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M¢dicament ou composition dermatologique comprenant un extrait peptidique d’avocat

destiné au traitement et a la prévention du prurit.

La présente invention concerne un médicament ou composition dermatologique
comprenant un extrait peptidique d’avocat destiné au traitement du prurit et des
désordres non infecticux impliquant une démangeaison.

L’utilisation d’extraits peptidiques d’avocat dans le traitement ou la prévention
de maladies li¢es a une déficience du systéme immunitaire a déja été décrite dans la
demande de brevet WO02005/105123. En effet, il a été démontré que les extraits
peptidiques d’avocat sont capables d’augmenter la production de peptides
antimicrobiens, en particulier la B-défensine humaine hBD-2. De tels extraits sont donc
particuli¢rement adaptés pour le traitement ou la prévention des peaux enflammées,
immatures ou des peaux des personnes immuno-déprimées. 1l a ¢galement ét¢ démontré
que de tels extraits peptidiques d’avocat n’induisent pas de réactions inflammatoires,
d’irritations ou d’intolérances.

Outre cette action sur les peaux inflammées, immatures ou les peaux des
personnes immuno-déprimées, les inventeurs ont maintenant découvert, d’une maniére
surprenante, qu’une composition comprenant un extrait peptidique d’avocat permet de
traiter ou prévenir le prurit et les désordres non infecticux impliquant une
démangeaison.

Le prurit est un signe fonctionnel et se définit comme « une sensation qui
provoque le besoin de se gratter ». Il peut étre localisé, diffus ou généralisé. Il est
particulier a la peau et aux demi-muqueuses. Le grattage fait disparaitre completement,
mais temporairement, le prurit. Le grattage répétitif, intense, peut entrainer des I&sions
cutanées. Au sens de la présente invention, on désigne par le terme « prurit » le prurit
pathologique qui est génant pour le patient, parfois méme invalidant. Il peut étre
suffisamment désagréable pour faire préférer au malade la douleur a la démangeaison :
les 1ésions induites par le grattage trouvent 1a leur explication.

La sensation cutanée désignée couramment par démangeaison peut éEtre
considérée comme une réponse uniforme a une grande variété de stimuli physiques et
chimiques qui peuvent étre de nature endogéne ou exogeéne. Ces stimuli agissent sur les

récepteurs des terminaisons nerveuses libres situées a la jonction derme-épiderme et
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autour des follicules des poils. Le principal agent responsable des démangeaisons est
l'histamine, molécule chimique libérée notamment par les mastocytes. L'histamine,
lorsqu’elle est libérée, se lic & des récepteurs nerveux de la peau et provoque le prurit.
La sensation est transmise par les mémes fibres nerveuses que celles qui conduisent les
sensations douloureuses au cerveau.

Comme [’histamine, la tryptase, protéase elle aussi relarguée par le mastocyte,
est ¢galement fortement impliquée dans la physiopathologie du prurit : la tryptase induit
le signal de prurit en se fixant au récepteur aux protéases (PAR2 ou Proteinase-
Activated Receptor 2 ; récepteur 2 activé par la protéinase) au niveau des fibres
nerveuses.

La douleur, la température et le toucher sont tous des sensations transmises par
les mémes voies des fibres nerveuses libres non my¢linées innervant la peau humaine.
Une simulation de faible intensité de ces fibres provoquera du prurit tandis qu'une
stimulation plus intense conduira & une réelle sensation de douleur. Bien qu'elle soit
transmise par l'intermédiaire des mémes fibres sensorielles, les impulsions neurales de
démangeaison ont une fréquence trés inférieure aux impulsions de douleur ; cependant,
si un grattage s’ensuit en réponse au stimulus de démangeaison, la fréquence des
impulsions neuronales augmente avec I’intensité de grattage et la sensation
correspondante vire d’une démangeaison a une douleur.

La démangeaison peut étre induite par une grande variété de circonstances, a la
fois physiologiques et pathologiques. Notamment lorsqu’elle est généralisée et associée
a des lésions cutanées, comme des vésicules et des papules, la démangeaison est
souvent l'effet d'une maladie dermatologique primaire et, dans de nombreux cas, elle
représente le symptdme fondamental pour le diagnostic. D’un autre c6té, en I’absence
de Iésions cutanées (sur peau saine), la démangeaison peut provenir dans de nombreux
cas de désordres systémiques comme, par exemple, des maladies néoplasiques, des
désordres métaboliques ou ¢galement de réactions allergénes ou d’une hypersensibilité a
certains médicaments ou d’un ¢&tat de grossesse. Enfin, dans d’autres cas, la
démangeaison apparait étre le seul symptome chronique dominant, sans possibilité
d’une quelconque clarification sur I’étiopathogénése de cette affection. Dans ces cas, la
démangeaison est normalement désignée par prurit sine materia, c'est-a-dire qu'elle

représente un symptome d'origine inconnue, qui n'est pas classifiable en l'absence
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d'altérations extracutanées ou cutanées identifiables. Les seuls signes objectifs, bien que
secondaires, du désordre concerné sont limités a des traces de grattage comme des
excoriations lin¢aires et si la situation dure pendant une durée plus longue, de petites
papules secondaires (c'est-a-dire des papules dues au grattage) et des signes de
lichenification avec une hyperpigmentation dans les cas plus chroniques.

La présente invention a pour objet un médicament ou composition
dermatologique comprenant un extrait peptidique d’avocat, qui comprend 2 & 10% en
poids d’azote alpha-aminé par rapport au poids de la mati¢re séche de [’extrait
peptidique, et un excipient approprié, pour son utilisation dans le traitement ou la
prévention du prurit interne et les désordres non infectieux impliquant une
démangeaison.

Les désordres non infecticux impliquant une démangeaison désignent des
démangeaisons inexpliquées qui ne sont pas dues a des infections.

Le terme prurit se subdivise en deux types de prurit : le prurit localisé (tel que
les piqires d’insectes, la dermite séborrhéique, la teigne, les candidoses) et le prurit
diffus.

L’objet de I’invention est le prurit diffus.

Ce prurit diffus se subdivise lui-méme en deux familles : en présence de Iésions
cutanées spécifiques on parle de dermatoses prurigineuses ; en 1’absence de I¢sions
cutanées spécifiques (2 l'exception des éventuelles 1ésions de grattage), on parle de
prurits internes.

L’invention se rapporte au traitement et a la prévention de prurits internes. Des
tels prurits internes ne sont pas le résultat d’'une quelconque dermatose inflammatoire
ou d’une déficience du systéme immunitaire (en particulier de I’immunité innée).

Ainsi, dans le cadre de la présente invention, on envisage le traitement et la
prévention du prurit associ¢ a diverses formes de démangeaison dont I'étiologie n'est pas
en liaison avec des Iésions dermatologiques, en particulier allergiques, (eczéma,
urticaire, dermatite atopique, dermatite irritative ou de contact lucites, toxidermie,
réaction allergique) ou infecticuses (parasitoses cutanées, dermatophyties, phtiriase du
corps et du cuir chevelu, varicelle, VIH, papillonite). En particulier, 1’expression

« prurit interne » n’englobe pas les dermatites irritatives.
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Le prurit est avantageusement choisi dans le groupe constitué¢ par le prurit
gravidique, le prurit sine materia, le prurit du nouveau-né (li¢ a la xérose) et le prurit
d’origine médicamenteuse. L’invention a donc pour objet un médicament, comprenant
un extrait peptidique d’avocat, qui comprend 2 a 10% en poids d’azote alpha-aminé par
rapport au poids de la mati¢re séche de ’extrait peptidique, et un excipient approprié,
pour traiter ou prévenir un prurit choisi dans le groupe constitu¢ par le prurit
gravidique, le prurit sine materia, le prurit du nouveau-né (li¢ a la xérose) et le prurit
d’origine médicamenteuse.

Selon une variante avantageuse de I’invention, le médicament ou composition
dermatologique, qui comprend 1’extrait peptidique d’avocat et au moins un excipient,
est destiné au traitement et a la prévention du prurit gravidique.

Dix a vingt pour cent des grossesses se compliquent de prurit gravidique. Ce
prurit gravidique de la femme enceinte est un prurit diffus sans I€sions cutanées
spécifiques d’une dermatose inflammatoire ou allergique.

A titre d’exemple de prurit gravidique, on peut plus particuliérement citer la
cholestase gravidique. Cette « cholestase du troisiéme trimestre » est la premiére cause
d’ictére au cours de la grossesse. Les cestrogeénes et la progestérone semblent jouer un
role primordial dans ce prurit. La cholestase gravidique se manifeste par un prurit isolé
et intense occasionnant des 1ésions de grattage et de I’insomnie. Un ictére peut en outre
tre présent.

L’extrait peptidique d’avocat selon I'invention est ¢galement actif dans le
traitement du prurigos gravidique, qui serait secondaire a la cholestase gravidique et
dont les manifestations sont une éruption de petites papules prurigineuses.

