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ABREGE

L'invention se rapporte a I'amélioration des proprietés anti-élastase de

compositions cosmétiques par incorporation de composeés de formule :
O R |
| |
RZHC——O——CHz—*-(l)-—CHZ—-OH (1)
NH

|
R1

dans laquelle

R représente un atome d'hydrogéne, un radical alkyle en C1-C4 ou un radi-
cal hydroxyalkyle en C4-Cy4 ;
R4 et Ry, identiques ou différents, représentent chacun une chaine hydro-

carbonee linéaire ou ramifiée en C4-C4p pouvant porter un ou plusieurs groupes

hydroxyles, une ou plusieurs insaturations ou renfermer une ou plusieurs fonctions
ester, ether ou amide.

Elle concerne également de nouveaux analogues de céramides, leur procé-
de de préparation et leur utilisation. Ces nouveaux analogues de cérami-

des ont pour propriété d'améliorer les propriétés anti-élastases

des compostitions cosmétiques, dermocosmétiques ou pharma-

ceutiques dans lesquelles ils sont incorporeés.
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COMPOSITIONS COSMETIQUES, NOUVEAUX ANALOGUES DE CERAMIDES
A ACTIVITE ANTI-ELASTASE, PROCEDE DE PREPARATION ET UTILISATIONS

DESCRIPTION

La presente invention se rapporte au domaine des cosmétiques, et concerne
plus particulierement lincorporation d'analogues de céramides dans les composi-
tions cosmeétiques, dermocosmétiques ou pharmaceutiques en vue d'améliorer leurs
propriétés anti-elastase.

La peau humaine contient de I'élastine, une protéine fibreuse qui, en asso-
ciation avec des glycoprotéines, forme les fibres élastiques responsables de I'élas-

10 ticité des tissus.

20

30

La production d'elastine commence dés le stade embryonnaire et se poursuit
jusqu'a l'age de 20 ans environ. Dés lors débute le processus de vieillissement
normal des tissus qui tend a réduire leur élasticité. |l se produit une diminution et un
ralentissement de la synthese de [‘élastine, d'une part, et une augmentation de la
teneur en €lastases qui hydrolysent ['élastine, d'autre part. Il en résulte une raréfac-
tion des fibres elastiques, la peau perd sa cohésion, devient flasque et des rides
apparaissent en surface.

Des facteurs externes tels que ['exposition chronique aux rayons solaires
accelerent le vieillissement cutané. Les UV notamment induisent un épaississement

et un raccourcissement des fibres élastiques qui n'assurent plus leur réle dans la
structure de la peau et activent les élastases.

Plusieurs methodes ont été proposées pour atténuer les rides apparaissant
lors du vieillissement cutané.

On a envisage d'incorporer de |'élastine dans des compositions cosmétiques
afin que cette derniere constitue un substrat des élastases de la peau. L'application
de telles compositions a certes pour effet de ralentir la dégradation de I'élastine
endogene. Elle s'accompagne toutefois d'une augmentation de la teneur en

fragments d'élastine dans la partie supérieure de I'épiderme (le stratum corneum), ce
qui entraine une kératinisation excessive.

On a propose d'attenuer les rides en appliquant sur la peau des agents

favorisant la desquamation des cellules mortes. L'apparence lisse obtenue par cette
methode est temporaire.

On a encore decrit des compositions a base d'un gel de polymére hydrophile

dont le rOle est de combler les rides et les ridules et qui, en séchant, conférent a la
peau un aspect lisse et satiné.

PTT T T T L P pp—
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On a enfin propose d'agir sur le processus de vieillissement de la peau en
bloguant l'action des elastases. Les élastases sont synthétisées par les fibroblastes
cutanes et les leucocytes, notamment les leucocytes polynucléaires. Ces enzymes
sont capables de degrader ['élastine et d'autres constituants de la peau. Elles
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renferment un site de fixation de ['élastine et un site assurant la coupure. Les inhibi-
teurs des elastases peuvent se fixer sur 'un ou 'autre site.

Les inhibiteurs d'elastases connus dans le domaine cosmétique sont soit
naturels, principalement sous forme d'extraits vegetaux (voir par exemple JP-A-
10045555 ; JP-A-10036281 ; FR 2 746 316 ; FR 2 727 313 et V. BIZOT-FOULON et
al., International Journal of Cosmetic Science, Vol. 17, pp. 255-264 (1995) soit
synthétiques (voir par exemple US 5 614 489 et FR 2 746 316).

Les inhibiteurs qui présentent une analogie structurale avec les céramides
naturels de la peau s'avérent particuli€rement intéressants. |

On sait en effet que la peau est riche en ceramides, en particulier au niveau
des couches superieures de l'epiderme.

Les céramides forment une classe particuliere de lipides caractérisés en ce
qu'ils sont constitués de sphingosine (ou d'un dérivé de cette derniére) amidifiée par
un acide gras. lls jouent un réle prepondérant dans le maintien de la cohésion du
stratum corneum et la regulation de la perte d'eau transépidermique. En outre, ils
sont connus pour avoir un effet de barriere a I'encontre des agressions extérieures,
notamment par protection des fibres élastiques avec lesquelles ils ont une forte
affinité. ' '

Les inhibiteurs d'elastases qui presentent une forte analogie de structure
avec les céramides naturels sont susceptibles de pénétrer facilement et rapidement
dans le derme et, par conséquent, d'agir efficacement sur les élastases. De tels
inhibiteurs d'élastases analogues de ceramides sont décrits dans la demande de
brevet WO 96/11956. lls sont obtenus par greffage de chondroitine sulfate sur un
céramide et sont plus spécialement adaptés pour combattre le vieillissement cutané
photo-induit.

