et
remplacé par un milieu frais additionné de 1% de SVF et contenant diverses concen-
trations de AuNP. Les cellules NHDF ont ensuite été incubées pendant 24h. Avant

l'irradiation, les monocouches de cellules ont été lavées avec du HBSS et exposées aux
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UV-A en présence de HBSS contenant la solution AuNP a différentes concentrations
avec une rangée parallele de tubes Philips TL-K 40W ACTINIC BL REFLECTOR.
Immédiatement apres 'irradiation, les solutions de HBSS ont été retirées et remplacées
par du milieu frais additionné de 1% de FCS et contenant la solution de AuNP. Les
cellules NHDF ont ensuite été replacées dans 1'incubateur & 37°C pendant 24h. A 1a fin
de 'analyse, les milieux conditionnés provenant de cultures de NHDF ont été recueillis
et stockés a -20°C jusqu'a l'analyse de la MMP-1. En méme temps, les monocouches
de NHDF correspondantes ont été extraites pour quantifier la teneur en protéines.

Les niveaux de protéines ont été déterminés en utilisant le kit de dosage de protéines
BCA. Apres ringage des cellules avec HBSS, une solution de NaOH (0,1 N) a été
ajoutée dans chaque puits. Apres une incubation de 10 min a la température ambiante,
des aliquotes de lysats ont €t€ transférées dans une microplaque a 96 puits et du réactif
BCA a été ajouté. Apres une période de temps de 30 minutes, les densités optiques ont
été mesurées a 570 nm.

L’activité de la MMP-1 a ét€ déterminée a I’aide d’un dosage ELISA (Human Pro-
MMP-1 Quantikine; R & D Systems®) pour la détection et la mesure quantitative de la
MMP-1 dans des surnageants de culture cellulaire, conformément aux instructions du
fabricant. Chaque mesure a été effectuée en triple et un contréle positif (a-tocophérol a
1 mM) a été inclus dans le test.

3.5 Evaluation ex vivo de l'activité antioxydante des GAuNPs sur des explants
de peau humaine

15 explants de peau ont été€ préparés a partir d'une abdominoplatie d'une femme de
type européenne blanche, phototype II, agée de 55 ans. Ils ont été cultivés dans du
BEM dans une atmosphere humidifiée a 37°C et 5% de CO,. L'application topique de
GAuNPs a été réalisée avec 2 puLL de solution par explant (2 mg / cm?). Au bout de 4
jours, certains explants ont ét€ placés dans du HBSS et exposés a des UV-A (18T /
cm?). Immédiatement apres l'irradiation, les solutions de HBSS ont été retirées et
remplacées par du milieu frais, puis replacées dans l'incubateur a 37°C pendant 24
heures. Les explants ont ensuite été¢ coupés en deux. Une partie a été fixée dans une
solution de formol tamponnée et la seconde partie a été€ congelée et stockée a -80°C.
Apres 24h, des tranches de 5 um ont €t€ préparées afin d’observer la viabilité cellulaire
(coloration au trichrome de Masson) et les protéines oxydées (immunomarquage).
4.Etudes de sécurité
4.1Etudes de toxicité
4.1.1Toxicité aigué

L'étude de toxicité aigué AuNP est basée sur le document d'orientation n°129 de

I'OCDE. La toxicité a été évaluée sur des fibroblastes de souris Balb/c 3T3 ensemencés
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dans des microplaques a 96 puits a raison de 2x10° cellules par puits. La viabilité
cellulaire a €t€ évaluée par un test de neutralisation du rouge (NRU). Des solutions de
AuNP ont été préparées dans du DMEM apres homogénéisation aux ultrasons. Une
large gamme de concentrations (de 0,01 a 125 000 pg / ml) a été testée. Le dosage du
NRU a été effectué apres 48h d’incubation.
4.1.2Test de phototoxicité 3T3 NRU

