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(57) Abstract: The invention concerns a cosmetic composition, in particular an anti-wrinkle or anti-aging or hydrating composition,
comprising an essential oil extracted from the flowery tops of Helichrysum italicum. Said composition is particularly designed for

body and face care.

O (57) Abrégé : La présente invention concerne une composition cosmétique, notamment anti-rides ou anti-age ou hydratante, com-
prenant une huile essentielle extraite des sommités fleuries d’Helichrysum italicum. Ladite composition est tout particulierement

destinée aux soins du corps et du visage.
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COMPOSITION COSMETIQUE COMPRENANT UNE HUILE ESSENTIELLE EXTRAITE D’HELICHRYSUM
ITALICUM

La présente invention a pour objet une huile
essentielle extraite Helichrysum italicum, sa préparation
et les compositions cosmétiques et dermatologiques la
contenant.

Il existe environ 500 espéces d’'hélichryses. Trés
polymorphes, il est difficile de les distinguer les unes
des autres. Elles sont encore trés mal connues et
l’extraction de 1'essence par distillation est peu
courante.

Il a toutefois déja été rapporté dans 1’art antérieur
la préparation d’une huile essentielle d’Hélichrysum
italicum comprenant de 1l’acétate de néryle (28,9 %) (Satta
M. et al., CAS, vol. 132, no.17, 24 Avril 2000).

I1 a par ailleurs été décrit 1’isolement de
flavonoides d’'Hélichrysum italicum et leur activité de
protection vis-a-vis du processus de dégénération de 1la
peau (Maffei Facino R. et al., CAS, vol . 115, no. 1991).
Mais les flavonoides n’ont rien & voir avec l’acétate de
néryle.

I1 a enfin été indiqué que l’'huile essentielle
d’Hélichrysum italicum présente des propriétés anti-
microbiennes (Chirkina N. N. et al., CAS, vol. 81, no. 9, 2
Septembre 1994) et peut étre utilisée dans des compositions
antiseptiques pour favoriser la cicatrisation (brevet US 5
785 972)

Les travaux réalisés par la Demanderesse dans le
cadre de la présente invention ont concerné la préparation

de l'huile essentielle extraite par hydrodistillation ou a
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l’aide d’un fluide d’extraction de préférence a 1l’état
super critique ou proche, de la matiére végétale des
sommités fleuries, d’une plante de 1la famille des
astéracées : Helichrysum italicum variété serotinum aussi
nommée Helichrysum angustifolium D.C.

La Demanderesse a maintenant mis en évidence les
propriétés cosmétiques et dermatologiques remarquables
d’une huile essentielle d’Helichrysum italicum. En effet,
l’acétate de néryle présent 3 fort pourcentage dans l’huile
essentielle d’hélichrysum italicum, 1lui confére des
propriétés trés particuliéres dans ces domaines

- activité anti-radicalaire trés élevée ;

- multiplication trés significative de la production
de collagéne I, de l’ordre de 6 fois ;

- augmentation de la production de VEGF de 1l’ordre de
2 fois ;

- accroissement des échanges cellulaires ;

- activation de la micro-circulation cutanée ayant
pour corollaire de faciliter 1l’é&limination des déchets,
donc revitaliser les cellules et dynamiser la biologie
cutanée ;

- propriétés décongestionnantes et protectrices
permettant de renforcer les équilibres et les défenses au
niveau de la peau ;

- action antiseptique et dermopurifiante contribuant

d assainir l’environnement cellulaire.

L’invention a donc pour objet une composition
cosmétique, notamment anti-rides ou anti-age ou hydratante,

comprenant une huile essentielle extraite des sommités
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fleuries d’'Helichrysum italicum, plus particuliérement de
la variété serotinum aussi nommée Helichrysum angustifolium
D.C. La composition selon 1l’invention est tout
particuliérement destiné aux soins du visage et du corps.

La composition de l’invention est utile pour le soin
de la peau, elle présente un intérét tout particulier pour
lutter contre le vieillissement de la peau (anti-age) et
notamment pour traiter ou prévenir les rides, pour hydrater
la peau ou la protéger des effets néfastes de
1’ environnement comme le soleil (composition solaire).

Avantageusement, l’huile essentielle est obtenue par
hydrodistillation ou & l’aide d’un fluide d’extraction de
préférence a 1l’état super critique ou proche.