Le besoin est donc grand de disposer de nouvelles compositions renfermant
des inhibiteurs d'élastase analogues de ceramides qui ont la faculté d'améliorer les

proprietés de la barriere cutanée et qui, en outre, peuvent étre préparées d'une
facon aisée et relativement peu coliteuse.

Il 2 maintenant &té trouve que I'on peut améliorer les propriétés anti-elastase
de compositions cosmetiques, dermocosmeétiques ou pharmaceutiques en leur
incorporant au moins un analogue de ceramide repondant a la formule générale :

0 R
Rz———lcl,——o-—crazwc\:-—-CHz——OH (0)
NH
c=0

i
R4
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dans laquelle

R represente un atome d'hydrogéne, un radical alkyle en C4-C4 ou un radi-
cal hydroxyalkyle en C4-C4 ;

R4 et Ry, identiques ou differents, représentent chacun une chaftne hydro-
carbonee lineaire ou ramifiee en C4-C4g pouvant porter un ou plusieurs groupes

hydroxyles, une ou plusieurs insaturations ou renfermer une ou plusieurs fonctions
ester, ether ou amide. |

Les composes conformes a linvention contiennent de préférence des

groupes R4 et Rp renfermant 14 a 30 atomes de carbone, et mieux encore 16 a 24
atomes de carbone.

Conformément a la présente invention, on peut utiliser un seul composé de
formule (I) ou un mélange de ces composes.

D'une fagon generale, les composés de formule (I) peuvent étre préparés
selon le procedeé qui consiste :

a- a faire reagir un amino-glycol de formule :

R

|
HO-—CHz—(ID—-CHz-—-OH (11)
NH.,,

dans laquelle R a la signification donnée précédemment,
et un agent acylant de formule :

O

dans laquelle R4 a la signification donnée précédemment et X représente un halo-
gene, de preference le chlore, ou un radical OR3 dans lequel R3 représente un

atome d’hydrogene, un radical aliphatique, linéaire ou ramifié, saturé ou insaturé, en
C1-Cg ou un radical acyle en C2-C41,

pour former le composé de formule :

R

HO—-CHZ-"-—C‘)—CHZ-HOH (IV)
NH
c=0
J

dans laquelle R et R4 ont la signification donnée précédemment, et
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b- a faire reagir le produit de réaction de I'étape a- et un agent acylant de
formule :

O

dans lagquelle Ro et X ont |a signification donnée précédemment,
pour former le composé de formule :

O R
S N
NH
s
L

dans laquelle R, R1 et R ont la signification donnée précédemment.

La preparation des composes de formule (l) dans lesquels R4 et Ry sont
identiques est avantageusement mise en ceuvre selon une variante du procédé
precite qui consiste a operer dans les conditions de I'étape a- seulement.

L'amino-glycol de formule (lI) est choisi dans le groupe constitué par le 2-
amino-1,3-propanediol, le 2-amino-2-méthyl-1,3-propanediol, le 2-amino-2-éthyl-1,3-
propanediol et le 2-amino-2-hydroxymeéthyl-1,3-propanediol.

A titre d'exemples non limitatifs de composés de formule (lll) ou (V) utilisa-
bles dans l'une ou l'autre des variantes du procédé, on peut citer les chlorures
d'acyle tels que le chlorure de palmitoyle, le chlorure de stéaroyle et le chlorure
d'oleoyle, les acides carboxyliques tels que l'acide palmitique, l'acide stéarique et
l'acide oleique, les esters d'acide carboxyliques tels que les esters méthylique ou
ethylique des acides carboxyliques précités, et les anhydrides d'acide tels que

I'anhydride stéarique et acetique. On utilise de préférence les chlorures d'acyle et les
esters d'acides carboxyliques.

La preparation des composés de formule (1) conformes a l'invention peut étre

mise en ceuvre par fusion des reactifs de formule (II), (lIl) et (V) ou en présence d'un
solvant.

Tout solvant peut étre utilisé dans le procédé pour autant qu'il n'est pas
susceptible de reagir avec l'un quelconque des réactifs mis en jeu. A titre d'exemples
de tels solvants, on peut citer les hydrocarbures aliphatiques tels que 'nexane ou
'neptane, les hydrocarbures cycloaliphatiques tels que le cyclohexane, les
hydrocarbures aromatiques tels que le toluéne, les composés hétérocyliques
oxygenes tels que le tétrahydrofurane ou azotés tels que la pyridine, et les amines

—-———ies
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tertiaires telles que la triéthylamine. Il est possible d'utiliser I'eau mais seulement lors
de l'etape a-.

De preference le solvant est anhydre.

Lorsque les composés de formule (Il) et/ou (V) sont un acide carboxylique
ou un ester d'acide carboxylique, on opére en présence d'un catalyseur chimique ou
enzymatique.

A titre d'exemples de catalyseurs chimiques, on peut citer les acides tels que

I'acide sulfurique, l'acide méthanesulfonique ou I'acide para-toluenesulfonique, et les
bases telles que 'hydroxyde de sodium, I'hydroxyde de potassium ou le methylate
de sodium.