Le test compare la cytotoxicité de produits chimiques appliqués a des fibroblastes de
souris (Balb / ¢ 3T3, clone A31) en présence ou en l'absence d'exposition a un niveau
non cytotoxique de lumiere UV-A (5 J / cm2). La cytotoxicité a ét€ mesurée en tant
qu’inhibition de la capacité a absorber le colorant essentiel, le rouge neutre (NR), un
jour apres le traitement UV-A. Cette étude était basée sur les lignes directrices de
I'OCDE n°432. La phototoxicité a ét€ €valué€e dans des fibroblastes de souris Balb/c
3T3 ensemencés dans des microplaques a 96 puits a 1x10* cellules par puits. Les
plaques ont été incubées pendant 24 heures, puis le milieu de culture a été retiré et les
cellules ont €t€ lavées avec du HBSS préchauffé. Ensuite, pour chaque plaque, huit
concentrations de AuNP et de CPZ (témoin positif) ont ét€ appliquées aux cellules (six
réplicats / concentration). Les cellules ont été exposées au produit pendant 1 heure. A
la fin de la période de traitement, une plaque par condition de test ou contrdle positif a
été exposée aux rayons ultraviolets, tandis que l'autre plaque est restée dans l'obscurité.
Pour les plaques irradi€es, les cellules ont été irradiées avec 5 J / cm? a température
ambiante dans un UVACUBE 400 (Sol-500) équipé d'un filtre HI a travers le
couvercle de la plaque a 96 puits. 50 minutes apres le début des traitements 1égers, les
solutions de chaque puits de toutes les plaques ont été retirées et les cellules ont été
lavées deux fois avec du HBSS préchauffé. Le dosage du NRU a €té utilis€ pour
évaluer les changements de la viabilité cellulaire apres 1'incubation de cellules de
NHDF avec de I'AuNP a diverses concentrations (de 0,01 a 200 pg / ml) pendant 24 ou
72 heures d'incubation. Les cellules témoins ont été€ incubées avec du milieu complet
(DMEM + 1% de SVF) et les expériences ont €t€ répétées six fois.
4.2Test de sensibilisation
4.2.1Test Keratinosens

Les cellules KeratinoSens ont d'abord €té étalées sur des plaques a 96 puits et
cultivées pendant 24 heures a 37°C. Ensuite, le milieu a été retiré et les cellules ont été
exposées au véhicule témoin ou a différentes concentrations de AuNP et de témoins
positifs. Les plaques traitées ont ensuite été€ incubées pendant 48 heures a 37°C. A la
fin du traitement, les cellules ont été lavées et la production de luciférase a été¢ mesurée
par luminescence €clair. Parallelement, la cytotoxicité a €t€ mesurée par un test de

réduction au MTT et prise en compte dans l'interprétation des résultats de sensibi-
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lisation. Quatre analyses indépendantes ont été réalis€es dans le cadre de cette étude.
4.2.2SENS-IS test

La solution AuNP est déposée a la surface de 1'épiderme et est doucement étendue
sur toute la surface. Apres 15 minutes d'exposition, EpiskinTM a €té rincé€ avec du
PBS, puis incubé a 37° C pendant 6 heures. Apres incubation, 1'épiderme reconstruit a
¢été retiré des inserts avec une pince et placé dans un cryotube pour la congélation dans
de l'azote liquide. L'épiderme a ensuite été transféré dans un tube contenant 1 ml de
réactif Qiazol et 2 billes d'acier. L’épiderme a €t€ homogénéisé au moyen du Tis-
sueLyser II. Apres centrifugation, le surnageant a été recueilli et stocké a -20°C jusqu'a
l'extraction de 'ARN et l'analyse de 61 genes liés au processus d'irritation, SENS-IS et
ARE.
4.3Tests d’irritation
4.3.1Test In vitro d’irritation de la peau

Le plan de 1'étude repose sur les lignes directrices de 'OCDE n © 439. Le potentiel
d'irritation cutanée de I'AuNP a été évalué a l'aide du modele de 1'€piderme humain re-
construit Episkin™. Les AuNP et les controles négatifs et positifs ont été appliqués lo-
calement sur des tissus en triple exemplaire et incubés a température ambiante pendant
15 minutes. A la fin de la période de traitement, chaque tissu a été rincé avec du D-
PBS et incubé pendant 42 heures a + 37°C, 5% de CO, dans un incubateur humidifié.
La viabilité cellulaire a ensuite été évaluée au moyen du test colorimétrique de
réduction au MTT. Les valeurs de viabilité relative ont été calculées pour chaque tissu
et exprimées sous forme de pourcentage de la viabilité moyenne des tissus de controle
négatifs qui a été€ fixée a 100% (en tant que viabilité de référence).
4.3.2Test In vitro d’irritation des yeux