La composition de 1l’huile essentielle d’'Hélichrysum
italicum de Corse est trés originale. Son constituant
principal, 1l’acétate de néryle, y est en forte proportion,
de 40 &4 50 % en moyenne et jusqu’d 70 % dans les monts de
la Balagne, région située au nord-ouest de la Corse. Il est
d remarquer que l’acétate de néryle est en forte proportion
lorsqu’on distille les sommités fleuries ; lorsqu’on
distille la plante entiére, le taux tombe & 5 % environ.

Tout préférentiellement, l’invention concerne
l’utilisation non thérapeutique de 1l’huile essentielle
d’hélichrysum italicum comme définie précédemment, dans une
composition cosmétique pour le soin de la peau, notamment
en luttant contre les rides et/ou en hydratant la peau et
plus généralement en luttant contre les effets du
vieillissement.

Plus particuliérement, 1l’'invention se rapporte a

l’utilisation de l’huile essentielle d’hélichrysum italicum
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d’une composition cosmétique ou dermatologique pour le soin
de la peau, notamment en luttant contre les rides et/ou en
hydratant la peau et plus généralement en luttant contre
les effets du vieillissement.

Les travaux réalisés par la Demanderesse dans le
cadre de l’'invention ont également permis de mettre en
évidence la capacité de cette huile essentielle & augmenter
la production de collagéne I et de VEGF ce gui s’est avéré
particuliérement utile pour lutter contre les rides et plus
généralement contre le vieillissement de la peau.

En effet, comme indiqué précédemment, 1l’huile
essentielle, son utilisation et 1les compositions la
contenant présente des propriétés remarquables pour

- hydrater la peau ;

- accrolitre les échanges cellulaires ;

- activer la micro-circulation cutanée et ainsi
faciliter 1’élimination des déchets et revitaliser les
cellules ;

- décongestionner, protéger et aingi renforcer les
équilibres et les défenses au niveau de la peau ;

- assainir l’environnement cellulaire.

Les compositions selon 1’invention comprennent une
quantité efficace de ladite huile pour obtenir les effets
anti-radicalaires, pro collagéne I et VEGF mis en évidence.
Cette quantité représente de 0,1 & 5%, de préférence de 0,1

a 2,1% en poids de ladite huile par rapport au poids de la

composition.
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Les compositions cosmétiques et dermatologiques selon
1’invention peuvent comprendre d’autres actifs comme par
exemple a titre non limitatif : perhydrosqualéne naturel,
sucroesters, huile de bourrache, huile d’onagre, huile de
pépins de raisins, vitamine A, vitamine E, allantoine.

Les compositions cosmétiques et dermatologiques selon
1’invention comprennent généralement aussi un ou plusieurs
agents de formulation, comme des agents tensiocactifs, des
agents conservateurs, des agents solubilisants, des agents
gélifiants, des additifs gras non végétaux, du propyléne
glycol, du sorbitol, du glycérol, de la triéthanolamine,
des bases de parfum, de l’eau en quantité suffisante pour
100.

Les compositions selon l'invention peuvent se
présenter sous toute forme connue de 1l'homme du métier dans
le domaine de la cosmétique et de la dermatologie, comme
par exemple, une créme, un lait, une lotion, un gel, un
masque, sans aucune restriction galénique particuliére
autre que celles de la compatibilité avec 1l’huile de
l’invention et pour l'application sur la peau.

L’huile selon 1l’invention peut é&tre libre ou incluse
dans des nanosphéres a libération retardée de fagon a créer
un effet de rémanence. A titre d’exemples de telles
nanosphéres, on peut citer les sphérulites ou celles
décrites dans 1la demande de Dbrevet internationale
WO00/35577.

Ainsi, l’invention a pour objet une méthode de soin
cosmétique consistant & appliquer sur la peau une quantité

adéquate de la composition ci-dessus.
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D’autres avantages et caractéristiques de 1l’invention
apparaitront des exemples qui suivent concernant la
préparation et les propriétés de 1'huile essentielle

d’Helichrysum angustifolium D.C.

I - Préparation de l'huile essentielle d’Helichrysum

angustifolium D.C.

L’extraction de 1l’huile essentielle pour ce type de
végétal s’effectue classiquement a& l’aide d’un générateur
de vapeur d’ol le fluide vaporisé est conduit par une
tubulure dans le fond d’une chambre d’extraction dans
lagquelle sont enfermés les végétaux. Cette installation est
reliée a un dispositif de maintien de pression régulée.

Les fluides d’extraction sont conduits dans un
serpentin de refroidissement. La séparation finale des
fluides d’extraction et des composants des huiles
essentielles s’effectue a4 la pression atmosphérique par
différence de densité. Cette technique a été souvent

décrite dans la littérature spécialisée.