A titre d'exemples de catalyseurs enzymatiques, on peut citer les hydrolases
telles que les esterases, plus particulierement les lipases telles que les lipases

produites par Mucor miehei, Candida rugosa, Candida antarctica ou Rhizopus

arrhizus, et les protéases. De tels catalyseurs peuvent se présenter sous la forme
d'enzymes libres ou immobilisées sur un support solide minéral ou organique. Ces
catalyseurs peuvent &étre mis en ceuvre dans un réacteur du type colonne ou
fonctionnant par lot ("batch" en anglais).

Dans la mise en ceuvre du procédé, le rapport molaire du composé (I au
composé de formule (111) ou (V) est généralement compris entre 10:1 et 1:10, et de
preference 2:1 et 1:2.

On effectue en général la réaction a une température pouvant varier de 10 a
190°C, de preference de 40 a 80°C, et sous agitation.

I est possible d'operer sous une pression comprise entre 0,5 kPa et

100 kPa, de préférence 2 kPa et 100 kPa, et sous un courant de gaz inerte tel que
I'azote ou l'argon.

La durée de la reaction peut varier dans une large mesure. Elle est le plus
souvent comprise entre 2 et 30 heures, et de préférence 4 et 24 heures.

A l'issue de la réaction, le milieu peut éventuellement subir un lavage et/ou
une ou plusieurs purifications

Le lavage peut étre effectué au moyen d'eau ou d'une solution acide diluée,
par exemple de l'ordre de 5 %.

A titre d'exemple de purification, on peut citer la recristallisation, de
preférence a chaud, dans un solvant approprié, par exemple un alcool tel que
I'ethanol ou le méthyl-2-propanol-2, un solvant chloré tel que le chloroforme ou le
dichloromethane, et un melange chloroforme/hexane, ou encore la chromatographie
sur une colonne remplie de silice et éiution avec un solvant chloré tel que le
chloroforme ou le dichlorométhane, un mélange binaire d'un de ces solvants et de
methanol, et un mélange d'acétate d'éthyle et d'hexane ou de cyclohexane.
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Parmi les composés de formule (1) selon l'invention, on préfére ceux dans
lesquels R represente un radical alkyle en C2-C4 ou un radical hydroxyalkyle en C+-

C4, et plus particulierement ceux dans lesquels R est un radical éthyle ou
hydroxymethyle.

La quantite d'analogue de céramide de formule (I) a introduire dans une
composition cosmetique, dermocosmeétique ou pharmaceutique pour obtenir I'effi-

cacite anti-€lastase recherchée est comprise entre 0,001 et 20 % par rapport au
poids de la composition, de preférence comprise entre 0,1 et 10 %.

La composition cosmetique, dermocosmétique ou pharmaceutique peut étre
une lotion, un lait, une créme, un gel, un baume, un shampooing, un aprés
shampooing, un produit de traitement du cuir chevelu ou des ongles ou un produit de
maquillage. La composition peut se présenter sous la forme d'une huile, d'une
émulsion, d'une dispersion aqueuse ou non, d'une pate ou d'une poudre.

La composition comprend au moins un véhicule aidant la pénétration de
'analogue de céramide dans la peau.

A titre d'exemples de véhicules, on peut citer :

— les emollients tels que les acides gras, les alcools gras et les huiles,

- les solvants tels que I'éthanol, l'isopropanocl, le propyiéneglycol, le
butyleneglycol et le polyéthyléneglycol 400,

- les humectants tels que la glycérine, la gélatine et le sorbitol.

— les adsorbants tels que la cellulose micronisée, les bentonites, les
silicates, la craie, le talc, I'amidon, la gomme, les polyacrylates et les polyamides,
notamment du type ORGASOL® commercialisé par ELF ATOCHEM . et

— les agents de solubilisation tels que les esters de polyglycéryle.

Le vehicule represente genéralement 80 a 99,9 % du poids total de la
composition, et de préeférence 90 a 99,5 %.

La composition peut contenir, en outre, des agents susceptibles d'interagir
avec la peau et favoriser la pénétration de I'analogue de céramide.

Parmi ces agents, on peut citer les composés qui provoquent une diminution
de la resistance naturelle de la peau tels que les solvants, les agents de
desquamation (par exemple les alpha hydroxyacides) et les tensio-actifs neutres (par
exemple un alcool ou un acide gras éthoxylé) ou anionique (par exemple les savons,
les N-acyl aminoacides, les acyitaurates, les alkyl éther carboxylates, les alkyl
phosphates, les alkyl éther phosphates et les alkyllactates.

Ces agents peuvent aussi étre des vecteurs de pénétration de I'analogue
precite tels que les microcapsules ou des nanocapsules (par exemple des liposomes
et des niosomes ou des composeés favorisant la constitution de phases lamellaires.
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La composition peut également renfermer des composés biologiquement

actifs tels que des agents hydratants (par exemple de I'acide hyaluronique ou des
dextranes sulfates).

Les analogues de céramides selon l'invention peuvent étre utilisés soit en
remplacement des céramides ou des analogues de céramides a activité anti-
elastase dans les compositions cosmétiques, dermocosmétiques ou
pharmaceutiques existantes, soit en sur-addition dans ces compositions.