Selon une variante avantageuse de I’invention, le médicament ou composition
dermatologique, qui comprend 1’extrait peptidique d’avocat et au moins un excipient,
est destin¢ au traitement et a la prévention du prurit sine materia.

Le groupe de prurit sine materia comprend les manifestations de démangeaison
apparaissant sans aucune liaison avec des Iésions organiques ou avec des maladies
systémiques ou de peau (on I’appelle alors prurit psychogéne) dans les zones génitales
externes (comme le prurit vulvaire et scrotal) et dans la zone périanale (désignée
scientifiquement par pruritus ani) ainsi que le prurit de peau agée (c'est-a-dire le prurit

sénile).
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Le prurit psychogéne (démangeaisons d'origine psychologique) est un prurit
relativement fréquent.

On retient a titre de prurit psychogéne :

- la parasitophobic ou le patient, 4g¢ de plus de 40 ans, se croyant infesté de
parasites, procéde a des extirpations répétées et mutilantes sur la peau

- la pathomimie qui rend compte de toutes les Iésions provoquées ou aggravées
par les diverses manceuvres du patient dont les principales sont les excoriations
dues aux ongles.

Le prurit sénile est une affection généralisée trés répandue parmi les personnes
agées de 65 ans ou plus. On lui reconnait une composante psychogéne. Le prurit sénile
est aggravé par une dessiccation de la peau et une sécheresse cutanée. Une peau
déshydratée, généralement combinée a I'exposition aux conditions ambiantes de faible
humidité et de température, induit un fin craquage et desquamation de la peau sur les
sujets 4gés, avec une démangeaison persistante et diffuse en conséquence..

Selon une variante avantageuse de I’invention, le médicament ou composition
dermatologique, qui comprend 1’extrait peptidique d’avocat et au moins un excipient,
est destiné au traitement et a la prévention du prurit du nouveau-né, 1i¢ a la x¢érose du
nouveau-né.

La structure de la peau du nouveau-né¢ a terme est identique a celle du
nourrisson. Cependant, la peau du nouveau-né a terme présente une particularité qui est
la desquamation dite physiologique. Celle-ci affecte 65% des nouveau-nés a terme et
représente la plus importante des modifications cutanées néonatales. Elle traduit
I’existence d’une xérose cutanée importante. Elle est plus marquée sur les mains, les
chevilles et les pieds, mais elle peut étre plus étendue. Cette desquamation disparait
spontanément au cours des deux premiéres semaines de vie.

Les inventeurs ont constaté¢ avec intérét que I’extrait peptidique d’avocat selon
I’invention permet de prévenir ou traiter cette xérose du nouveau-né a terme, en
particulier de lutter rapidement (avant la disparition naturelle de cette desquamation)
contre la desquamation observée. L extrait peptidique d’avocat selon I’invention permet
¢galement une hydratation et/ou une relipidation de la peau des nouveau-nés et ainsi

permet d’accélérer la disparition de la desquamation observée.
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Selon une variante avantageuse de I’invention, le médicament ou composition
dermatologique, qui comprend 1’extrait peptidique d’avocat et au moins un excipient,
est destin¢ au traitement et a la prévention du prurit d’origine médicamenteuse.

Le prurit médicamenteux est di a la prise continue ou intermittente de certains
médicaments (barbiturique, antibiotique, aspirine, sulfamide, etc.).

Parmi les molécules susceptibles de provoquer 1’apparition d’un prurit, on citera
I’acide acétylsalicylique, les antimalariques (chloroquine), les anti-rétroviraux (anti-
protéases), les inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine, I'interféron, les
opiacés (héroine), les phénothiazines, les rétinoides, le tolbutamide et enfin les
vitamines du groupe B. L’application sur la peau de substances irritantes a usage
cosmétique (par ex. exfoliants) ou professionnel (par ex. laine de verre) peut également
provoquer un prurit, que celui-ci s’associe ou non a des Iésions cutanées.

Au cours des prurits intenses et chroniques peut également apparaitre une
lichénification de la peau qui correspond a une forme particuliére d'épaississement
cutané. Lorsque les 1ésions de lichénification prennent un aspect nodulaire, on parle de
prurigo. Ces I¢sions de lichénification sont, par ailleurs, elles-mémes prurigineuses et
contribuent de ce fait a l'entretien du prurit. L’extrait peptidique d’avocat selon
I’invention est également approprié¢ pour prévenir ou traiter une telle lichénification.

D’une maniére tout a fait intéressante, les inventeurs ont constaté que, outre leur
effet sur la prévention ou le traitement du prurit, ’extrait peptidique d’avocat présente
¢galement une activité relipidante ou hydratante, venant renforcer leur action sur le
prurit, en particulier le prurit sénile ou le prurit du nouveau-né. L’invention a donc
¢galement pour objet un médicament ou composition dermatologique tel que décrit
précédemment, caractérisé en ce qu’il présente en outre une activité hydratante et
relipidante.

Le médicament ou la composition dermatologique selon D'invention est
particuli¢rement adapté pour le traitement des prurits internes, qui peuvent étre associés
a une sécheresse cutanée ou a une desquamation, chez la femme enceinte, chez le
nouveau-n¢ a terme et chez la personne agée. Avantageusement, le médicament ou la
composition dermatologique est indiqué pour la femme enceinte ou pour le nouveau-né

a terme.
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Dans le cadre de la présente invention, on entend par les termes « azote alpha-
amin¢ », la teneur en azote des peptides sous la forme de groupes alpha-aminés libres.
La mesure de la teneur en azote alpha-aminé des peptides permet d’évaluer le degré
d’hydrolyse des protéines ainsi que la masse molaire moyenne des peptides.

L’extrait peptidique d’avocat peut directement étre obtenu a partir de n’importe
quelle partie de I’avocat ou de ’avocatier, telle que le fruit, la peau, le noyau, la feuille
ou les racines de I’avocatier. Il est aussi possible d’obtenir un extrait peptidique
d’avocat a partir des co-produits de I’industrie de transformation de I’avocat, parmi
lesquels on peut citer de fagon non exhaustive : la pulpe fraiche d’avocat, la pulpe
congelée, déshydratée, les tourteaux d’avocat issus des procédés d’extraction d’huile
(extraction mécanique et/ou par solvant du fruit préalablement déshydrat¢), les maticres
solides déshuilées issues des procédés d’extraction d’huile par voie humide (procédé dit
de centrifugation), les maticres solides déshuilées issues des procédés d’extraction
d’huile d’avocat par voie enzymatique, les purées d’avocat brutes (guacamole), les
déchets solides issus des unités de production de ces purées. L’extrait est
avantageusement obtenu a partir du fruit frais de ’avocatier. Les fruits pourront &tre
choisis parmi les variétés Hass, Fuerte, Ettinger, Bacon, Nabal, Anaheim, Lula, Reed,
Zutano, Queen, Criola Selva, Mexicana Canta, Region Dschang, Hall, Booth, Peterson,
Collinson Red, plus avantageusement, les variétés Hass, Fuerte et Reed. De préférence,
on retiendra les variétés Hass, Fuerte, Ettinger et Bacon, et plus avantageusement les
variétés Hass et Fuerte.

Le fruit de ’avocatier est principalement constitu¢ d’eau, de pulpe, d’huile et de
noyau. Les proportions de ces constituants sont, a I’instar de toutes matic¢res naturelles
et végétales, extrémement variables. Toutefois, on admet généralement les données de
composition moyennes suivantes, exprimées en pourcentage de fruit frais, données dans

le tableau 1 suivant :

Eau 70-85 %

Protéines 1,5-4,5%

Lipides 12-23 %

Sucres 1,5-5%

Fibres 1,1-1,6 %
Tableau 1

Par rapport a la pulpe, les protéines de ’avocat représentent 1,5 a 2,5 % (J.P.
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Gaillard, I’ Avocatier, Ed. G.P. Maisonneuve et Larose, 1987, pp 266-67). La répartition
en acides aminés, exprimée en pourcentage en poids par rapport au poids total des

acides aminés, est donnée dans le tableau 2 suivant :

Alanine 5-7
Arginine 3-5
Acide aspartique 8-12
Cystine-cysteine <1
Acide glutamique 11-13
Glycine 4-6
Histidine 4-6
Isoleucine 4-7
Leucine 8-11
Lysine 4-7
Méthionine 1-3
Phénylalanine 4-6
Proline 4-7
Sérine 4-6
Thréonine 4-6
Tyrosine 3-6
Valine 4-7
Tableau 2

Les principaux acides aminés sont 1’acide glutamique, 1’acide aspartique et la
leucine.

Par comparaison aux plantes oléoprotéagineuses classiques telles que le soja, le
tournesol ou le colza, 1’avocat est nettement plus pauvre en protéines. Par ailleurs, la
relative richesse du fruit en fibres, rend trés difficile [’accessibilité a ces protéines par
les voies classiques, chimique ou biochimique. De plus, le caractére trés peu
hydrosoluble de ces macromolécules naturelles invite a préparer des fractions
hydrolysées de ces protéines (peptides), présentant une trés grande solubilité dans 1’eau,
et une bien meilleure biodisponibilité. Par ce biais, leur potentiel allergisant peut aussi
étre ¢liminé. L’invention aura donc également pour but, la préparation d’un extrait
peptidique d’avocat, par une voie de synthése ménagée et non dénaturante des protéines
hydrolysées.