IT - Pouvoir anti-radicalaire de 1l’huile essentielle

d’'Helichrysum angustifolium D.C.

Le radical hydroxyle est une molécule trés réactive
dont la production est activée par les différents stress
subits par la peau (pollution, UV, variations de
température, etc.). Il est responsable de nombreux dégéts
dans la cellule et notamment de la dégradation des

membranes par le phénoméne de péroxydation lipidique.
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L'objectif de la présente étude a été d’apprécier le
pouvoir anti-radicalaire d’un prodult cosmétigque par la
méthode in vitro des diénes conjugués.

Cette méthode permet de tester l’action protectrice
du produit sur des liposomes (analogues de membrane) soumis
d une attaque de radicaux hydroxyles (OH-)

1) Principe.

L’action des radicaux libres sur les acides gras
polyinsaturés des membranes est une péroxydation qui
conduit a la formation de diénes conjugués absorbant a 233
nm.

L’activité des antioxydants est donc dosée par leur
capacité a empécher 1la péroxydation d’acides gras
polyinsaturés contenus dans desg liposomes (modéle in vitro
se rapprochant le plus de la réalité in vivo).

Cette péroxydation est caractérisée par un pic
d’absorption & 233 nm. La méthode et le protocole utilisés
sont par exemple décrits dans la littérature.

2) Résultats.

Au terme de l'essai, il apparalt que le produit Huile
essentielle d’Helichrysum italicum inhibe la péroxydation
lipidique de 82 % + 2 % dans les conditions expérimentales.

Ce résultat est remarquablement satisfaisant.

Testée dans les mémes conditions opératoires une
huile essentielle de lévande inhibe 1la péroxydation
lipidique de 19 % + 2 %.

Cette activité anti-radicalaire est essentielle dans
la lutte contre le vieillissement accéléré.

Les cibles privilégiées des radicaux libres sont les

lipides des membranes cellulaires. En les agressant, ils



WO 03/018730 PCT/FR02/02954

10

15

20

25

30

viennent perturber leur minutieuse organisation, la
membrane perd de sa fluidité et de sa cohésion.

A la longue, elle finit par se fissurer et ne peut
plus jouer son rdle de barriére protectrice. Le tissu
conjonctif, constitué essentiellement de collagéne, =se
trouve également touché, ce qui accélére le vieillissement.

Pour mieux comprendre ce phénoméne du vieillissement
accéléré, il convient de rappeler deux notions simples

- Un atome est un ensemble d’'éléments en équilibre,
électriquement neutre.

- Un radical libre est un atome possédant un électron
célibataire lul donnant une trés grande réactivité dans la
recherche d’un autre électron afin de retrouver un état
stable.

Dansg la recherche d’un état stable, les radicaux
libres sont trés actifs et induisent d’importantes
modifications réactionnelles au sein de la cellule,
modifications pouvant atteindre 1’ADN, les acides aminés.
Ils dépolymérisent les constituants glucoprotéiniques de la
substance fondamentale comme 1l’acide hyaluronique.

Les radicaux libres provoquent de profondes
altérations des lipides, des protéines et des autres
composants des membranes cellulaires.

Les agressions des membranes cellulaires, dues au
processus de péroxydation, augmentent avec 1’&age.

Les travaux é&tudiant 1’interférence de 1’auto-
oxydation des tissus cérébraux et rénaux de 24 espéces
animales montrent l’existence d’une relation directe entre
la longévité de chaque espéce et le potentiel de production

des péroxydes et des radicaux libres.
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Ces travaux montrent également toute 1’importancé des
anti-oxydants dans ce processus de longévité.

En effet, la cellule animale ou végétale se protége
contre les agents d’oxydation grdce & des systémes
enzymatiques et par des anti-oxydants naturels.

L'huile essentielle d’Hélichrysum italicum se révéle

étre un efficace anti-oxydant naturel.

III - Exemple de composition pour le visgage.