Ces analogues sont en outre susceptibles d'avoir une action sur la régulation
de la perte d'eau transépidermique.

Les exemples qui suivent permettent d'illustrer l'invention. Dans ces exem-
ples, on utilise les méthodes d'analyse suivantes :

- Spectrographie infrarouge (IR)
Les spectres sont réalises au moyen d'un appareil PERKIN ELMER+1760

IRTF, en dispersion dans KBra 1 %.
Les valeurs sont exprimées en nombre d'onde par centimétre.

- Résonance magnétique nucléaire (RMN)
Les spectres sont realisés au moyen d'un appareil BRUCKERDRX 500, a

500 MHz (1H) et 125 MHz (13C) dans le DMSO-dg. La calibration de I'appareil est
effectuee au moyen de DMSO. Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm.
L'aspect des signaux est noteé : singulet (s), doublet (d), triplet (t), quadruplet (q),
multiplet (m), quintuplet (*5) et couplage AB (AB).

- Mesure de l'activité anti-élastase

L'activiteé anti-élastase est mesurée selon la méthode qui consiste a faire
reagir I'élastase de leucocytes humains (référence SE 563 ; Elastin Products Co. ;
Owensville, MO, USA) avec le N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide (réf. S4760 ; Sigma) et
mesurer la liberation de p-nitroaniline.

On utilise le N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide en solution dans le tétrahydrofu-

rane et une solution d'élastase a 100 mg/ml dans un mélange de glycérol et de
tampon acetate de sodium (50/50 ; v/v), pHS.

L'activite de I'enzyme est mesuree a 37°C dans 100 mM de tampon Tris-HCI,
pH8 contenant 0,01 % de Triton X-100 (volume/volume) et 0,02 % d'azide de sodium
(poids/volume). Le céramide a tester, solubilisé dans le tétrahydrofurane
(concentration en THF = 0,5 % en volume) est préincubé en présence de l'enzyme

(0,05 mg/ml) dans le tampon pendant 5 minutes a 37°C. On ajoute le N-succinyl-
(Ala)3-p-nitroanilide (concentration finale : 250 uM) et on mesure |a libération de Ia p-
nitroaniline dans une cuve en quartz par spectrophotométrie a 410 nm.

La capacité inhibitrice du céramide est exprimée en pourcentage d'inhibition
(% 1) selon la relation :

T (marques de commerce)
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YDl=  (1- %%)x‘l 00

dans laquelle Vi et Vo sont les vitesses d'apparition de la p-nitroaniline en présence
et en absence d'inhibiteur respectivement.
- Mesure de l'amelioration de la barriere cutanée
a) mesure de la Perte Insensible en Eau (PIE)
La mesure de la PIE permet de quantifier [a trés faible quantité d'eau qui

diffuse passivement a travers le stratum corneum. Ce paramétre représente un trés
bon index de la fonction barriére du stratum corneum. '

Cette methode est surtout utilisée pour contréler l'efficacité de formules
cosmétiques qui, contenant certains types de lipides sont capables de diminuer la
PIE et, en consequence, d'empécher la deshydratation du stratum corneum.

La sonde est laissée en contact de la peau pendant 2 minutes environ
de facon a atteindre une position d'équilibre.

PIE = D' dP (gradient de pression de vapeur)
dx

Les valeurs sont exprimées en g/m?#heure et permettent de calculer un
delta de PIE = PIE (peau traitee) - PIE (peau temoin).

L'appareil utilisé est un Evaporimétre EPI de Servomed.

Les mesures sont effectuées sur deux groupes de 15 volontaires sains
ayant une peau seche, avant I'application du produit (t=0) et apres l'application (t=0,5
heure, 1 heure, 3 heures et 6 heures) sur la face interne des deux avant-bras.

L'analogue de ceramide selon linvention ou le céramide temoin est incorporé dans
une creme ayant la composition suivante (en % en poids) :

Alcool gras saturé éthoxylé (CremophorJrAG ; BASF) 3,25
Alcool gras saturé éthoxylé (Cremophor'A25 : BASF) 1,75
Triglycéride caprilique/caprique (Miglyoi/812 N ; HULS) 3,00
Cire d'abeille stéarique (EsterfBW 67 ; KOSTER) 1,00
Pentastearate de polyglycerol-10 (Décaglyn*S-S ' NIKKO) 5,00
Alcool cétyliqgue (Nacol™6/98 : CONDEA) 4,00
Huile d'avocat vierge (BERTIN} 2,00
Stéarate d'octyle (Cetiol™868 ; HENKEL) 2,00
Dioctylcyclohexane (CetiolJrS . HENKEL) 3,00
Esters (phényle/méethyle/butyle/ éthyle/propyle) 0,50

+ (marques de commerce)
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d'acide parahydroxybenzoique (Phenonip*; SIPCA)
Eau demineralisée gsp 100
La teneur en analogue de ceramide dans la creme est égale a 0,5 %

(exemple 7), 1% (exemples 4 et 8) et 5 % (exemple 6), et celle des céramides
téemoins (a) et (b) est égale a 0,5 %.
La diminution des valeurs de PIE signifie une amelioration de la qualité

de la barriere cutanée qui traduit un meilleur pouvoir retentionnel de I'eau au niveau
de la couche cornée et donc une meilleure hydratation.

b) hydratation cutanée

L'eau peut etre considéree comme un dipdle électrique capable de
conduire [¢electricite. Le transport d'électricité dans un champ donné est
proportionnel a la quantité d'eau présente dans le sfratum corneum. Plus une peau
est riche en eau et plus le courant electrique passe rapidement entre 2 electrodes.

ll existe donc un lien entre l'hydratation du stratum corneum et les
modifications des proprietes electriques.