L’extrait peptidique d’avocat est avantageusement un extrait aqueux délipidé.
Cet extrait aqueux délipidé subit avantageusement une hydrolyse enzymatique. Les
protéines d’avocat ont avantageusement ¢t¢ hydrolysées par des protéases. Selon une

variante avantageuse de I'invention, les sucres présents dans 1’extrait aqueux délipidé
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sont ¢galement hydrolysés (en présence de glucanases par exemple).

Plus particuli¢rement, 1’extrait peptidique d’avocat est susceptible d’étre obtenu
par un procédé comprenant les étapes suivantes :

- obtention d’un tourteau d’avocat, avantageusement du fruit de 1’avocat, par

séchage puis extraction de I’huile (lipides); ensuite

- cryobroyage ¢t délipidation compléte dudit tourtcau puis décantation,

centrifugation et récupération du gateau ; puis

- premicre hydrolyse en présence de glucanases, suivie d’une centrifugation et de

I’élimination de la fraction soluble ;

- seconde hydrolyse en présence d’une ou plusicurs protéases, suivie d’une

centrifugation et de I’¢limination du culot ; ensuite

- concentration de la phase peptidique par nanofiltration ;

- décoloration, en présence de charbon actif par exemple, suivie d’une filtration

simple (10 um) puis d’une ultrafiltration (seuil de coupure de 10 kD) ; enfin

- le cas échéant, microfiltration stérilisante finale (0,2 um), ajout de conservateur

et conditionnement.

Selon une variante avantageuse de I’invention, la premiére étape du procéde
consiste a sécher le fruit puis a le déshuiler. Ainsi, aprés tranchage du fruit en fines
lamelles, son séchage peut étre réalis¢ par 1’ensemble des techniques connues de
I’homme de métier, parmi lesquelles on peut citer le séchage a I’air chaud, la
lyophilisation ou encore le séchage osmotique. D'une facon générale, la température
lors de cette étape de séchage sera avantageusement maintenue, quelle que soit la
technique employ¢e, inférieure ou égale a 80°C. Dans le cadre du présent procéd¢, pour
des raisons de facilit¢ de mise en ceuvre et pour des raisons de coft, le séchage en
séchoirs ventilés, en couche mince et sous courant d’air chaud, & une température
comprise entre 70 et 75°C est préféré. La durée de I'opération peut varier de 5 & 72
heures.

Les lipides du fruit séché sont par la suite extraits soit par voie mécanique dans
une presse 4 vis continue ou encore par voie chimique, a I’aide d’un solvant tel que
I’hexane dans un extracteur de type Soxhlet ou dans un extracteur continu a bande, de
type De Smet®, notamment selon le procédé décrit dans la demande FR 2 843 027, ou

encore par un procédé utilisant le CO, supercritique. Parmi les intéréts majeurs du
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procédé, I'huile co-produite constitue un produit bien ¢&videmment directement

valorisable. C’est pourquoi, on préfére I’extraction des lipides par voie mécanique.

Le fruit sec et déshuilé, ou encore appelé tourtcau peut subir ensuite les étapes

suivantes :

cryobroyage,

délipidation compléte, notamment par un solvant alimentaire non toxique tel que
’éthanol et/ou I’acétone,

décantation, puis lavage du tourteau a I’cau,

centrifugation, et récupération du géteau,

premicre hydrolyse en présence d’une ou plusieurs glucanases,

centrifugation et ¢limination de la fraction soluble,

seconde hydrolyse en présence d’une ou plusiceurs protéases,

centrifugation et ¢limination du culot,

concentration par nanofiltration,

décoloration en présence de charbon actif,

filtration simple (10 um) puis ultrafiltration (seuil de coupure de 10 kD),

ajout de conservateur, microfiltration stérilisante finale (0,2 um) et

conditionnement.

L’extrait aqueux final peut contenir en poids 1 a 60 % de matiére s¢che, ou encore 3

a 20 % de matiére séche, de préférence 5 a 6 % de matiére séche. Par rapport au poids

de la matiére séche, la teneur massique en azote alpha-aminé pourra étre comprise entre

2 et 10 %, de préférence entre 5 et 7 %. Le pH d’une solution aqueuse a 1,2 % en poids

d’extrait sec, sera généralement compris entre 3 et 6, plus avantageusement entre 4 et 5.

Les données analytiques moyennes d’une solution aqueuse a 1,2 % en poids d’extrait

sec, obtenue par le procédé décrit précédemment, sont données dans le tableau 3

suivant :
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Azote a-amin¢ (méthode dite « o-phthalaldéhyde » ou
« ninhydrine ») 4-10

(en pourcentage massique dans la matiére s¢che)

Protéines (en pourcentage massique dans la matiére séche) (N X 6,25)l 10 - 30
pH (dilution 4) 4,5-17,0
I 420 nm 0,1 -0,6
1 s ’
Absorbance (dilution %4) 550 nm 0.02 0.1
Tableau 3

"' N x 6,25 correspond au dosage de ’azote total (N) d’un échantillon multiplié par un
coefficient spécifique pour la protéine dosée. Quand on ne connait pas précisément le
coefficient des protéines dosées, on utilise par convention le coefficient 6,25.

Le tableau 4 suivant donne la composition moyenne en acides aminés de
I’extrait peptidique obtenu par le procéd¢ selon I’invention, dans lequel les valeurs sont
exprimées en pourcentage en poids par rapport au poids total des acides aminés dosés.
Les valeurs pour I’acide aspartique et 1’acide glutamique incluent ¢galement les teneurs

en asparagine et en glutamine, respectivement.

Acide aminé Valeur minimale Valeur maximale
Alanine 6,4 7.8
Arginine 4,7 5,7
Acide aspartique 10,3 12,7
Cystine-cystéine 2,9 3,5
Acide glutamique 13,0 15,8
Glycine 5,3 6,5
Histidine 2,2 2,6
Isoleucine 4.8 5,8
Leucine 7,6 9,4
Lysine 3,0 3,8
M¢éthionine 1,2 1,6
Phénylalanine 4,7 5,7
Proline 4,1 5,2
Sérine 5,5 6,7
Thréonine 4.6 5,6
Tyrosine 3,6 4.4
Valine 5,8 7,2

Tryptophane non dosé
Tableau 4
L’extrait obtenu pourra éventuellement étre lyophilisé dans le but d’obtenir une

poudre solide (extrait sec), mais totalement hydrosoluble par rapport aux protéines

originelles de ’avocat.



WO 2010/052312 PCT/EP2009/064785

10

15

20

25

30

12

Selon une variante avantageuse de 1’invention, 50 % au moins des peptides de
I’extrait sont constitués de 10 a 30 motifs d’acides aminés. La taille de ces peptides est
donc beaucoup plus petite par comparaison a celle des protéines natives de I’avocat. Ces
peptides présentent donc a ce titre une bien meilleure bio disponibilité, notamment
cutanée.

Selon une variante avantageuse de ’invention, le médicament ou composition
dermatologique comprend 0,01 a 20% en poids sec d’extrait peptidique d’avocat, par
rapport au poids total dudit médicament ou composition dermatologique, encore plus
avantageusement 0,1 a 15% en poids sec d’extrait peptidique d’avocat, encore plus
avantageusement 0,5 & 10% en poids sec d’extrait peptidique d’avocat, encore plus
avantageusement 0,7 & 8% en poids sec d’extrait peptidique d’avocat, et encore plus
avantageusement 1 & 5% en poids sec d’extrait peptidique d’avocat.

Le médicament ou composition dermatologique selon I'invention peut en outre
comprendre au moins un compos¢ choisi dans le groupe constitué¢ par les agents anti-
irritant et/ou apaisant et/ou cicatrisant et/ou anti-vieillissement et/ou hydratant.