Pour mettre en avant 1’activité anti-rides, 1la
formule suivante d’un produit pour le visage contenant 0,7
% d'huile essentielle d’Helichrysum italicum a é&té
préparée

Hulle essentielle Helichrysum italicum 0,7

Huile de pépins de raisin

80,02

Huile de Bourrache 1
Perhydrosqualéne naturel 18
Vitamine E naturelle 0,2

Extrait de romarin

0,05

Huile essentielle Géranium

0,03

L’étude du relief cutané a été réalisée par la
méthode des empreintes. Le test a été réalisé sur 20 sujets
volontaires. Toute application de cosmétigues ou autres
produits topiques a été arrétée 48 heures avant le début de
l’expérimentation. On a procédé chagque matin & une
application du produit durant 4 semaines et l'’on a é&valué

les paramétres suivants :
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Surface totale ridée
Ce paramétre donne une information sur la surface
totale des rides (mm2)
Moyenne T 0 = 4,571 mm2

Moyenne T 4s

]

2,843 mm2
Soit : - 37,8%
Nombre de rides

Moyenne T 0

I}

61,3

Moyenne T 4s 52,7
Soit : - 14 %
Profondeur moyenne des rides (en tenant compte du
nombre de rides disparues aprés traitement)
- 19,8 %
Ces trois paramétres sont trés satisfaisants et

montrent la propriété anti-rides remarquable des

compositions selon 1l’/invention.

IV - Etude des propriétés biomécanique de la peau

avec la composition de 1l’exemple III.

Vingt wutilisatrices ont été sollicitées pour une
application quotidienne durant quatre semaines.

Résultat : UR/UB = R5 : fermeté & une contrainte : +
14,7% + 0,11

La composition de 1l’exemple III ci-dessus assure une

bonne fermeté& cutanée.

V - Evaluation de 1’hydratation par la méthode des

empreintes avec la composition de 1l’exemple III.

Vingt utilisatrices ont été sollicitées pour une

application quotidienne durant quatre semaines.
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Résultat : Le paramétre RA = Rugosité moyenne diminue
de - 8,9 %, ce qui traduit un lissage cutané, soit un effet

hydratant.

VI - Encapsulation de l’'huile essentielle hélichrysum

italicum dans des nanosphéres.

Pour optimiser 1l’activité de 1l’'huile essentielle
hélichrysum italicum, celle-ci a été incorporée dans des
nanosphéres. Cette méthode présente 1l’avantage d’augmenter
la biodisponibilité des actifs. La libération contrbélée des
actifs augmente la chronodisponibilité au niveau des
cellules cutanées. Pratiquement, 1l’huile essentielle
d'hélichrysum italicum a été encapsulée dans des
Sphérulites. Les sphérulites sont des vésicules
multilamellaires d’environ un micron gqui imitent la
structure d’un oignon. La centaine de membranes qui les
composent est formée d’'une alternance de Dbicouches
contenant des sucroester et un taux d’'huile essentielle
optimisé.

Les sphérulites grice a une libération lente et
contrdlée de l’actif permettent de réduire le pourcentage
d’'huile essentielle tout en gardant la méme efficacité. Le
bénéfice est wune tolérance trés améliorée, une
hypoallergénicité, une activation de la micro-circulation.

La formule de créme pour le visage ci-dessous a été

élaborée
Sphérulites Hélichrysum italicum 2
Alcool gras 4
Huile de pépins de raisin 5

Glycérol 5
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Extrait de romarin
0,05
Vitamine A 0,2
Vitamine E naturelle 0,2
Agents tensioactifs 5
Agents conservateurs 0,9
Base parfumée 0,5

Eau déminéralisée
Q.S.

Une étude du relief cutané par la méthode des
empreintes a été réalisée. Les expérimentations ont été
menées sur 20 sujets volontaires. Toute application de
cosmétiques ou autres produits topiques a été arrétée 48
heures avant le début de 1’'expérimentation. On a procédé
chaque matin & une application du produit durant 4 semaines
et 1l'on a évalué les paramétres suivants

- Surface totale ridée :

Ce paramétre donne une information sur la surface

totale des rides (mm2).

I

Moyenne T O 4,571 mm2
Moyenne T 4s = 2,843 mm2
Soit : - 37,8%

- Nombre de rides

Moyenne T O

I

61,3

Moyenne T 4s

Il

52,7

Soit : - 14 %

- Profondeur moyenne des rides (en tenant compte du
nombre de rides disparues aprés traitement)

19,8 %
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Ces trois paramétres sont trés satisfaisants et
montrent la propriété anti-rides remarquable des

compositions gelon 1’invention.

VII - EBtude des propriétés biomécanique de la peau

avec la composition de 1l’exemple VI.

Vingt utilisatrices ont été sollicitées pour une
application quotidienne durant quatre semaines.

Résultat : UR/UB = R5 : fermeté & une contrainte. +
14,7% + 0,11

La composition de 1l’exemple VI ci-dessus assure une

bonne fermeté cutanée.