Le potentiel d'irritation oculaire aigu€ de 1'AuNP a été évalué par la mesure de leur
effet cytotoxique sur le modele épithélial cornéen EpiOcular™. Les AuNP et les
contrdles négatifs et positifs ont été appliqués localement sur des tissus en double et
incubés a + 37°C pendant 30 minutes. A la fin de la période de traitement, chaque tissu
a €té rincé avec du D-PBS, incubé pendant 12 minutes a température ambiante pour
éliminer tout élément de test restant du tissu, appliqué sur un matériau absorbant, puis
incubé pendant 2 heures supplémentaires a 37°C, 5% de CO,dans un incubateur
humidifié. La viabilité cellulaire a ensuite ét€¢ évaluée au moyen du test colorimétrique
de réduction au MTT. Les valeurs de viabilit¢é moyenne ont €t€ calculées pour chaque
tissu et exprimées sous forme de pourcentage de la viabilité moyenne des tissus de
contrdle négatifs qui a été fixée a 100% (comme viabilité de référence).
4.4Tests micronucléaire et mutations

4.4.1Test in vitro de mutation génique sur cellules de mammiféres
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Le plan de 1'étude repose sur les lignes directrices de 'OCDE n°490. Les AuNP,
diluées dans de l'eau pour préparation injectable, ont été testées au cours d'une ex-
périence unique, avec et sans systeme d'activation métabolique (S9 mix) préparé a
partir d'une fraction de microsomes hépatiques (fraction S9) de rats induits avec
Aroclor 1254. Des cultures de 20 mL a 5 x 10° cellules de lymphome de souris
L5178Y TK +/- / mL ont été exposées a I'AuNP ou aux éléments de contrdle, en
présence ou en I'absence du mélange S9 (concentration finale de la fraction S9 de 2%).
Au cours de la période de traitement de 3 heures, les cellules ont été maintenues sous
forme de culture en suspension dans un milieu de culture RPMI 1640 complété par du
sérum de cheval inactivé par la chaleur a 5% dans un incubateur humidifié a 37°C et
5% de CO,. La cytotoxicité a été mesurée par évaluation de la croissance totale relative
ajustée, de la croissance relative de la suspension relative ajustée et de 1'efficacité du
clonage apres le temps d'expression. Le nombre de clones mutants (différenciant
petites et grandes colonies) a €té évalué apres expression du phénotype mutant.
4.4.2Test In vitro micronucléaire

L'objectif de cette étude était d'€valuer le potentiel des AuNP a induire une aug-
mentation de la fréquence des cellules micronucléées dans la lignée cellulaire de souris
L5178Y TK +/-. Le plan de I'étude repose sur les directives de 'OCDE n°487. Apres
un test préliminaire de cytotoxicité, les AuNP diluées dans de 1'eau pour préparations
injectables ont été testées au cours d'une seule expérience cytogénétique, avec et sans
systeme d'activation métabolique, le mélange S9, préparé a partir d'une fraction mi-
crosomique hépatique (fraction S9) de rats induite par Aroclor 1254. Chaque
traitement a €t€ associé a une évaluation de la cytotoxicité aux mémes doses. La cyto-
toxicité a €t€ évaluée en déterminant le PD (doublage de population) des cellules.
Apres le comptage final des cellules, les cellules ont été lavées et fixées. Ensuite, des
cellules provenant de trois niveaux de dose de cultures traitées avec AuNP ont été
déposées sur des lames de verre propres. Les lames ont €t€ séchées a l'air avant d'étre
colorées dans du Giemsa a 5%. Les lames de cultures témoins et positives ont
également été préparées comme décrit ci-dessus. Pour chaque expérience principale
(avec ou sans mélange S9), les micronoyaux ont été analysés pour trois doses d'AuNP,
pour le véhicule et les t€émoins positifs, dans 1000 cellules mononucléées par culture
(total de 2000 cellules mononucléées par dose). Le nombre de cellules avec des mi-
cronoyaux et le nombre de micronoyaux par cellule ont été enregistrés sé parément
pour chaque culture traitée et témoin.