Les agents anti-irritants et/ou apaisant et/ou cicatrisant et/ou anti-vieillissement
et/ou hydratant pouvant &tre utilisés dans le cadre de la présente invention en
association avec 1’extrait peptidique d’avocat sont avantageusement la glycine, les
sucres et/ou peptides végétaux dont le lupin, le lupéol (FR 2 822 821, FR 2 857 596),
les oxazolines (WO 03/055463), les oxazolidinones (WO 2004/050052), I’acide
lipoique, 1’alpha bisabolol, les dérivés de réglisse, I’enoxolone, I’ectoine, des furanes
d’avocat (en particulier I’Avocadofurane® : furanes d’avocat, pouvant étre obtenus par
le procédé décrit dans la demande internationale WO 01/21605), les extraits de Centella
asiatica en particulier I’acide madécassique ou ’acide asiatique, la caféine, le rétinol, le
rétinal, 1’acide rétinoique, ’oxyde de zinc, le magnésium, le silicium, le cuivre, le zinc,
le manganese, le sélénium, 1’acide hyaluronique, 1’acide azélaique et ses sels ou esters,
I’acide salicylique et ses dérivés, I’alpha hydroxyacide (AHA), les esters d’AHA,
I’acide pyrrolidone carboxylique et dérivés, les céramides, le cholesterol, le squalane,
les phospholipides, le beta caroténe, la vitamine A, la vitamine E, la vitamine C, la
vitamine B3 (niacinamide, nicotinamide), la vitamine B5 (panthenol), la vitamine B6, le
peroxyde de benzoyle, ['urée, la coenzyme Q10, la glucosamine et ses sels, la N-acétyl

glucosamine, les eaux de source ou thermales (ecau d’ Avéne, eau de la Roche Posay, eau
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de Saint Gervais, eau d’Uriage, cau de Gamarde), les peptides de soja et
|’arabinogalactane (en particulier 1’arabinogalactane peut étre associé a du lupéol ou des
peptides de soja).

Les oxazolines pouvant étre utilisées dans le cadre de la présente invention en
association avec l’extrait peptidique d’avocat sont avantageusement des oxazolines
choisies dans le groupe constitu¢ par la 2-undécyl-4-hydroxyméthyl-4-méthyl-1,3-
oxazoline, la 2-undécyl-4,4-diméthyl-1,3-oxazoline, la (E)-4,4-diméthyl-2-heptadéc-8-
¢ényl-1,3-oxazoline, la 4-hydroxyméthyl-4-méthyl-2-heptadécyl-1,3-oxazoline, la (E)-4-
hydroxyméthyl-4-méthyl-2-heptadéc-8-¢nyl-1,3-oxazoline, la  2-undécyl-4-¢thyl-4-
hydroxyméthyl-1,3-oxazoline. De maniére encore plus avantageuse, ladite oxazoline est
la 2-undécyl-4,4-diméthyl-1,3-oxazoline, appelée OX-100 ou Cyclocéramide®.

Outre ces actifs, I’extrait peptidique d’avocat selon I’invention, seul ou en
association avec les actifs précédemment cités, peut étre utilisé en association des actifs
protecteurs solaires, tels que des filtres ou écrans solaires UVB et/ou UVA ; tels les
¢crans ou filtres minéraux et/ou organiques connus de I’homme du métier qui adaptera
leur choix et leurs concentrations en fonction du degré de protection recherché.

A titre d’exemple d’actifs protecteur solaire, on peut notamment citer I’oxyde de
titane, ’oxyde de zinc, le méthyléne bis-benzotriazolyl tétraméthylbutylphénol (nom
commercial : TINOSORB M) et le Bis-¢thylhéxyloxyphénol méthoxyphényl triazine
(nom commercial : TINOSORB S).

Outre ces actifs, ’extrait peptidique d’avocat selon I’invention, seul ou en
association avec les actifs précédemment cités, peut étre utilisé en association avec les
sucres d’avocat, des agents restructurant de la barriére cutanée, des composés
antifongiques, des conservateurs antiseptiques et des composés contenant des
insaponifiables d’huiles végétales, les peptides de lupin, I'huile d’avocat, le butyl
avocadate, les cyclocéramides, la génistéine, les concentrats de colza, les concentrats de
mais.

Les sucres d’avocats sont avantageusement le D-mannoheptulose et/ou le
perséitol. Les sucres d’avocats correspondent plus avantageusement a |’extrait
hydrosoluble de sucres d’avocat décrit dans la demande WO 2005/115421.

Les agents restructurant de la barriére cutanée, permettant de stimuler la

synthése des lipides clés de 1’épiderme, et pouvant étre utilisés dans le cadre de la
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présente invention en association avec [’extrait peptidique d’avocat sont
avantageusement des concentrats de tournesol, encore plus avantageusement des
concentrats de tournesol linoléiques, tels que 1’actif commercialisé par les Laboratoires
Expanscience, Soline® (cf. la demande internationale WO 01/21150), des
insaponifiables d’huile végétale, tel que 1’Avocadofurane® (cf. la demande
internationale WO 01/21150), des agonistes PPARSs (rosiglitazone, pioglitazone).

Les composés antifongiques pouvant étre utilisés dans le cadre de la présente
invention en association avec |’extrait peptidique d’avocat sont avantageusement
I’econazole et le ketoconazole.

Les conservateurs antiseptiques pouvant étre utilisés dans le cadre de la présente
invention en association avec I’extrait peptidique d’avocat sont par exemple le triclosan,
la chlorhéxidine, les ammoniums quaternaires.

Les composés contenant des insaponifiables d’huiles végétales pouvant étre
utilisés dans le cadre de la présente invention en association avec 1’extrait peptidique
d’avocat sont avantageusement choisis dans le groupe constitué par les lipides
furaniques d’avocat, les insaponifiables d’avocat, les insaponifiables de soja, les
insaponifiables d’avocat et de soja, les concentrats d’huile de lupin, les concentrats
d’huile de tournesol et leurs mélanges.

Les lipides furaniques d’avocat pouvant étre utilisés dans le cadre de la présente
invention en association avec I’extrait peptidique d’avocat sont avantageusement des 2-
alkyl furanes naturels, notamment DIactif Avocadofurane® commercialisé par les
Laboratoires Expanscience, pouvant étre obtenus par le procéd¢ décrit dans la demande
internationale WO 01/21605.

Les insaponifiables d’avocat et de soja pouvant étre utilisés dans le cadre de la
présente invention en association avec [’extrait peptidique d’avocat sont
avantageusement un mélange d’insaponifiables d’avocat furanique et d’insaponifiables
de soja, dans un rapport respectif d’environ 1/3-2/3. Les insaponifiables d’avocat et de
soja sont encore plus avantageusement le produit Piasclédine®, commercialisé par les
Laboratoires Expanscience.

Les concentrats d’huile de lupin pouvant étre utilisés dans le cadre de la présente

invention en association avec I’extrait peptidique d’avocat sont avantageusement des
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concentrats obtenus par distillation moléculaire d’huile de lupin, avantageusement
d’huile de lupin blanc doux, tels que ceux décrits dans la demande internationale
WO 98/47479. 1ls contiennent avantageusement environ 60% en  poids
d’insaponifiables.

Les concentrats d’huile de tournesol pouvant étre utilisés dans le cadre de la
présente invention en association avec [’extrait peptidique d’avocat sont
avantageusement des concentrats de tournesol linoléiques, tels que I’actif commercialisé
par les Laboratoires Expanscience, Soline® (cf. la demande internationale WO
01/21150).

Le médicament ou la composition dermatologique selon 1’invention peut étre
formulé sous la forme de différentes préparations adaptées a une administration topique.
De préférence les différentes préparations incluent les crémes, les laits, les lotions, les
caux, les huiles, les patches, les sprays ou tout autre produit pour application externe.

Les modes d’administration, les posologies et les formes galéniques optimales
des composés et compositions selon l'invention peuvent étre déterminés sclon les
crittres généralement pris en compte dans [’¢tablissement d’un traitement
pharmaceutique, en particulier dermatologique, adapté a un patient comme par exemple
I’age ou le poids corporel du patient, la gravité de son ¢tat général, la tolérance au
traitement, les effets secondaires constatés, le type de peau. Le patient est
avantageusement une femme enceinte, un nouveau-né a terme ou une personne agee,
plus avantageusement une femme enceinte ou un nouveau-n¢é a terme.

En fonction du type d’administration souhaitée, le médicament et/ou les
composés actifs selon I’invention peuvent en outre comprendre au moins un excipient
pharmaceutiquement acceptable, notamment dermatologiquement acceptable. De
préférence, on utilise un excipient adapté pour une administration par voie topique
externe. Le médicament ou composition dermatologique selon la présente invention
peut en outre comprendre au moins un adjuvant pharmaceutiquement connu de
I’homme du métier, choisi parmi les ¢paississants, les conservateurs, les parfums, les
colorants, des filtres chimiques ou minéraux, les agents hydratants, les eaux thermales,
etc.

Au vu des patients vis€s, en particulier femme enceinte et nouveau-né a terme, le

médicament ou la composition dermatologique ne comprendra pas d’excipients a effet



WO 2010/052312 PCT/EP2009/064785

10

15

20

25

30

16

notoire, tels que des allergénes, des savons contenant de 1’iode, de ’alcool benzylique,
de vecteurs de pénétration (glycol) et des composés Cancérigénes Mutagénes et
Reprotoxiques de classe 1,2,3. En outre, les parfums ¢ventuellement contenus dans la
formulation seront avantageusement des parfums neutres.

Les exemples suivants permettent d’illustrer I’invention, ils ne sont pas

limitatifs.