VIII - Etude des propriétés biomécanique de la peau

avec la composgition de 1’exemple VI.

Vingt utilisatrices ont été sollicitées pour wune
application quotidienne durant quatre semaines.

Résultat : Le paramétre RA = Rugosité moyenne diminue
de - 8,9 %, ce qui traduit un lissage cutané, soit un effet

hydratant.

IX - Etude de l’effet de la composition de 1’exemple

IIT sur la synthése de collagéne de type 1.

1) Introduction.

- Leg fibregs du derme : Les fibres du derme

comprennent les fibres de collagéne et 1les fibres
élastiques. Elles représentent quantitativement les
protéines de structure les plus importantes du derme, soit
respectivement 75 % et 5 % de leur poids sec. Leur
proportion relative et leur disposition sont différentes

selon les zones superficielles ou profondes du derme.
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- Leg fibroblastes : Les fibroblastes sont

responsables de la synthése et de l'entretien du matériel
extracellulaire. Ce sont des cellules d'origine
mésenchymateuse, qui synthétisent le collagéne, l'élastine,
la substance fondamentale et les glycoprotéines de
structure.

- Les fibres de collagéne : Les collagénes forment

une trés grande famille. Ce sont des molécules de la
matrice extracellulaire composées de trois chalines
polypeptidiques portant la répétition de trois acides
aminés : -Gly-X-Y, ol X et Y sont souvent des prolines ou
des hydroxyprolines. Les fibres de collagéne du derme sont
constituées respectivement de collagéne I et de collagéne
III, autour d'un axe composé du collagéne V. Ces collagénes
appartiennent au groupe des collagénes fibrillaires. Chez
l'adulte, le collagéne I est en moyenne six fois plus
abondant que le collagéne III.

- Collagénes et vieilligsement : Le rapport collagéne

I /collagéne III diminue au cours du vieillissement. On
assiste & une augmentation exponentielle de pontages
chimiques entre les fibres de collagéne dus a la réaction
de glycation non enzymatique de Maillard. Ce pontage
chimique du collagéne aboutit & une rigidification des
fibres. Sa dégradation et son renouvellement sont ainsi
ralentis.

- Modification des fibroblastes : Le fibroblaste est

une cellule clef du tissu conjonctif qui intervient dans la
formation et la stabilisation des fibres élastiques, mais
aussi dans leur dystrophie et 1leur 1lyse. Lors du
vieillissement, le fibroblaste diminue son activité et
cette cellule au repos est appelé fibrocyte. Il devient
globuleux avec diminution de son cytoplasme et raréfaction
de son reticulum endoplasmique dont les vésicules sont trés
dispersées. Cette cellule n'est plus en contact avec le

collagéne.
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2) Principe de 1l’é&tude.

La modification favorisant la perte d'élasticité et
de fermeté de la peau du fait de la désorganisation et la
raréfaction du collagéne a été étudiée de facon a4 démontrer
l’efficacité des compositions de 1l’/invention.

Ainsi, l’activité de la composition de l’exemple II
sur la sécrétion du collagéne I dans le milieu de culture
par les fibroblastes a été évaluée.

Le modéle expérimental retenu consiste en une culture
de fibroblastes humains normaux jusqu'a confluence. Les
cellules sont incubées avec la composition de 1l’'exemple III
a 0,05 % (concentration révélée non cytotoxique pour les
cellules au test MTT). Par la méthode ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay), qui présente l'avantage d'une mise
en cuvre facile, sensible et spécifique, nous dosons le
collagéne de type 1 au niveau du milieu de culture.

- Matériel et méthode : Dans un premier temps des

cultures de fibroblastes ont été établies par la méthode
des explants & partir de prélévements de peau caucasienne
saine (plastie abdominale). Les fibroblastes sont cultivés
jusqu'a confluence, & 37°C dans un milieu MEM (Minimum
Essential Medium) contenant 2 mM de L-Glutamine et 10 % de
sérum de veau fetal dans une atmosphére saturée en humidité
avec 5 % de CO2. Puis, aprés décollement par une solution
isotonique tamponnée pH 7.2 de trypsine 3 0,1 % et d'EDTA
0,02 %, les cellules sont ensemencées dans des microplaques
de 96 puits (Falcon) & 10*° cellules par puits dans le
milieu susnommé. Aprés 24 heures, ce milieu est remplacé,
pour une incubation de 48 heures par le méme milieu sans
gérum contenant 0,15 mM d'ascorbate de sodium (milieu
d'incubation) avec ou sans le complexe d'actifs & tester.
Un type de fibroblastes a été choisi pour 1’'étude. Il
s’agit de fibroblastes au 4é&me passage ou repiquage de
culture, reprégsentant des cellules ayant des

caractéristiques normales (aspect fusiforme ou étoilé,
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bonne activité métabolique, bonne capacité d'étalement,

etc.).