B-RESULTATS
1.Synthese et caractérisation des GAuNPs

Les GAuNP ont été synthétisées comme décrit précédemment par Morel ef al (5).
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L'ajout d'extraits de plantes aux solutions de précurseurs d'or chauffées a provoqué un
changement de couleur du jaune pale au bleu. Ce changement de couleur, attribué a
l'excitation de la bande de plasmons de surface (SP), constitue la premiere preuve de la
formation d'AuNPs. Nous avons observé dans les spectres UV-Vis la disparition de la
bande de plasmons de surface (SP) de Au (III) a 290 nm au profit de SP a 524 nm, ce
qui est dii a la réduction des sels d'or et a la formation de Au (0), présence d'agents de
bioréduction qui sont des extraits de plantes (14).

La spectroscopie UV-Vis permet d'évaluer la formation et la stabilité de nano-
particules en solution aqueuse. La [Fig.1] montre un spectre typique obtenu avec des
extraits bruts ; la bande de plasmon de surface (SP) est large et comprise entre 550 et
590 nm avec un maximum a 550 nm ; ce qui est caractéristique des nanoparticules ani-
sotropiques ou 1’on retrouve différentes contributions de SP.

Le tableau 1 ci-dessous indique que le diametre hydrodynamique moyen des
GAuNPs estde 97,7 £ 7,1 nm. Ce diametre est le mouvement brownien et prend en
compte la couche d'extrait de plante formée autour de la nanoparticule. Le diametre hy-
drodynamique est plus grand que le diametre « sec » en raison des effets de sol-
vatation, de liaison hydrogene et de van der Waals. Le potentiel z€ta des GAuNPs est
de -33,8 + 7,4 mV en raison de la charge négative du groupe hydroxyle des fla-

vonoides recouvrant les NP et responsable de leur stabilité.

[Tableaux1]
Sample Ry (nm) PDI ZP (mV)
GAuNP 97.7+7.1 0.25 +£0.04 -33.8x74

Tableau 1 : Diametre hydrodynamique (Ry), indice de polydispersité (PDI) et
potentiel zéta (ZP) mesurés sur une solution de GAuNP. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SD de cinq expériences distinctes.

Ces résultats corroborent les données TEM et XPS des figures 1 et 2.

En effet, les AuNPs apparaissaient dans le TEM sous forme d'une population poly-
dispersée constituée de particules en forme de fleur de 40 nm associées a des
composants organiques provenant d'extraits de plantes. Les flavonoides présents dans
l'extrait de plante sont capables de réduire les ions d'or et d'agir comme agents de
coiffage efficaces, stabilisant les GAuNPs. Les images TEM montrent des nano-
particules entourées d'une couche mince avec une densité électronique médiocre
attribuée a une couche organique, qui stabilise les nanoparticules d'or.

La région Au4f présente les composantes spin-orbite bien séparées: Audf7 /2 et
AudfS /2 arespectivement 84,2ev et 87,89¢ev. Selon Casaletto et al., le pic Audf7/2
peut étre une référence d’énergie de liaison utile a 84,00eV. Des changements

d’énergie de liaison peuvent étre observés avec des nanoparticules d’ Au, mais deux
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états d’or, Au (0) et Au (I) ont été rapportés. L'état Au (1) a été décalé de 2eV de 1'état

Au (0). D'apres la [Fig.2] et le tableau 2 ci-dessous, aucun pic de Au4f n'a été observé

a 86,2ev. Le tableau 2 indique €galement la présence de pics majeurs Audf 7/2 a

84,2ev et 86,5 ev, ce qui correspond a Au (0).

[Tableaux2]

Name

Peak BE

FWHM eV

Area (P)
CPS.eV

Atomic %

Au4f7/2

84,24

091

478,63

0,02

Au4f7/2

86,51

1,52

313.,6

0,01

Au4f5 )

87,89

1,09

483,09

0

Au4f5 )

90,16

1.6

278,16

0

Si2p

101,96

1,56

839,38

0,39

CL2p

200,54

1,42

985,84

0,17

Cls

286,28

2,96

149842,02

61,42

N1s

399,89

1,24

2046,27

0,49

In3dS

445,85

1,33

1779,81

0,06

[0099]
[0100]