Les mesures de capacitance, liée a la constante diélectrique de la peau,
sont realisées par le Corneometre CouragetKhazaka CM 200, dont la sonde
présente une surface de contact avec la peau de 49 mm? ; cette sonde est appliquée
avec une pression constante sur la surface cutanée a mesurer, et l'indice
d'hydratation directement proportionnel au taux hydrigue de surface est instantané.

Sur la zone de mesure (avant-bras — voir paragraphe a) ci-avant), 3
mesures sont effectuees en ftriangle et rapprochees, dont la moyenne est
automatiquement calculée et représente ['Indice d'Hydratation (IH) individuel.

Les indices d'hydratation individuels sont moyennés sur I'ensemble des
sujets.

EXEMPLE 1
Dans un ballon maintenu a 50°C et sous un courant d'azote, on introduit

0,9 g (10 mmol) de 2-amino-1,3-propanediol (Réf. 35789-8 ; ALDRICH) dissous dans
20 mi de chloroforme contenant 5,6 ml (40 mmol) de triéthylamine. A la solution ainsi

obtenue, on ajoute goutte a goutte en 1,5 heure, une solution contenant 6,8 mi

(22 mmol) de chlorure de palmitoyle (Réf. P7-8 ; ALDRICH) dans 20 mi de chloro-
forme.

Apres 2 heures a 50°C, le milieu réactionnel est porté au reflux pendant
1 heure. Le milieu est lavé avec une solution aqueuse d'acide chlorhydrique a 5 %
en poids et de I'eau. La phase organique est récupérée et évaporée a sec. Le résidu
obtenu est recristailisé dans un melange chloroforme/hexane (8/2 (v/v)) et purifié sur
une colonne remplie de silice (eluant : chloroforme/meéthanol 95/5 (v/v)). On obtient

T (marque de commerce)
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le  1-palmitoyl-2-palmitoylamino-1,3-propanediol avec un rendement molaire de
30 %.

Ce compose presente les caractéristiques suivantes :
IR : 1547 et 1641 (amide), 1725 (ester)

RMN :
1 1 O
200 18 16 14 12 10 : | 55" H 44"
21 19 17 15 13 11 9 7

21 19 17 15 13 11 0 7
\/\/\//\/\/\/\\/\G/N\
20 18 16 14 12

10 H

5
O

TH : H5': 4,14 (m); H5" : 3,98 (m); H1:3,98 (m) ; H4 et H4" : 3,44 et 3,38
(2m); H7': 2,25 (t) ; H7 : 2,07 (td) ; H8': 1,54 (*5) ; H8 : 1,49 (*5): HO A H20: 1,43 &
1,10 (m) ; H9"a H20': 1,43 a 1,10; H21 + H21': 0,87 (t); NH : 7,32 (d) ; OH : 4,52
(t).

13C : C6 et C6':172,3 et 171,8; C5:62,7 ou 60,3: C4:60,3 ou 62,7 :
C1:495;C7:352;C7':33,3;C19+C19':30,9; C9aC18:286 a 28,1: C9' 3
C18':28,6 a 28,1; C8:24,9,; CB8':241; C2:23,3; C20 + C20':216: C21 +
C21':13,3.

Activité anti-elastase

Le tableau 1 rassemble Ies valeurs du pourcentage d'inhibition (%l) pour des

concentrations en 1-palmitoyl-2-palmitoylamino-1,3-propanediol égales a 250 uM et
500 uM.

EXEMPLE 2

Dans un ballon equipé d'un dispositif d'agitation et maintenu a 55°C, on
introduit 1,15 g (11 mmol) de 2-amino-2-méthyl-1,3-propanediol (ANGUS) solubilisé
dans 10 ml d'eau contenant 4,7 mi (33 mmol) de triéthylamine et une solution conte-
nant 3 ml (9,7 mmol) de chlorure de palmitoyle (Réf. P7-8 : ALDRICH) dans 10 ml de
tetrahydrofurane. Apres 24 heures de réaction a 55°C, le solvant est évaporé et le
residu obtenu est dissous dans du chloroforme et lavé avec une solution aqueuse
d'acide chlorhydrique a 5 % en poids et de ['eau.

Le produit obtenu est recristallisé deux fois dans du chloroforme a 60°C. On
obtient 2 g de 2-méthyl-2-paimitoylamino-1,3-propanediol.

Dans un ballon maintenu a 55°C et sous un courant d'azote, on introduit
0,92 g (2,7 mmol) du produit ainsi obtenu dissous dans 75 ml de chloroforme anhy-
dre contenant 0,87 mil (6,2 mmol) de triethylamine. On introduit ensuite, goutte a

Wl B AT e e
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goutte en 90 minutes, une solution contenant 0,88 ml (2,8 mmol) de chlorure de
paimitoyle (Ref. P7-8 ; ALDRICH) dans 15 mi de chloroforme anhydre. Le milieu
reactionnel est porte au reflux pendant 3 heures puis est lavé avec une solution

aqueuse d'acide chlorhydrique a 5 % en poids et de l'eau. Le solvant est évaporé &
sec et le residu obtenu est recristallisé dans un mélange chloroforme/hexane (8/2
(v/v)) a 4°C pendant 24 heures. Apres purification sur une colonne remplie de silice
(eluant : cyclohexane/acetate d'ethyle ; 70/30 (v/v)), on récupére le 1-palmitoyl-2-

methyl-2-palmitoylamino-1,3-propanediol avec un rendement molaire global de
20 %.