- Dosage du collagéne : La quantité de collagéne de
type I sécrétée dans le milieu aprés incubation avec ou
sans le complexe d'actifs a été déterminée a4 l'aide d'un
test ELISA. Cette méthode permet de détecter certaines
molécules non radioactives & de trés faibles doses. Une
méthode directe a été choisie consistant en 1l'absorption de
l'antigéne (collagéne de type I) & une phase solide
(plastique d'une plague de microtitration réservée a
1'ELISA).

- Procédure : Le milieu d'incubation est collecté et
transféré dans les puits d'une plague de microtitration.
Une incubation de 24 heures & + 4°C permet l'adhésion du
collagéne au plastique. La plaque est ensuite rincée au PBS
(Phosphate Buffer Saline). Aprés 24 heures d'incubation & +
4°C avec de la sérum albumine (2% dans PBS) pour éviter les
liaisons anticorps-plastique non spécifiques, des anticorps
de souris anticollagéne I (sigma) (dilutiomn 1:2000)
conjugués & une phosphatase alcaline (2 heures & TA), qui
en présence du phosphate de paranitrophényl, produira du
paranitrophénol absorbant & 405 nm (1 heure & TA). Les
densités optiques obtenues sont converties en ng de
collagéne grice a une courbe d'étalonnage établie dans les
mémes conditions expérimentales avec du collagéne de type

I.
3) Résultats (figure 1).

La composition de 1l'’exemple III utilisée & 0,05% dans
le milieu de culture permet aux fibroblastes de synthétiser
jusqu'a 6 fois plus de collagéne de type I par rapport au
témoin (milieu de culture seul).

La composition de 1l’exemple III initie et dynamise
les programmes de synthése d'un des composants majoritaires

de la matrice extracellulaire du derme, le collagé&ne de
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type I. Il agit donc en excellent "booster" de 1la
réorganisation des fibres de collagéne.
La composition de l’exemple III permet d'améliorer la

tonicité de la peau.

X - Etude de la capacité angiogéne de la composition

de l’'exemple IIT.

1) Introduction.

L'angiogénése est un processus fondamental par lequel
de nouveaux vaisseaux sanguins sont formés. Un grand nombre
d'événements y sont impliqués parmi lesquels

- la dégradation protéolytique de 1la matrice
extracellulaire

- la migration et la prolifération des cellules
endothéliales

- la formation d'une nouvelle matrice extracellulaire

- la formation de tubules et d'anastomoses des
vaisseaux néoformés.

Ces actions dépendent du VEGF. Le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) est un facteur angiogénique et
un mitogéne pour les cellules endothéliales. C'est un
facteur chimiotactique pour 1les monocytes et les
ostéoblastes. Facteur de croissance de 1l'endothé&lium
vasculaire, c'est un facteur de prolifération vasculaire,
de production de néovaisseaux, ce qui permet une
revascularisation.

2) Principe de 1’étude.

Les modéles in vitro d'approche expérimentale de
l'angiogénése considérent seulement de maniére
individualisée les différents composants du processus
d'angiogénése en étudiant la prolifération des cellules
endothéliales ou leur migration ou encore leur capacité a
s'associer en tubules lorsqu'elles sont au contact des

protéines de la matrice extracellulaire. Aucun de ces



10

15

20

25

30

35

WO 03/018730

PCT/FR02/02954
18

modéles n'est cependant le reflet de l'angiogénése dans sa
globalité.

Le modéle in vitro utilisé pour cette étude est le
kit AngioKit (Biopredic - réf.ZHA-1000- lot n° 25173T) qui
approche une vision plus globale de l'angiogénése.

Dans ce modéle, des cellules endothé&liales humaines
cont ensemencées dans un milieu spécifique en co-culture
avec un autre type de cellules humaines. Dans la phase
jnitiale, les cellules endothéliales forment de petits
2lots. Ils commencent ensuite & proliférer puis entrent
dans une phase de migration qui conduit a la formation de
structures en forme de tubules filamenteux dans la matrice.
Au bout de 10 & 12 jours, les connexions établies forment
un réseau de tubules anastomosés. La coloration des tubules
est obtenue par marqguage spécifique de l'antigéne de
surface CD 31 (PECAM-1), qui est exprimé par les cellules
endothéliales.