Tableau 2 : Pics d'énergie de liaison obtenus en XPS pour GAuNP

Tanaka et Negishi (15) ont attribu€ la haute énergie de liaison Au4f a la liaison des
atomes d'or de surface des nanoparticules aux molécules entourant les nanoparticules
d'or qui les stabilisent. Ce décalage est attribué a une électrodonation des NP vers les
agents stabilisants. Les polyphénols sont des ligands bidentés qui se chélatent en Au
(IIT) en formant un cycle stable. Les hydroxyles orthophénoliques peuvent chélater en
Au (IT), conduisant a la formation d'un complexe stable Au (I11).
[0101]  Ensuite, le complexe est réduit a Au (0) in sifu. Les autres parties des groupes
hydroxyle orthophénoliques sont oxydées en quinone correspondante, a savoir
l'orthoquinone. La stabilisation peut étre effectuée via OH libre ou carbonyl quinones.
[0102] Le changement d'énergie de liaison est attribué a l'effet chélateur entre les ions Au et
les ligands.
[0103]  On peut en conclure que l'or Au (III) a été réduit par des extraits de plantes, ce qui a
donné des nanoparticules d'or Au (0) stabilisées par des polyphénols.
[0104] Larégion Ol présente un pic unique a 532,94 eV, démontrant une liaison de coor-
dination carbonyle a l'atome d'or de surface de la nanoparticule.
[0105]  Des études de stabilité ont ét€ effectuées sur la suspension de nanoparticules. Pendant
un mois, des spectres d'absorption sur une suspension d'AuNP stockées a 4°C ont été

régulierement mesurés pour analyser la présence d'agrégats. Le pic d'absorption était
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similaire pendant toute cette période, indiquant une absence d'agrégation. De plus, le
diametre hydrodynamique a ét€é mesuré sur une solution fraiche et 4 mois plus tard.
Les valeurs obtenues pour la suspension fraiche et la suspension vieillie étaient com-
parables et presque inchangées.

2.Composition chimique de I'extrait de plante médicinale utilisé comme agent de
bioréduction

L’extrait brut de plante médicinale présente une solubilité dans I’eau supérieure a
celle des flavonoides isolés lorsqu’il est introduit dans le mélange réactionnel. Ceci
suggere une interaction synergique entre les flavonoides qui conduit par conséquent a
une réaction de réduction efficace, a la nucléation et a la croissance des nanoparticules.

L'extrait aqueux obtenu avec des feuilles séchées a été analysé par spectroscopie
LCR, LC-MS / MS et RMN 1H en phase inverse. La nature complexe de ce mélange
est attribuée a la grande variété de composés chimiques appartenant tous a la famille
des flavonoides. Cela pourrait étre considéré comme un mélange complet comprenant
un agent réducteur et un agent coiffant.

Le chromatogramme HPLC, utilisant la détection des aé€rosols chargés (CAD) sur la
[Fig.3], a montré 21 pics majeurs. L'extrait a été séparé en 5 fractions A-E.

L'analyse LC-MS / MS de l'extrait aqueux de la [Fig.4] permet l'identification et la
quantification relative de 18 composés. Cette quantification a €té établie en utilisant
’apigénine comme référence. Nous en avons déduit que les 18 composés identifiés re-
présentaient 7,7% de l'extrait sec. A partir de cette premiére information, des hy-
potheses structurelles pourraient étre formulées, en référence a la bibliographie (4, 16).
3.Synthese et caractérisation de CAuNP

Les CAuNPs ont été préparées selon la méthode de Turkevich. Une solution rouge a
été obtenue a la fin de la synthese. Cette méthode est la plus ancienne et la plus utilisée
(11), ce qui permet de simplifier la mise au point de nanoparticules d’or de 15 nm
fonctionnalisées par échange de ligand ([Fig.5]). Les nanoparticules obtenues sont sta-
bilisées par du citrate en solution aqueuse.
4.Activités biologiques

Le dosage du NRU a été utilisé pour €valuer les changements de la viabilité
cellulaire. Apres 24h d'incubation, GAuNP et CAuNP n'avaient pas d'effet cytotoxique
significatif sur la viabilit¢ du NDHF a des concentrations comprises entre 0,005 et 50
ug / ml. Apres 72h d'incubation, comme le montre la figure 7a, GAuNP n'avait pas
d'effet cytotoxique significatif sur la viabilité des cellules NHDF jusqu'a 25 pug / ml,
alors qu'un effet cytotoxique dépendant de la dose était observé a partir de 50 pug / ml.
La concentration de 30 ug / ml a été retenue comme dose maximale testée pour étudier

l'activité biologique du GAuNP. En ce qui concerne CAuNP, apres 72h d'incubation,



[0113]

[0114]

16

aucun effet cytotoxique significatif sur la viabilit€ n'a été observé jusqu'a 40 pug / ml,
tandis qu'un effet cytotoxique a ét€ observé a 80 g / ml.