Activité anti-élastase

Le tableau 1 rassemble les valeurs du pourcentage d'inhibition (%) pour des

concentrations en 1-palmitoyl-2-methyl-2-palmitoylamino-1,3-propanediol égales a
250 uM et 500 uM.

EXEMPLE 3

Dans un ballon maintenu a 45°C et sous un courant d'azote, on introduit 5 g
(42 mmol) de 2-amino-2-ethyl-1,3-propanediol (ANGUS) dissous dans 100 mi de
chloroforme anhydre contenant 31 mil (227 mmol) de triéthylamine. A la solution ainsi
obtenue, on ajoute goutte a goutte en 3 heures, une solution contenant 13 ml
(42 mmol) de chlorure de palmitoyle (Ref. P7-8 ; ALDRICH) dans 100 ml de chloro-
forme. Apres 30 minutes d'agitation, on effectue un nouvel ajout de chlorure de
palmitoyle dans les conditions precitees.

Le milieu reactionnel est porté au reflux pendant 20 heures, puis il est lavé
avec une solution aqueuse d'acide chlorhydrique a 5 % et un mélange eau/chlorure
de sodium a saturation. La phase organique est récupérée et évaporée a sec. Le
résidu obtenu est recristallisé dans un mélange chloroforme/hexane (80/20 (v/v)) a
60°C et purnfie sur une colonne remplie de silice (éluant: cyclohexane/acétate
d'ethyle 70/30 (v/iv)). On obtient le 1-paimitoyl-2-éthyl-2-palmitoylamino-1,3-
propanediol avec un rendement molaire de 50 %.

Ce compose presente les caractéristiques suivantes :

RMN :
//3
H 2?- 44"
/\/\/\\ \/\/\ -
)7 1;’ \/\/ O 55" 1/\ OH

14 |
O
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TH : H5' et H5" : 4,21 et 4,16 (AB) ; H4 et H4" : 3,55 et 3,46 (AB) : H7': 2.26
(), H7:2,07 (t); H2: 1,74 (m) ; H2" : 1,63 (m) ; H8': 1,54 (*5) ; H8: 1,49 (*5) : HO &
H20:1,40 4 1,10 (m) ; H9' a H20': 1,40 & 1,10 (m) ; H21 + H21': 0,27 (1) ;: H3 : 0,80
().

13C : C6etC6 : 1724 et 172,2; C5:63,3: C4 : 616: C1:587: C7 :

35,8;C7':334 : C19+C19':30,8;C9aC18:286a28,1:C9'aC18 :286 a

28,1;,C8:25,0,C8:24,1,;C2:23,3;C20+ C20':216:;C21+C21':13,3:C3:
6,8.

Activité anti-élastase

Le tableau 1 rassemble les valeurs du pourcentage d'inhibition (% 1) pour

des concentrations en 1-palmitoyl-2-éthyl-2-palmitoylamino-1,3-propanediol égales a
250 uM et 500 uM.

EXEMPLE 4

Dans un ballon maintenu a 60°C et équipé d'un dispositif d'agitation
(155 tours/min) et d'un regulateur de vide relié a une trompe a eau, on introduit 1 g
(8,4 mmol) de 2-amino-2-ethyl-1,3-propanediol (ANGUS) et 4,65 g (15,1 mmol) de
stéarate de meéethyle (Réf. M8,070-9 ; ALDRICH).

Lorsque les produits sont fondus, on introduit 0,5 mmol de méthylate de
sodium (soit 0,06 equivalent par rapport au derivé propanediol engagé) en trois fois
sur une periode de 7/ heures, et on diminue la pression a 40 kPa, puis a 10 kPa.

Apres 7 heures de reaction, on porte la pression a 2 kPa pendant 1 heure
afin d'eliminer le dérive propanediol résiduel. Le résidu obtenu est recristallisé a

60°C dans un melange d'éthanol (30 ml) et d'acide chlorhydrique a 36 % (42,5 ul soit
0,5 mmol).

Activité anti-élastase

Le tableau 1 rassemble les valeurs du pourcentage d'inhibition (%l) pour des

concentrations en 1-stearoyl-2-ethyl-2-stéaroylamino-1,3-propanediol égales a
250 uM et 500 uM.

Mesure de l'ameélioration de la barriéere cutaneée

Les mesures de pérte Insensible en eau et d'hydratation cutanée sont
rassemblees dans les tableaux 2 et 3 respectivement.

EXEMPLE 5

On procede dans les conditions de I'exemple 2, premiere étape, modifié en
ce que l'on utilise 1,3 g (11 mmol) de 2-amino-2-ethyl-1,3-propanediol (ANGUS) et
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que l'on effectue une seule recristallisation. On obtient le 2-éthyl-2-palmitoylamino-
1,3-propanediol avec un rendement molaire de 30 %.