Exemple 1 : préparation d’un extrait peptidique d’avocat

50 kg d’avocats frais, de la variét¢ Hass, sont coupés en fines lamelles de 2 a 5
mm d’épaisseur, noyau compris, a I’aide d’un trancheur a disque. L’outil de séchage est
une ¢tuve thermo-régulée a courant d’air chaud. Les avocats tranchés sont répartis sur
une épaisseur de 4 a 5 cm sur des clayettes ¢tagées. La température de séchage est fixée
a 80°C, sa durée est quant a elle de 48 heures. Une fois séchés, les fruits sont soumis a
une pression a froid. Cette opération est réalisée sur une petite presse Komet® de
laboratoire.

Les 4 kg de fruits délipidés (tourteau) sont alors broyés a froid puis extraits a
reflux, en présence de 25 litres d’éthanol. La poudre €puisée en lipides est alors
récupérée par filtration sur Biichner et séchée a 1I’¢tuve a 50°C, pendant 5 heures.

Le tourteau est alors lavé a I’eau déminéralisée (10 litres) puis séparé par
centrifugation. La fraction solide est reprise dans une solution aqueuse, acidifiée par
HCI (pH fix¢ a 5), puis mise en présence de 2 % de cellulase par rapport a la maticre
séche. La durée d’hydrolyse est fixée a 6 heures.

Le mélange est ensuite centrifugé a 2000 g en présence d’adjuvant (2,5% p/v).
Le culot récupéré subit alors une seconde hydrolyse a pH 8,0, en présence de 0,5 % de
protéase, a une température de 55°C, pendant 2 heures. L hydrolyse est régulée a pH
constant par ajout continu de soude 2M. La protéase est enfin dénaturée par chauffage
pendant 10 minutes, a 85°C.

Le mélange obtenu est centrifugé et le surnageant filtré par passage a travers une
membrane de 7,5 um. Il est ensuite ultrafiltré sur des membranes présentant un seuil de
coupure de 10 kD.

L’extrait peptidique brut obtenu a 20 % de mati¢re se¢che, est décoloré en

présence de 1% de charbon actif, puis filtré & nouveau a travers une membrane de 7,5
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um. L’extrait décoloré est alors microfiltré (0,2 um), ajusté en titre a hauteur de 5 % de
mati¢re sc¢che, puis complémenté en conservateur et enfin conditionné aprés une
filtration stérilisante (0,2 um).

Les caractéristiques de 1’extrait peptidique d’avocat hydrosoluble a 5 % de

5 matiére séche, obtenu par ce procédé sont données dans le tableau 5 suivant :

Aspect Solution de couleur 1égérement orangée

Critéres analytiques

Matiere seche 5%

pH (dilution %4) 4,5

Absorbance a 420 nm (dilution 4) 0,152

Absorbance a 550 nm (dilution %4) 0,035

Composition de la matiére séche

Azote alpha-aminé 6,7 %

Protéines Non détectées

Conservateur 0,4 %
Tableau 5

Dans le tableau 6 suivant, on donne la répartition des masses moléculaires dans

’extrait peptidique d’avocat obtenu par ce procédé :

Pic HPLC Masse molaire Nombre d’acides % relatif
(g/mol) aminés moyen

1 > 3480 (1) <29 1%

2 3480 a 1180 29a9 26 %

3 1180 a 310 9a2 45 %

4 3104130 2al 15 %

5 <130 1 13 %

10 (1) masses < 10 000 g/mol.

Tableau 6

On constate que 27 % au moins des peptides de I'extrait sont constitués d’au
moins 9 motifs d’acides aminés. Par conséquent, la taille des peptides de I’extrait est
donc extrémement petite par comparaison a celle des protéines natives de I’avocat. Ces

15  peptides présentent donc a ce titre une bien meilleure bio disponibilité, notamment

cutanée.
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Exemple 2 : extrait peptidique d’avocat : activités sur le prurit

Le prurit est défini comme une sensation cutanée déplaisante qui provoque le
désir de se gratter. Le « message » de prurit est transmis par les terminaisons libres des
fibres C.

Le mastocyte semble jouer un role fondamental dans les prurits d’origine
cutanée. En effet, de nombreuses substances prurigineuses provoquent sa dégranulation.
Lors de sa dégranulation, le mastocyte excréte divers produits, parmi lesquels :

- I’histamine dont la libération provoque ’activation des récepteurs H1 au
niveau des fibres nerveuses et donc I'induction du signal de prurit,
- les protéases, et en particulier la tryptase, qui induisent le signal de prurit
en se fixant au récepteur aux protéases (PAR2 ou Proteinase-Activated
Receptor 2 ; récepteur 2 activé par la protéinase) au niveau des fibres
nerveuses.
Le relargage des médiateurs prurigineux par le mastocyte aboutissant a la transmission
du signal nerveux de prurit a également d’autres conséquences qui vont amplifier le
phénomeéne :
- Ainsi, Dactivation des récepteurs PAR2 par la tryptase au niveau des
fibres nerveuses entralne un relargage par ces fibres de neuropeptides,
comme la substance P et le CGRP (calcitonine gene related peptide ou
peptide relatif au géne de la calcitonine). La substance P, a son tour, est
capable d’induire la dégranulation du mastocyte. CGRP et substance P
agissent ¢galement sur les cellules endothéliales induisant ainsi une
vasodilatation, extravasation ¢t donc recrutement de cellules de
I’inflammation ;
- L’histamine est, elle aussi, capable de stimuler la libération par les nerfs
sensitifs de neuromédiateurs, tels que la substance P et la neurokinine A qui
peuvent entrainer la dégranulation du mastocyte (et donc une amplification
de la réaction) ;
- La tryptase peut également activer et induire la dégranulation du

mastocyte qui possede également des récepteurs PAR2 ;
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- De méme, les cellules endothéliales peuvent répondre & une stimulation

par la tryptase via le récepteur PAR2 ;

- Par ailleurs, les cellules endothéliales peuvent également répondre a une

stimulation par I’histamine ;

- Enfin, le PAR2 est ¢galement exprimé par les kératinocytes ¢pidermiques

dans lesquels il est impliqué dans la mise en place d’une réaction

inflammatoire via I’activation du facteur de transcription NFxB.

Les ¢tudes présentées ci-aprés ont ¢t¢ réalisées sur des mastocytes péritonéaux

de rat. Ces cellules présentent les mémes caractéres que les mastocytes cutanés et

constituent a ce titre un mod¢le expérimental représentatif de la peau humaine.

1. Effet de D’extrait peptidique d’avocat sur la libération de tryptase par des
mastocytes

1.1. Matériel et Méthodes :

Des mastocytes péritonéaux de rat (3 raison de 2.10° cellules / ml) ont été
incubés pendant 30 minutes a 37°C en présence, ou non, de I’extrait peptidique d’avocat
(obtenu a I’exemple 1) a 0,005% (p/v) ou de la quercétine (Sigma) a 50uM, inhibiteur
de référence de la libération de tryptase. Les cellules ont ét¢ ensuite stimulées pendant
15 minutes par le calcium ionophore A23187 (Millipore) a 0,5uM. Le calcium
ionophore est utilis¢é comme inducteur de la libération de tryptase (il induit une entrée et
une mobilisation du calcium intracellulaire). La réaction a ét¢ stoppée par centrifugation
a4°C.

La libération de tryptase a été évaluée par dosage de la tryptase dans les culots
cellulaires et dans les surnageants au moyen du kit « Mast cell degranulation assay kit »
(Millipore). Ce test est basé¢ sur la détection spectrophotométrique du chromophore p-
nitroaniline (pNA) apres clivage du substrat tosyl-gly-pro-lys-pNA par la tryptase.

L’absence de cytotoxicité de 1’extrait peptidique d’avocat dans les conditions de
I’essai a ét¢ confirmée par une coloration au bleu Trypan.

1.2. Résultats :

Comme le montre le tableau 7, le calcium ionophore A23187 a induit une
libération massive de tryptase et la quercétine a 50 uM a significativement inhib¢ cette

libération (-47%, p<0,01) ; ces conditions valident I’essai.



WO 2010/052312 PCT/EP2009/064785

10

15

20

20

Tryptase (ng/ml)
Pourcentage
Moyenne Ecart-type o
d'inhibition
Témoin non stimulé 2 1
Témoin stimul¢ (Ca lonophore) 83 5
Quercétine 50 uM 44 2 -47% **
Extrait Peptidique d’Avocat 0,005% 58 7 -30% **

Tableau 7 : Libération de tryptase par des mastocytes
** p<0,01 —test t de Student
L’extrait peptidique d’avocat a la concentration de 0,005% (p/v) a
significativement inhib¢ (-30%) la libération de tryptase par des mastocytes induite par

le calcium ionophore.

11. Effet de D’extrait peptidique d’avocat sur la libération d’histamine par des

mastocytes
11.1. Matériel et Méthodes :

Des mastocytes péritonéaux de rat (en suspension a raison de 10 000 cellules /
250 ul de tampon Tyrode) ont ét¢ incubés pendant 30 minutes & 37°C en présence, ou
non, de I’extrait peptidique d’avocat, obtenu a I’exemple 1, a 0,05%, 0,5% et 1% (p/v)
ou de Calcium a 10 mM, utilis¢ comme référence inhibitrice de la libération
d’histamine.