Le test est validé par la coloration des tubules et
par vérification de l'action inhibitrice et activatrice de
2 composés pharmacologiques connus pour agir sur
1l'angiogénése. L'action sur l'angiogénése des actifs testés
est évaluée par analyse d'images quantitative.

Matériel et méthode : Les cellules sont cultivées en

plaque de 24 puits, dans un incubateur a 37°C sous
atmosphére humide contenant 5% de CO2. Au ler jour de
1l'expérimentation, 1'observation microscopique montre les
cellules au stade initial de croissance avec guelques
petits flots de cellules endothéliales (photo de la figure
2) .

Le milieu de culture spécifique est éliminé et les
cellules sont placées dans les différentes conditions de
1'expérimentation

- Témoin : milieu de culture

- Contrdle négatif : SURAMINE, agent inhibant 1la

formation des tubules - concentration finale : 20 uM
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- Contrdle positif : VEGF, agent activateur de
1'angiogénése - concentration finale : 2 ng/ml

- Composition de 1l’exemple III : Cette composition
d'huiles essentielles n'étant pas miscible dans le milieu
de culture, elle est solubilisée dans 1l'éthanol absolu et
testée & 3 concentrations (dont on a vérifié au préalable

le caractére non cytotoxique par contact 24H sur

fibroblastes humains normaux) : 0,005% - 0,01% - 0,05%
(v/v)
- Contrdle solvant : 1'éthanol pouvant avoir des

~

effets sur l'angiogénése, il est testé a la concentration
finale requise pour la solubilisation de la composition
d'huiles essentielles : 0,1% (v/v).

Chague condition est réalisée en duplicate.

Chaque jour, l'observation microscopique des cellules
permet de contrdler 1'évolution de la formation des tubules
comme montré sur la photo de la figure 2.

Les milieux sont &liminés et 1les conditions
renouvelées au 3éme, 6éme et 9é&me jour de
1'expérimentation.

Au l0éme jour, les cellules sont fixées et colorées
aprés rincage au tampon PBS, les cellules sont fixées dans
une solution d'éthanol & 70% refroidie & -20°C pendant 30
minutes. Les cellules sont ensuite incubées 1 heure a 37°C
avec l'anticorps ZIS -3090 (TCS CellWorks) anti-CD-31
humain. Aprés lavages, une seconde incubation d'une heure a
37°C est effectuée avec un anti-corps anti-igG de souris
conjugué & la phosphatase alcaline. Aprés ringage, lrajout
de substrat BCIP/NBT provoque la coloration violet foncé
des tubules aprés une incubation de 10 & 15 minutes.

- fvaluation du pouvoir angiogéne : L'évaluation du

pouvoir angiog&ne du composé testé est quantifiée par
analyse d'images (OLYMPUS IX70 systéme Analysis Auto) en
mesurant la longueur des tubules développés (en um) et le

nombre de jonctions établies au sein du réseau anastomosé.
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Les résultats correspondent aux valeurs moyennes obtenues
en analysant 8 images pour chaque condition.

3) Résultats.

La figure 3 présente pour chaque condition une image
prise au 10éme jour d'expérimentation, du réseau tubulaire
anastomosé néoformé aprés fixation et coloration.

L'évaluation du pouvoir angiogéne de 1la composition
de 1l’exemple III est réalisée par l'analyse de deux
critéres : la longueur du réseau tubulaire et le nombre de
jonctions présentes dans celui-ci.

La figure 4 présente les résultats de l'analyse
quantitative relative & la longueur des tubules néoformés.

Les résultats obtenus pour les composés
pharmacologiques utilisés comme référence interne montrent
en présence de suramine une inhibition de 49 % guant a la
longueur du réseau tubulaire par rapbort au témoin. Le VEGF
a quant a lui un effet stimulateur de 54 %. Le solvant
éthanol interagit également sur l'angiogénése avec un effet
inhibiteur de 11 % par rapport au témoin. Les résultats
obtenus avec la composition Elixir "Immortelle" seront donc
calculés par rapport au témoin solvant.

La composition de 1l’exemple III montre un léger effet

A

de stimulation quant & la longueur du réseau tubulaire

~

formé par rapport & la condition solvant. Il s'éléve
respectivement de 6 % & la concentration 0,005 %, de 11% a
la concentration 0.01 % et de 6 % pour la concentration
0,05 %. Ces variations ne sont cependant pas
statistiquement significatives.