Les propri€tés anti-radicalaires de I'AuNP ont ét€ €valuées a l'aide d'une méthode
basée sur le balayage du radical DPPH. Différentes concentrations de AuNP ont été
testées de 0,05 a 10% et chaque mesure a €té réalisée en triple. Un contréle positif
(a-tocophérol a 50 uM) a ét€ inclus dans le test. Comme le montre la figure 7a,
GAuNP possede une activité de piégeage radical des DPPH. Une inhibition dépendante
de la dose de DPPH a été observée dans la plage des concentrations testées, ce qui a
permis de déterminer la CI50 a partir de la courbe de régression [DPPh (%) = f
(concentration)]. La valeur IC50 pour l'activité antioxydante de GAuNP s'est avérée
étre de 3,29%, soit 16,5 ng / ml. Dans les mémes conditions expérimentales, le signal
DPPH était inhibé a 96% avec 50 uM d'a-tocophérol (VE) et aucune inhibition n'était
observée avec CAuNP (Figure 7b). Les CAuNPs synthétisées avec le protocole
standard n'ont pas d'activité antioxydante. Donc, obtenir de « simples » nanoparticules
d'or ne suffit pas pour obtenir des propriétés antioxydantes. L'enrobage d'extrait de
plante améliore la propriété d'élimination des radicaux libres des nanoparticules d'or.
De plus, les interactions €lectrostatiques entre les composés phytochimiques chargés
négativement et les GAuNP semblent contribuer de maniere synergique a
I'amélioration de la bioactivité inhérente des plantes médicinales (17, 18). Nous
pouvons en conclure que I'extrait de plante a permis la formation de nanoparticules
hautement antioxydantes, beaucoup plus élevées que la vitamine E.

Afin d'évaluer le potentiel dermoprotecteur des NP dans les cellules de la peau
humaine, une approche expérimentale in vitro basée sur la mesure de l'activité de la
métalloprotéinase I (MMP-1 ou collagénase) de la matrice dans des cellules NHDF
exposées au rayonnement UV-A a été réalisée. Les taux de MMP-1 ont été quantifiés
dans le milieu de culture apres traitement et irradiation UV-A. Les cellules NDHF ont
été traitées avec AuNP avant (24h) et apres (24h) irradiation UV. Chaque condition ex-
périmentale a été analysée trois fois et un contréle positif (a-tocophérol a 1 mM) a été
inclus dans I’essai. Les concentrations de MMP-1 dans les différents échantillons (ng /
puits) ont été corrigées par les teneurs en protéines (ug / puits) dans les puits de culture
correspondants. Comme le montre la figure 6b, l'irradiation UV-A a nettement
augmenté la production de MMP-1 dans les cellules NHDF t€émoins. Une aug-
mentation de 8 fois de la MMP-1 de base a €t€ observée apres une exposition aux UV-
A. Le traitement des cellules avec GAuNP et CAuNP a montré une diminution signi-
ficative de la production de MMP-1 de maniere dépendante de la dose. La valeur IC50
de l'activité antioxydante de GAuNP et CAuNP s'est avérée €tre de 9,25 ug / ml et de
30,1 pg / ml, respectivement. Dans les mémes conditions expérimentales,

l'a-tocophérol réduit de 52% la collagénase induite par l'irradiation UV-A.
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L'application topique de GAuNPs n'a pas modifié la viabilité cellulaire par rapport
aux explants témoins (non exposés ou exposés aux UV-A sans GAuNPs), mais la
formation de protéines oxydées a été€ réduite. En 1'absence d'irradiation UV-A, les
GAuNPs ont diminué le taux de protéines oxydées endogenes dans le derme. En outre,
ils ont totalement inhibé¢ la formation de protéines oxydées induites par les irradiations
UV-A, offrant ainsi une protection antioxydante dans le derme. Les GAuNPs ont donc
une bonne activité antioxydante.
5.Etudes de sécurité

Les objectifs de ces tests étaient d'évaluer l'innocuité des AuNP en tant que matiere
premiere pour les cosmétiques. Depuis 1'entrée en vigueur de l'interdiction mondiale
des tests sur les produits cosmétiques pour animaux, plusieurs tests in vitro ont €té
réalisés pour évaluer : la toxicité, la sensibilisation cutanée in vitro, l'irritation in vitro
et la toxicologie génétique.