Les cellules ont ensuite ét¢ stimulées pendant 10 minutes par la substance P a
10 uM (Neosystem) en présence de 0,3 mM de calcium.

La réaction a été stoppée par centrifugation, les surnageants et culots cellulaires
ont été repris avec de 1’acide perchlorique 0,8N afin de réaliser le dosage de I’histamine
par méthode spectrofluorométrique.

Les quantités d’histamine libérée ont ¢té exprimées en pourcentage de libération
: quantité dans les surnageants / quantité totale.

L’absence de cytotoxicité de 1’extrait peptidique d’avocat dans les conditions de
I’essai a été confirmée par un dosage de LDH (Lactate Déshydrogénase).

11.2. Résultats :
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Comme le montre le tableau &, la libération d’histamine a été fortement stimulée
par la substance P et le Calcium a 10 mM a significativement inhibé (-78%) cette

libération ; ces conditions valident 1’essai.

Histamine (% libération)
Moyenne Ecart-type Pourcentage
d'inhibition

Témoin non stimulé 2 1
Témoin stimulé (Substance P) 74 5
Calcium 10 mM 16 1 -78% **
Extrait Peptidique d'Avocat 0,05% | 58 5 21% *
Extrait Peptidique d'Avocat 0,5% | 60 4 -19% *
Extrait Peptidique d'Avocat 1% 35 2 -53% **

Tableau 8 : Libération d’histamine par des mastocytes
* p<0,05 ; ** p<0,01 — test t de Student
L’extrait peptidique d’avocat aux concentrations de 0,05%, 0,5% et 1% (p/v) a
entrainé¢ une inhibition de la libération d’histamine induite par la substance P

significative et dose dépendante (respectivement -21%, -19% et -53%).

111. Effet de 1’extrait peptidique d’avocat sur I’expression génique du PAR2 dans des

épidermes reconstruits

11.1. Matériel et Méthodes :

Des épidermes reconstruits Skinethic de 17 jours ont été traités en systémique
par D’extrait peptidique d’avocat (obtenu a ’exemple 1) a 0,04% (p/v) ou par ’acide
rétinoique [Sigma] a 1 uM (référence positive) pendant 6h.

L’analyse de I’expression des génes a ¢été réalisée en utilisant des DNA arrays
simplifiés standards. Ces mini-chips ont été réalisées sur support Nylon, en spottant des
cDNA spécifiques des marqueurs d’intérét. L’analyse a été réalisée selon une
technologie miniaturisée et optimisée propre, basée sur 'utilisation d’ARN messager et
d’un marquage au 33P.

A la fin de la culture, les épidermes ont ét¢ rincés avec une solution de PBS

(phosphate buffered saline ou tampon phosphate salin). L’ARN total des ¢pidermes a
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ensuite ¢té extrait et purifi¢ a 'aide du Tri-Reagent [Sigma] selon un protocole
standardisé. La quantité et la qualit¢ des ARNs ont ensuite ¢té évaluées a 1’aide d’un
bioanalyseur Agilent 2001. L’ARNm de chaque culture a été réverse-transcrit en
utilisant de I’oligodT et un déoxyribonucléotide triphosphate marqué au 33P. Des
séquences marquées « cibles » cDNA multiples ont été réalisées pour chaque culture.
Ces cibles ont ensuite été hybridées, dans des conditions optimisées, aux cDNA «
sondes » en exces fixés sur les membranes. Aprés lavage, la quantité relative de cible
marquée a été révélée par comptage direct sur Phosphorlmager.

L’analyse des membranes a été réalisée a ’aide d’un logiciel approprié. Les
données traitées mettent en évidence 1’expression différenticlle des différents génes
suite au traitement par 1’extrait peptidique d’avocat en comparaison avec le témoin
correspondant.

II1.2. Résultats :

Comme le montre le tableau 9, I’expression génique du PAR2 dans des

¢pidermes reconstruits a ét¢ inhibée (-29%) par 1’acide rétinoique, témoin de 1’essai.

PAR2 (Expression relative)

Moyenne | Ecart-type | Pourcentage d'inhibition
Epidermes contrdles 4,2 0,1
Acide rétinoique 1 uM 3 0,3 - 29%
Extrait Peptidique d'Avocat | 2 0 -52%
0,04%

Tableau 9 : Expression génique de PAR2 dans des épidermes reconstruits
L’extrait peptidique d’avocat, a la concentration de 0,04% (p/v) a induit une

inhibition de I’expression génique du PAR2 (-52%).

IV. Conclusion

Nous avons pu montrer que 1’extrait peptidique d’avocat est capable de moduler
le relargage d’histamine et de tryptase par des mastocytes. Ainsi, I’extrait peptidique
d’avocat a un effet inhibiteur sur la dégranulation du mastocyte a ’origine de

I’induction et de I’entretien de la réaction de prurit.
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Par ailleurs, nous avons montré¢ un effet inhibiteur de [’extrait peptidique
d’avocat sur D’expression ¢pidermique du récepteur PAR2 (Proteinase Activated
Receptor 2).

L’extrait peptidique peut donc prévenir les effets de I’activation du PAR2 dans
la mise en place du prurit; plus particuliérement 1’extrait peptidique d’avocat peut
moduler les effets de la tryptase sur ses différentes cibles cellulaires, la tryptase étant un

agoniste endogéne du PAR2.

Exemple 3 : extrait peptidique d’avocat : activités hydratante et relipidante

L’hydratation naturelle de la peau est principalement due a son contenu en
glycosaminoglycanes et en particulier a I’acide hyaluronique.

Les glycosaminoglycanes (GAGs) autres que 1’acide hyaluronique sont des
molécules composées d’une partic peptidique et d’une partic osidique. Ils sont
fortement impliqués dans la rétention d’eau dans le derme et contribuent ainsi au
maintien d’un taux d’hydratation convenable.

L’acide hyaluronique (AH) est compos¢ exclusivement de molécules osidiques.
Il est notamment un facteur important de 1’¢paississement de 1’épiderme : il forme avec
l'eau, a laquelle il se fixe fortement, un réseau visco-¢lastique dense et contribue ainsi a
la densité, a la cohésion, a I'hydratation et a I'¢élasticité¢ de la peau. Avec I’age, il y a une
diminution du contenu en AH de 1’épiderme.

La synthése de GAGs sulfatés et de I’AH a ¢été ¢tudiée sur kératinocytes en
culture suite & un traitement par I’extrait peptidique d’avocat, selon I’exemple 1, afin
d’évaluer I’activit¢ hydratante de ce dernier.

L’une des principales fonctions de la peau est celle de barriére de protection
contre les agressions de I’environnement et contre les pertes en eau.

La barriére perméable de la peau se situe dans la couche externe de I’épiderme :
le stratum corneum. Les corneocytes (kératinocytes dans un état de différenciation
avance¢), cellules constitutives du stratum corneum, sont enrobés dans une matrice extra-
cellulaire enrichie en lipides. C’est cette matrice riche en lipides qui est & ’origine de la
fonction de barri¢re perméable.

Les lipides du stratum corneum sont principalement constitués de céramides

(50% de la masse totale des lipides), de cholesterol (25%) et d’acides gras libres (10%).
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Le contenu en ces trois lipides clés du stratum corneum est réduit dans le cas de
x¢érose, cette diminution viendrait d’une baisse de 1’activité des enzymes limitantes des
voies de synthése de ces lipides.

L’effet de I’extrait peptidique d’avocat sur la ncosynthése des lipides
¢pidermiques a été évalué dans un modele d’épiderme reconstruit, avec analyse séparée
des phospholipides (membranes cellulaires) et des lipides neutres (incluant les lipides «

spéciaux » de I’épiderme).

1. Effet sur la synthése des glycosaminoglycanes et de ’acide hyaluronique par des

kératinocytes (Activité hydratante)

1.1 Matériel et méthode :

Des kératinocytes épidermiques humains normaux (NHEK) ont été pré-cultivés
pendant 24 heures a 37°C, 5% de CO2 dans du milieu SFM [Invitrogen] pauvre en
calcium (0,09 mM) supplémenté en EGF 0,25 ng/ml [Invitrogen], extrait pituitaire 25
ug/ml [Invitrogen] et gentamycine 25 ug/ml [Sigmal].

Les kératinocytes ont ensuite ¢été traités pendant 72 heures par 1’extrait
peptidique d’avocat, selon I’exemple 1, a 0,05% MS et 0,005% MS ou par les
références : acide rétinoique 0.1uM [Sigma] ou calcium 1,5 mM [Prolabo]. Deux séries
identiques ont ¢été préparées afin de doser d’une part la libération/production d’acide
hyaluronique et d’autre part I’incorporation de sulfure dans la fraction GAGs. Le lot
correspondant au dosage des GAGs a ¢té supplémenté par du 35S-sulfate [Amersham]
aprés 48 heures de culture (marquage pendant les 24 derniéres heures).