La figure 5 présente les résultats de l'analyse
quantitative concernant le nombre de jonctions établies
dans le réseau tubulaire.

En présence de suramine, le nombre de jonctions egt

diminué d'un facteur 5,7 par rapport au témoin. Avec le

VEGF, il est au contraire augmenté d'un facteur 1,7. Le
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solvant é&thanol interagit également en diminuant d'un
facteur 2 le nombre de jonctions présentes dans le réseau.

En présence de la composition de 1l’exemple III, on
observe, pour chacune des concentrations une forte
augmentation du nombre de jonctions par rapport a la
condition solvant : augmentation d'un facteur 1,5 &a la
concentration 0,005%, d'un facteur 2 & la concentration
0,01%, d'un facteur 1,6 & la concentration 0,05%. Il
convient de noter que ces effets de stimulation ont une
intensité proche voir supérieure & ceux obtenus avec la
référence positive (VEGF).

La composition de 1’Exemple III n'inhibe pas
1'angiogénése, au contraire elle Induit une stimulation
d'un facteur 2 du nombre d'anastomoses effet comparable
sinon supérieur au VEGF. Elle exerce doné un réle dynamisant

sur un des paramétres essentiels de l'angiogénése.



WO 03/018730 PCT/FR02/02954

10

15

20

25

22

REVENDICATIONS

1) Composition cosmétique, notamment anti-rides ou
anti-age ou hydratante, caractérisée en ce qu’elle comprend
une huile essentielle extraite des sommités fleuries

d’Helichrysum italicum.

2) Composition cosmétique selon la revendication 1,
caractérisée en ce gu’elle est destinée aux soins du corps

et du visage.

3) Composition cosmétique selon 1'une des
revendications 1 ou 2, caractérisée en ce que 1l’huile
essentielle est obtenue par hydrodistillation ou & 1l’aide
d’un fluide d’extraction de préférence a 1'état super

critique ou proche.

4) Composition cosmétigque selon 1'une quelconque des
revendications 1 & 3, caractérisée en ce gque 1l’huile
essentielle comprend en poids de 40 & 70 % d’acétate de

néryle.

5) Composition cosmétique selon 1’une quelconque des
revendications 1 & 4, caractérisée en ce qu’elle comprend
de 0,1 & 5% et de préférence de 0,1 & 2,1% en poids de

ladite huile par rapport au poids de la composition.

6) Composition cosmétique selon 1l’une quelconque des

revendications 1 & 5, caractérisée en ce que 1l’huile
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essentielle est incluse dans des nanosphéres & libération

retardée.

7) Utilisation non thérapeutique d’une 1l’huile
essentielle d’'hé&lichrysum italicum comme définie dans 1’une
quelconque des revendications 1 & 6, dans une composition
cosmétique pour le soin de la peau en luttant contre les
rides et/ou en hydratant la peau ou plus généralement en

luttant contre les effets du vieillissement.

8) Utilisation non thérapeutique d’une 1’huile
essentielle d’hélichrysum italicum comme définie dans 1’une
quelconque des revendications 1 & 6, comme agent
antiradicalaire polyvalent pour la préparation d’une
composition cosmétique ou dermatologique pour le soin de la
peau, notamment en Iluttant contre les rides et/ou en
hydratant la peau ou plus généralement en luttant contre

les effets du vieilligsement.

9) Utilisation selon la revendication 8, caractérisée
en ce que l’huile essentielle constitue en outre un agent
capable d’augmenter la production de collagéne I et de

VEGF.

10) Méthode de soin cosmétique consistant & appliquer
sur la peau une quantité adéquate d’une composition selon

1l’une quelconque des revendications 1 & 6.
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Figure 2A

Cellules endothéliales
formant de petits Tlots

Caulture au stade initial ( jour 1)

Figure 2B

s

Cultare au jour 6
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Figure 3A Conirdle solvant Figure 3B Composition exemple [ll 0,005 %

Suramine
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Figure 5
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Témoin Suramin VEGF Solvant Elix. 0,005% Elix.0,01% Eiix.0,05%

Conditions

Conditions Facteurs de modulation du hombre
des jonctions par rapport au témoin/solvant
Suramine - 5,7
VEGF + 1,7
‘Composition exemple 111 0,005 % + 1,5
Composition exemple 11 0,01 % + 2
Composition exemple 111 0,05 % + 1,6
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