Dans un ballon, on introeduit 0,357 g (1 mmol) de 2-ethyl-2-paimitoylamino-

1,3-propanediol, 0,3 g (1 mmol) d'oleate de methyle (Ref. 0-4754 ; SIGMA), 150 g de

5 lipase supportée (Chirazym L2 ; Boehringer) et 10 ml d'octane. Apres 8 heures de

réaction a 90°C, on récupéere le 1-oleoyl-2-ethyl-2-palmitoylamino-1,3-propanediol
avec un rendement molaire global de 15 %.

EXEMPLE 6

10 Dans un ballon maintenu a 65°C et équipé d'un dispositif d'agitation et d'un
régulateur de vide, on introduit 1 g (8,4 mmol) de 2-amino-2-éthyl-1,3-propanediol
(ANGUS), 4,5g (15,1 mmol) d'oleate de methyle (ALDRICH) et on améne la
pression a 10 kPa. Apres une heure, on introduit rapidement 128 ui (0,672 mmol) de
méthylate de sodium. Apres 24 heures de réeaction, on forme le 1-oléoyl-2-ethyl-2-

15 oléoylamino-1,3-propanediol avec un rendement de 47 %.

Ce dernier est purifié par chromatographie sur une colonne remplie de silice
(éluant : hexane/acetate d'ethyle 80/20 puis 40/60 (v/v)).

Les mesures de 'ameélioration de la barriere cutanee sont donneées dans les

tableaux 2 (perte insensible en eau) et 3 (hydratation cutanée).
20

EXEMPLE 7

On procede dans les conditions de 'exemple 4 modifie en ce que 'on utilise
1 g (9,5 mmol) de 2-amino-2-méthyl-1,3-propanediol (ANGUS) et 5,26 g (17,8 mmol)
de stéarate de methyle.

25 Apres 23 heures de reaction, on obtient le 1-stéaroyl-2-methyl-2-
stéaroylamino-1,3-propanediol avec un rendement de 72 %.

Les mesures de 'ameélioration de la barriere cutanee sont données dans les
tableaux 2 (perte insensible en eau) et 3 (hydratation cutanee).

30 EXEMPLE 8

On chauffe a 140°C une suspension de tris(hydrométhyl)amino-meéthane
(500 mg ; 4,1 mol) dans du stearate de methyle (2,52 g; 8,2 mmol) a laquelle on
ajoute 16 ul (82 umol) de méthylate de sodium (un fort dégagement de méthanol est
observé). Aprés une heure, on diminue la température du milieu réactionnel a 110°C

35 et on ajoute par deux fois 16 yl de méthylate de sodium.
Apres 2 heures, le chauffage est arréte et le milieu réactionnel refroidi est

neutralisé avec une solution d'acide chlorhydrique 1M, et cristallisé successivement
dans I'heptane et I'éthanol.
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On obtient 1g de 1-stéaroyl-2-hydroxyméthyl-2-stéaroylamino-1,3-
propanediol (rendement : 38 %).

Les mesures de I'ameélioration de la barriere cutanée sont données dans les
tableaux 2 (perte insensible en eau) et 3 (hydratation cutanée).

TABLEAU 1
————— . ———————————————————
J (uM) (%) |
1 55 |
| 66
|
i |
2 8
57 |
3 33 |
43 ‘
| 4 67
86
| I
Référence (3) 81 1
| 100 |
i |
| Référence (b) 44
S50

(a) N-paimitoyl-D-erythro-1,3-dihydroxy-2-amino-4-frans octadécéne (Céramide
naturel préparé par synthese chimique ; Bio Lab Ltd)

(b) N-stéaroyl-phytosphingosine (céramide naturel preparé par fermentation et
synthese chimique ; Gist Brocades).
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TABLEAU 2

P e - . — - ———————© S—

- s = bbb § bl Sk Al

— TEWPS (heure)
| EXEMPLE [0 T705 [ 1 | 3 1 6 |
i 1
4 | Mss  452:0,79 | 3,80+0,85 | 2,95+1,15 | 4,30:0,97 | 4,00+1,24 |
- 3,97:1,20 |
7 |_Mis | 450420 | 4,071,72 | 3,78+1,67 | 3,7041,50 | 4,46:1,64 |
- 4,55+1,39 |
Témoin (a)| _ Ms#s | 4,4040,90 | 3,91+1,40 | 3,3741,00 | 4,2041,00 | 4,1141,41
| Témoin (b)|  Mss | 4,2242,17 | 4,09+1,86 | 3,80+1,75 | 3,53+1,57 | 4,36+1,82 |

(@) N-stéaroyl-D,L-sphingosine (Sedermd)
(b) N-stearoyl phytosphingosine (Cosmofermﬁ

TABLEAU 3

— T st [
| xewee N R S - -
66,87:7,50 | 65,56:6,96 | 62,31:7,17 | 62,91:7,78 |
|6 78,5316,23 | 75,20+7,78 | 67,0515,61 | 64,5646,14
7 66,13+5,48 | 65,5626,24 | 63,8217,05 | 61,65:6,32
76275 |7 0427 74| o4 15257 [ 727 53]
[Temoin | Mzs |63,95:8,45 [67,1147,74 ] 67,93:0,08 | 62,67+6,50 [ 63.4716,46 |
Temoin | M:s |61,0047.21] 67,55:7,89 | 67,45+7,33 | 63,20+5,36 | 61,36+3,79
(@) N-stéaroyl-D,L-sphingosine (Sedermaj = o |
(b) N-stéaroyl phytosphingosine (Cosmoferm)