A la fin du traitement, dans le lot correspondant au dosage des GAGs, la
radioactivit¢ incorporée a ¢t comptée et ainsi, la variation de la synth¢se des GAGs par
rapport au contréle analysée.

Dans le lot correspondant au dosage de 1’acide hyaluronique, a la fin du
traitement, les surnageants de culture ont été prélevés et 1’acide hyaluronique dosé a
’aide d’un test ELISA modifi¢ spécifique [Biogenic].

Les comparaisons intergroupes ont ¢té réalisées par analyse de variance a 1’aide
du test de comparaison multiple de Dunnett.

1.2 Résultats :

1.2.1 Effet sur la synthése des GAGs :
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Le calcium, utilis¢ comme référence (effet pro-différenciant) stimule
I’incorporation de 35S-sulfate dans la fraction GAGs ; ce résultat valide le test.
Le traitement par ’acide rétinoique ne modifie pas de fagon significative la
synthése des GAGs par les kératinocytes.
5 L’extrait peptidique d’avocat entraine une augmentation significative de la

synthése des GAGS (+30%) (tableau 10).

Incorporation 35S-sulfate
(cpm) pourcentage
Cellules contrdles 11163
Calcium 17753 + 59%**
Acide rétinoique 13217 + 18 %
Extrait Peptidique d'Avocat o/ s
0.005% MS 14973 +34 %
Extrait Peptidique d'Avocat o
0.05% MS 14833 +33%

Tableau 10 — Synthése des GAGs par des kératinocytes
* p<0,05 ** p<0,01 — test de Dunett

10 1.2.2 Effet sur la synthese/libération de [’acide hyaluronique :

L’acide rétinoique, référence du test, augmente significativement la quantité
d’acide hyaluronique présente dans les surnageants de culture des kératinocytes. Sans
effet sur la synthése des GAGs, 1’acide rétinoique stimule spécifiquement la production
d’acide hyaluronique.

15 L’extrait peptidique d’avocat a 0,005% augmente significativement la

production d’acide hyaluronique (+30%) (tableau 11).

AH ng/ml pourcentage
Cellules contrdles 4684
Acide rétinoique 11503 + 146% **
Extrait Peptidique d'Avocat
6138 +31% *
0,005% MS
Extrait Peptidique d'Avocat
4924 +5%
0,05% MS

Tableau 11 — Synthése/Libération d’acide hyaluronique par des kératinocytes

*p<0,05 ** p<0,01 — test de Dunett
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1I. Effet sur la néosynthése des lipides épidermiques (Activité relipidante)

1.1 Matériel :

Des épidermes reconstruits a J5 [BlOalternatives] ont ¢ét¢ cultivés dans les

conditions suivantes :

- Epidermes contréles (R) : milieu de différenciation [BIOalternatives],

- Epidermes témoins (T) : milieu de différenciation dépléte,

- Extrait peptidique d’avocat, selon I’exemple 1, a 0,005% MS et 0,05% MS dans
le milicu de différenciation déplété (application systémique).

11.2 Méthode :

Les épidermes ont ¢t¢ placés en plaques 12 puits dans les conditions décrites ci-
dessus (milieu de différenciation déplété ou non, contenant ou non 1’extrait peptidique
d’avocat).

Au bout de 24 heures, le milieu de culture a ¢ét¢ renouvelé et supplémenté avec
0,75 uCi/ml de 14C-acétate [Amersham]. Les épidermes ont ensuite été€ incubés pendant
48 heures a 37°C et 5% de COs,.

A la fin du temps de traitement, les épidermes ont ¢ét¢ lavés au PBS [Invitrogen],
dissociés de leurs nacelles et lysés par de ’acide perchlorique a 0,5 M sur glace.

Les lipides ont ensuite ¢té extraits par une solution de méthanol/chloroforme
(2:1). La radioactivit¢ incorporée (correspondant aux lipides totaux) a alors é&té
quantifiée par scintillation liquide. Aprés chromatographie sur couche mince, les lipides
ont ¢té analysés séparément par saisie directe de la radioactivité des différents spots et

quantification a ’aide d’un phosphorimager de type Cyclone [Packard].

11.3 Résultats :
11.3.1 Effet sur la synthése des lipides totaux :

Le milicu de différenciation complet (Epidermes R) induit une augmentation
non significative de I’incorporation d’acétate dans les lipides totaux. L’extrait

peptidique d’avocat n’affecte pas la synthése des lipides totaux (tableau 12).



WO 2010/052312 PCT/EP2009/064785
27
Incorporation d’acétate (cpm) Pourcentages
Epidermes T (milieu déplété) 32171
Epidermes R (milieu de différenciation) 41143 + 28% (NS)
Extrait Peptidique d'Avocat 0,005%
34705 +11% (NS)
MS
Extrait Peptidique d'Avocat 0,05% MS 35588 +8% (NS)

10

15

Tableau 12 — synthése des lipides totaux sur épidermes reconstruits

NS = non significatif

11.3.2 Analyse des profils de néosynthése lipidique (Tableaux 12 et 13) :

Le milieu de différenciation complet (Epidermes R) induit une modification du

profil des phospholipides avec notamment une augmentation des phospholipides (+24%

par rapport aux ¢&pidermes T), du cholestérol sulfate (+13%). La quantité totale de

céramides / cérébrosides n’est pas modifiée, par contre on note une modification

importante des profils lipidiques obtenus :

augmentation des céramides / cérébrosides

les plus polaires (+38%) et diminution des céramides / cérébrosides les moins polaires (-

16%) (Tableau 13). En ce qui concerne les lipides neutres, le milieu de différenciation

complet induit une augmentation du cholesterol (+19%), des acides gras libres (+37%)

et une diminution des acides gras estérifiés (-38%) (Tableau 14).

Sphingomyé¢line | Phospholipides | Cholestérol | Céramides / | Céramides /
sulfate Cérébrosides | Cérébrosides
polaires moins
polaires
Epidermes T | 100 100 100 100 100
(milieu déplété)
Epidermes R| 105 124 113 138 84
(milicu de
différenciation)
Extrait Peptidique | 90 104 101 130 86
dAvocat  0,005%
MS
Extrait Peptidique | 91 112 105 128 83
dAvocat  0,05%
MS

Tableau 13 : Profils lipidiques dans le systéme « phospholipides + sphingolipides »
(% du témoin T)
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L’extrait peptidique d’avocat a 0,005% et 0,05% MS induit une augmentation
des céramides / cérébrosides les plus polaires (+30% et +28% par rapport aux épidermes
T), une diminution des céramides / cérébrosides les moins polaires (-14% et —17%)
(Tableau 13) et & 0,05% une augmentation des acides gras libres (+32%) (Tableau 14).

Ces cffets sont similaires a ceux du milieu de différenciation complet.

Cholestérol | Acides gras libres | Acides gras estérifiés
Epidermes T (milicu déplétd) 100 100 100
Epidermes R (milicu de différenciation) | 119 137 62

Extrait Peptidique dAvocat 0005% MS | 112 103 93

Extrait Peptidique dAvocat 005% MS | 107 132 90

Tableau 14 : Profils lipidiques dans le systéme « lipides neutres + acides gras »

(% du témoin T)

111- Conclusion générale

Nous avons pu montrer un effet hydratant et relipidant de I’extrait peptidique
d’avocat. En effet, [D’extrait peptidique d’avocat stimule la synthése des
glycosaminoglycanes et de 1’acide hyaluronique, qui sont impliqués dans le maintien
d’un taux d’hydratation convenable de la peau. Et I’extrait peptidique d’avocat stimule
la néosynthése des lipides épidermiques, impliqués dans la fonction barricre de

I’¢piderme.