Pour I’essai de toxicité aigué, apres 48 incubations avec AuNP, aucune diminution de
la viabilité cellulaire n’a été constatée, quelle que soit la concentration ; par
conséquent, aucune Cls, et donc aucune DLs, n’a été estimée. Donc, selon cette étude,
les AuNP ne sont pas considérés comme cytotoxiques. Plusieurs concentrations
comprises entre 0,32 et 1 000 pg / ml ont ensuite été utilisées pour évaluer la photo-
toxicité. La phototoxicité est définie comme une réponse toxique d'une substance qui
est soit déclenchée, soit augmentée apres une exposition a la lumiere. 24 heures apres
I'exposition a la lumiere, aucune modification de la morphologie des cellules n'a été
observée et il n'y avait aucune diminution de 'absorption de NR a aucune des concen-
trations testées dans les plaques irradiées et non irradi€es. Dans les conditions expéri-
mentales de cette étude, il a €t€ déterminé que les AuNP testées jusqu'a 1 000 pg / ml
n'étaient pas phototoxiques, conformément aux classifications présentées dans la
directive 432 de 'OCDE.

La deuxic¢me série de tests visait a évaluer le potentiel de sensibilisation de la peau
aux AuNP. Avec le test KeratinoSens, le potentiel des AuNP pour activer le facteur de
transcription Nrf2 a été€ évalué. Quatre analyses ont été effectuées en utilisant dif-
férentes concentrations de 0,2 a 400 pg / ml. Le résultat final est négatif, en accord
avec la directive de I'OCDE, de sorte que les AuNP n'ont pas le potentiel d'activer le
facteur de transcription Nrf2. En complément de ce test, un test SENS-IS a été réalisé
pour évaluer la capacité des AuNP a induire 1'expression de biomarqueurs spécifiques
d'irritation et de sensibilisation dans un modele d'é€piderme reconstruit en 3D. Le profil
d'expression de 61 geénes divis€s en trois ensembles a été analysé : un ensemble de 23
genes liés au processus d'irritation et les deux autres ensembles de genes, nommeés
«SENS-IS» et <ARE», avec 21 et 17 biomarqueurs respectivement, impliqués dans la

sensibilisation de la peau (19-20). En présence d’ AuNP, moins de 7 geénes des groupes
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de genes «<SENS-1S» et <ARE» ont été exprimés, conduisant a un test négatif. En
conclusion, les AuNP peuvent €tre classées comme non sensibilisantes.

La troisieme série d'essais consistait a évaluer l'irritation de la peau et des yeux. Pour
les irritations cutanées, le principe de I’essai repose sur le fait que les produits
chimiques irritants sont cytotoxiques pour le modele de 1I’épiderme reconstruit Episkin
™ apres une exposition de courte durée. Les produits chimiques irritants peuvent
pénétrer dans la couche cornée et sont suffisamment cytotoxiques pour entrainer la
mort cellulaire dans les couches cellulaires sous-jacentes. Apreés une exposition de 15
minutes et une période de récupération de 42 heures, la viabilité moyenne relative des
tissus traités avec les AuNP était de 95% avec un écart type de 3%. Dans les conditions
expérimentales de cette étude, les AuNP sont considérées comme non irritantes pour la
peau. En ce qui concerne l'irritation oculaire, la viabilité moyenne relative des tissus
traités avec les AuNP est de 96%, avec une différence de 4% entre les tissus dupliqués.
Comme la viabilité moyenne est supérieure a 60% apres la réduction du MTT, les
résultats répondent aux criteres de réponse « non irritante ». Dans les conditions expé-
rimentales de cette étude, les AuNP sont considérées comme non irritantes pour
1'épithélium humain reconstruit ressemblant a la cornée.