I
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REVENDICATIONS

1. Compositions cosmétiques, dermocosmétiques ou pharmaceutiques,
caracterisees en ce qu'elles contiennent :

- au moins un analogue de céramide de formule :

I )
NH

|
Ry

dans laquelle
R represente un atome d'hydrogéne, un radical alkyle en C4-C4 ou un radi-
cal hydroxyalkyle en C1-Cy4 ;

R1 et Ry, identiques ou différents, représentent chacun une chaine hydro-

carbonee lineaire ou ramifiee en C4-C4q pouvant porter un ou plusieurs groupes

hydroxyles, une ou plusieurs insaturations ou renfermer une ou plusieurs fonctions
ester, éther ou amide,

- et au moins un vehicule cosmétiquement, dermocosmétiquement ou
pharmaceutiquement acceptable.

2. Compositions selon la revendication 1, dans lesquelles Rq et Ry repré-
sentent des chaines hydrocarbonées en C14-Cap.

3. Compositions selon la revendication 2, dans lesquelles R4 et Ry repré-
sentent des chaines hydrocarbonées en C45-Co4.

4. Compositions selon 'une des revendications 1 a 3, dans lesquelies R
represente un radical alkyle en C2-C4 ou un radical hydroxyalkyle en C4-Cg4.

5. Compositions selon I'une des revendications 1 a 4, dans lesquelles R est
un radical ethyie ou hydroxyméthyle.

6. Compositions selon l'une des revendications 1 & 5, dans lesquelles la

teneur en analogue(s) de ceramide(s) est comprise entre 0,001 et 20 % en poids de
la composition.

7. Analogues de céramides de formule :
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0 R
Rz——-g——o—-CHz——c::--CHz—-—OH 0
NH
c=0
3

dans laquelle

R represente un radical alkyle en C2-C4 ou un radical hydroxyalkyle en C1q-
Ca; |

R4 et Rp, identiques ou différents, représentent chacun une chaine hydro-
carbonee lineaire ou ramifiee en C4-C4p pouvant porter un ou plusieurs groupes

hydroxyles, une ou plusieurs insaturations ou renfermer une ou plusieurs fonctions
ester, ether ou amide.

8. Analogues selon la revendication 7, dans lesquels R représente un radical
éthyle ou hydroxyméthyle.

9. Analogues selon la revendication 7 ou 8, dans lesquels R1 et R2 sont des
chaines hydrocarbonées en C44-C3p.

10. Analogues selon la revendication 9, dans lesquels R{ et Ry sont des
chaines hydrocarbonées en C15-C9o4.

11. Procédé de préparation des composés selon I'une des revendications 7
a 10, qui consiste :

a- a faire réeagir un amino-glycol de formule :

R

|
HO—CH2~—C|:-—CH2-—OH (1)
NH.,,

dans laquelle R a la signification donnée dans la revendication 7,
et un agent acylant de formule :
R1--(|3|--X (E11)
O

dans laquelle R4 a la signification donnée a la revendication 7 et X
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represente un halogene, ou un radical OR3 dans lequel Rj3

représente un atome d'hydrogene, un radical aliphatique,

linéalre ou ramifié, saturé ou insaturé, en C71-Cg ou un

radical acyle en Cp-Cy1,

atome d'hydrogene, un radical aliphatique, linéaire ou ramifié, saturé ou insaturé, en

C1-C6 ou un radical acyle en C9-C41,
pour former le composé de formule .

)
HO—-CHZ—--?-*CHZ-——OH (1V)
t‘\lH
[~
R , et

b- a faire réagir le produit de réaction de l'étape a- et un agent acylant de
formule :

O

pour former le composé de formule :

O R
sz-lCl:—O-CHz——Cl‘:—-CHZ—OH (1
NH
c=0
R, -
12. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en

ce que X repréesente le chlore.

13. Procédé selon la revendication 12, dans lequel
les réactifs sont mis en oeuvre par fusion ou par

solubilisation dans un solvant organique approprié.
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14. Procédé selon l'une guelcongue des revendications

11 a 13, dans lequel l'agent d'acylation est un chlorure

d'acyle.

15. Procédée selon l'une qgquelconque des revendications
11 a 13, dans lequel on utilise un agent acylant choisi
dans le groupe constitué par les acides carboxyligues et

les esters d'acildes carboxyliques, et un catalyseur.

16. Procéedé selon la revendication 15, dans lequel le

catalyseur est un catalyseur chimique choisi parmi les

acldes et les bases.

17. Procédé selon la revendication 15, dans lequel le

catalyseur est un catalyseur enzymatique choisi parmi 1les

hydrolases.

18. Procédé selon la revendication 17, dans leguel 1le
catalyseur enzymatique est cholsl parmi les estérases et

les protéases.

19. ©Utilisation des compositions selon la revendi-
cation 1, pour le traitement non thérapeutique de la peauy,

du culr chevelu et des ongles.

20. Utilisations des analogues selon la revendication
7, pour la préparation de compositions a usage cosmétique,

dermocosmétique ou pharmaceutique.
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