Exemple 4 : formulations cosmétiques a base d’extrait peptidique d’avocat
EAU NETTOYANTE 1

, Matiére premiére / Nom commercial %

{Eau purifiée B4 QSP 100 %
%Biosaccharide gomme Delas%
‘Butyléne glycol , Delas%
iSaponine purifiée De0al%
{Eau de rose De0al%
%Extrait peptidique d’avocat De0as%
‘Conservateurs | De0al%
iAllantoine De0al%
%Acide citrique monohydrate DeOal%
%Trornétharnine DeOal%
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EAU NETTOYANTE 2
,,,,,,,,,,,,,,, Matiére premiére / Nom commercial &« %
%Capryloyl glycine DeOal%
Lessivesoude De0al®%
{Eau purifi¢e B4 De 20 & 100 %
Séquestrant De0al%
%Butyléne glycol Delas%
Extrait peptidique d’avocat L De0as%
Octanediol De0al%
N Delas%
%PEG-7 palmcocoate Delas%
Gluconatezine De0al®%
%Acide citrique monohydrate DeOal%
EaupurifieeB4 QSP100%
%Parfurn DeOal%
Poloxamer 184 b DelaS% .
‘D.S.B. C SP Dela5%
EMULSION E/H
; Matiére premiére / Nom commercial %
Isoparaffine liquide De5a20%
‘Stéarate d’isocétyle De 5220 %
Hydrox stéarate AL-Mg De5a20%
'ABIL WE 09 Delas5%
‘Glycérol Delas%
{Huile vaseline épaisse Delas%
iZinc Oxyde micronisé Dela5%
‘Butyléne glycol Delas5%
%Extrait peptidique d’avocat De0as%
%Isononyle isononanoate Delas%
iCire d’abeille blanche Dela5%
%Tartrate de sodium Delas%
‘Chlorure de sodium De0as5%
‘Glycine Delas%
i{Octanediol De0al%
‘Cholestérol De0al%
Phytosphingosine e De0al%
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‘Acide tartrique De0al%
Baupurifiee B4 e b QSP100%
EMULSION H/E

, Matiére premiére / Nom commercial %
%Polydecéne hydrogéné De52a20%
%Laurylglucoside-glystéarate Delas%
Dicaprylyle carbonate Delas%
iGlycérol De 5420 %
‘Carbopol ETD 2020 De0al%
%Gornme xanthane DeOal%
{Extrait peptidique d’avocat De0as %
iLessive soude De0al%
‘Conservateurs De0al%
%Acide citrique monohydrate DeOal%

{Eau purifiée B4 QSP 100 %

HUILE

Matiére premiére / Nom commercial %
Solubilisant De0al%
{Huile amande douce De 5220 %
iCaprylate / caprate de coprah QSP 100 %

iHuile de macadamia raffinée

De 5420 %

‘Caprylo caprate de glycérol

De 5420 %

%Alpha bisabolol nat DeOal%
Alphatocophérol De0al®%
%Extrait peptidique d’avocat De0as%
Conservatour De0al%
Ester De0al%
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LAIT

; Matiére premiére / Nom commercial %

Huile amande douce 4 DelaS%
%Huile mais Delas%
Acidestéarique b DelaS%
‘Alcool cétylique C16 C18 De0al%
Antimousse 70414 De0al%
%Alcool laurique 11oe Delas%
Monolaurate PEG300 De0al%
‘Monoléate de glycérol De0al%
Monosteéarate de glycérol 4 Delas™ .
%Extrait peptidique d’avocat De0as%
CONSEIVAICULS b De0al%
%Acide citrique monohydrate DeOal%
Citrate trisodique De0al%
%Eau purifiée QSP 100 %
Parfim De0al%
iHuile arachide Dela5%
Huile palmiste hydrogénée 4 DelasS%

MOUSSANT
: Matiére premiére / Nom commercial %
{Eau purifiée B4 QSP 100 %

iLauroamphoacétate

De 5420 %

‘Cocoglucoside

De 5420 %

%Oronal LCG

De 5420 %

Hydriosul KMG 30 (2)

De 5420 %

iDistéarate de PEG 6000 Delas%
‘Conservateur Delas5%
%Extrait peptidique d’avocat De0as%
{Extrait camomille Delas%
iAcide citrique monohydrate DeOal%
‘Séquestrant De0al%
‘Cocoproteine ble De0al%
{Parfum mustiti 11/1 De0al%
%Lessive soude De0al%
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SPRAY

; Matiére premiére / Nom commercial %
Eaupurificebd QSP100%
%Trilaureth—4 phosphate Delas%
Dicaprylyl carbonate b Delas%
iButyléne glycol Delas5%
Erythrityl ester ——— Delas% .
%Huile vaseline fluide Delas5%
Beurre de karité (liquide) Del0al%
‘Jojoba pure De0al%
Conservateurs o —— De0al%
%Extrait peptidique d’avocat De0as%
LesSive SOUA e b De0al%
‘Parfum mustiti 10/3 De0al%
Gomme xanthane De0al%
iCarbopol 981 NF De0al%
SEQUESITANE e b De0al%
iAcide citrique monohydrate DeOal%
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Revendications

1. Médicament ou composition dermatologique comprenant un extrait peptidique
d’avocat, qui comprend 2 a 10% en poids d’azote alpha-aminé par rapport au
poids de la matiére séche de I’extrait peptidique, et un excipient appropri¢, pour
son utilisation dans le traitement ou la prévention du prurit interne et les

désordres non infecticux impliquant une démangeaison.

2. M¢édicament ou composition dermatologique selon la revendication 1,
caractéris¢ en ce que l’extrait peptidique d’avocat est susceptible d’étre obtenu
par un procédé comprenant les étapes suivantes :

- obtention d’un tourteau d’avocat, avantageusement du fruit de 1’avocat,
par séchage puis extraction de I’huile ; ensuite
- cryobroyage et délipidation compléte dudit tourteau puis décantation,
centrifugation et récupéreration du géteau ; puis
- premicre hydrolyse en présence de glucanases, suivie d’une centrifugation
et de 1’élimination de la fraction soluble ;
- seconde hydrolyse en présence d’une ou plusieurs protéases, suivie d’une
centrifugation et de I’¢limination du culot ; ensuite
- concentration de la phase peptidique par nanofiltration et le cas échéant,
décoloration en présence de charbon actif ; suivie
- d’une filtration simple (10 um) puis d’une ultrafiltration (seuil de coupure
de 10 kD) ; enfin
- le cas ¢chéant, ajout de conservateur, microfiltration stérilisante finale (0,2

um) et conditionnement.

3. Médicament ou composition dermatologique selon les revendications 1 ou 2,
caractérisé en ce que I’extrait peptidique d’avocat présente la composition
suivante en acides aminés, en pourcentage en poids par rapport au poids total
d’acides amings :

Alanine 6,4-78
Arginine 4,7-5,7
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Acide aspartique 10,3-12,7
Cystine-cystéine 2,9-35

Acide glutamique 13,0 - 15,8
Glycine 5,3-6,5
Histidine 2,2-2,6
Isoleucine 48-58
Leucine 7,6 -9,4
Lysine 3,0-3,8
M¢éthionine 1,2-1,6
Phénylalanine 4,7-5,7
Proline 4,1-5,2
Sérine 5,5-6,7
Thréonine 4,6-5,6
Tyrosine 3,6-4,4
Valine 5,8-7,2

M¢édicament ou composition dermatologique selon ['une quelconque des
revendications précédentes, caractérisé en ce que 50% des peptides de 1’extrait

sont constitués de 10 a 30 acides aminés.

M¢édicament ou composition dermatologique selon ['une quelconque des
revendications précédentes, pour son utilisation dans le traitement de la
prévention du prurit choisi dans le groupe constitué par le prurit gravidique, le
prurit sine materia, le prurit du nouveau-n¢ et le prurit d’origine

médicamenteuse.

M¢édicament ou composition dermatologique selon la revendication 5,
caractérisé en ce que le prurit gravidique est choisi dans le groupe constitué par

la cholestase gravidique et le prurigos gravidique.

M¢édicament ou composition dermatologique selon la revendication 5,
caractéris¢ en ce que le prurit sine materia est choisi dans le groupe constitué par

le prurit psychogene et le prurit sénile.
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M¢édicament ou composition dermatologique selon ['une quelconque des
revendications précédentes, caractérisé en ce qu’il présente en outre une activité

hydratante et relipidante.

M¢édicament ou composition dermatologique selon ['une quelconque des
revendications précédentes, caractérisé en ce qu’il comprend 0,01 a 20% en
poids sec d’extrait peptidique d’avocat, par rapport au poids total dudit

médicament.

M¢édicament ou composition dermatologique selon ['une quelconque des
revendications précédentes, caractérisé en ce qu’il comprend au moins un agent
anti-irritant et/ou apaisant et/ou cicatrisant et/ou anti-vieillissement et/ou

hydratant.

M¢édicament ou composition dermatologique selon la revendication 10,
caractéris¢ en ce que 1’agent anti-irritant et/ou apaisant et/ou cicatrisant et/ou
anti-vieillissement et/ou hydratant est choisi dans le groupe constitu¢ par la
glycine, les sucres et/ou peptides végétaux, le lupéol, les oxazolines, les
oxazolidines, 1’acide lipoique, [’alpha bisabolol, les dérivés de réglisse,
I’enoxolone, I’ectoine, les furanes d’avocat, les extraits de Centella asiatica, la
caféine, le rétinol, le rétinal, I’acide rétinoique, I’oxyde de zinc, le magnésium,
le silicium, le cuivre, le zinc, le manganése, le sélénium, I’acide hyaluronique,
I’acide az¢€laique et ses sels ou esters, 1’acide salicylique et ses dérivés, 1’alpha
hydroxyacide (AHA), les esters d’AHA, I'acide pyrrolidone carboxylique et
dérivés, les céramides, le cholesterol, le squalane, les phospholipides, le beta
caroténe, la vitamine A, la vitamine E, la vitamine C, la vitamine B3, la vitamine
BS5, la vitamine B6, le peroxyde de benzoyle, I'urée, la coenzyme QI10, la
glucosamine et ses sels, la N-acétyl glucosamine, les eaux de source ou

thermales, les peptides de soja et I’arabinogalactane.
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