La quatrieme série d'essais visait a évaluer la génotoxicité des AuNP. Pour la
recherche de mutations de geénes cellulaires, en utilisant une solution d’AuNP a la
concentration de 500 mg / mL dans le véhicule et un volume de traitement de 1% (v /
v) dans un milieu de culture, les niveaux de dose choisis étaient 156,3, 312,5, 625.
1250, 2500 et 5000 pg / mL, avec et sans mélange S9. Aucun précipité n'a été observé
dans le milieu de culture, a quelque dose que ce soit, ni au début ni a la fin de la
période de traitement de 3 heures. Aucune augmentation notable de la fréquence de
mutation n'a été constatée par rapport au véhicule témoin correspondant, a quelque
dose que ce soit, avec ou sans mélange S9 (IMF <FEM de 126 x 10-6). De plus,
aucune relation dose-réponse n'a été démontrée par la régression linéaire. Ainsi, ces
résultats répondaient aux criteres de réponse négative. Dans les conditions expéri-
mentales de cette étude, les AuNP n'ont montré aucune activité mutagene dans le test
du lymphome de souris, que ce soit en présence ou en 1'absence d'un systeme de méta-
bolisation du foie chez le rat. Pour l'analyse micronucléaires, les doses choisies pour
'analyse du micronoyau étaient les suivantes : 1250, 2500 et 5000 pg / mL, ce dernier
étant le niveau de dose recommandé le plus élevé. Apres les traitements de 3 heures
avec et sans mélange S9 ou le traitement de 24 heures sans mélange S9, aucune aug-
mentation statistiquement significative ni liée a la dose de la fréquence des cellules mi-
cronucléées n'a été notée a aucune des doses analysées par rapport au témoin cor-
respondant. De plus, aucune des doses analysées n'a montré une fréquence de cellules

micronuclées des deux cultures répliquées au-dessus de la plage historique du véhicule
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correspondante. Ainsi, ces résultats répondaient aux criteres d'une réponse négative.
Dans les conditions expérimentales de 1'étude, I'AuNP n'a provoqué aucun dommage
chromosomique ni aucun dommage a l'appareil de division cellulaire, dans des cellules
somatiques de mammiferes en culture, en utilisant des cellules de lymphome de souris
L5178Y TK +/-, en présence ou en 'absence de foie systeme métabolisant.

C- CONCLUSION

Cette étude montre l'intérét des nanoparticules en tant que matériau pour les ap-
plications cosmétiques. L'extrait d'Hubertia ambavilla contient des constituants
bioactifs utilisés pour la synthése de nanoparticules d'or aux propriétés intéressantes,
notamment pour les applications cosmétiques. Les AuNPs vertes ne sont pas toxiques,
ni pour les cellules de fibroblastes, ni pour les cellules dermiques, et sont capables de
piéger efficacement les radicaux libres. Ils présentent un effet protecteur contre les
dommages causés par les UV-A aux cellules de fibroblastes et aux cellules dermiques.
Des tests réglementaires visant a garantir la sécurité des nanoparticules d'or en tant
qu'ingrédients dans les cosmétiques ont été réalisés et ont démontré que les AuNP ne
sont pas toxiques, ni génotoxiques, ni irritants ni sensibilisants, conformément aux di-
rectives de 'OCDE. Ces résultats suggerent que les AuNP vertes sont un ingrédient
prometteur dans les cosmétiques.
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Revendications

Composition comprenant au moins une nanoparticule d’or comprenant
un mélange d’or et un extrait de plantes riche en flavonoides pour son
utilisation dans le traitement préventif des dommages cutanés dus aux
UV et/ou aux radicaux libres.

Composition selon la revendication 1 pour son utilisation selon la reven-
dication 1, dans laquelle ledit extrait est un extrait brut.

Composition selon la revendication 1 pour son utilisation selon la reven-
dication 1, dans laquelle ledit extrait est un totum.

Composition selon 1’une revendications 1 a 3 pour son utilisation selon
I’une des revendications 1 a 3, dans laquelle I’extrait de plante est choisi
parmi un extrait de Hubertia ambavilla, Hypericum lanceolatum,
Aphloia theiformis, Ayapana triplinervis, Camellia sinensis var.
assamica, Citrus hystrix, Curcuma longa, Cryptomeria japonica,
Dodonaea viscosa, Mussaenda arcuate, Nuxia verticillate, Olea

europea Africana, Phyllanthus casticum, Pittosporum senacia, Psidium
cattleianum, Psiloxylon mauritianum, Terminalia bentzoe ou Vepris
lanceolata.

Composition selon la revendication 4 pour son utilisation selon la reven-
dication 4, dans laquelle ledit extrait est un d’extrait brut de Hubertia
ambavilla.

Composition selon la revendication 4 pour son utilisation selon la reven-
dication 4, dans laquelle ledit extrait est un totum de Hypericum lan-

ceolatum.
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