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Résumé :

Les écrans solaires sont des formulations a usage topique qui permettent de protéger la
peau des effets néfastes du rayonnement ultraviolet (UV) et notamment de I'apparition des
cancers cutanés. Ces formulations contiennent des filtres UV qui peuvent étre organiques ou
inorganiques. Certains filtres UV organiques sont connus pour pénétrer la peau et engendrer
des réactions allergiques et photo-allergiques. De plus, certains d’entre eux peuvent
engendrer des effets toxiques sur les cellules vivantes de la peau et atteindre la circulation
systémique. Certains filtres UV organiques exerceraient une activité cestrogénique au niveau
des tissus mammaires et utérins. Les filtres UV inorganiques sont plus respectueux pour la
peau mais esthétiquement moins agréables a utiliser pour les consommateurs. Ces filtres UV
inorganiques sont la plupart du temps incorporés dans les écrans solaires sous forme de
nanoparticules afin d’améliorer les qualités esthétiques des écrans solaires minéraux. De
plus, les filtres UV inorganiques sont plus efficaces pour filtrer le rayonnement UV lorsqu’ils
sont sous forme de nanoparticules. Bien qu’actuellement la plupart des études réalisées
montrent que les nanoparticules ne pénetrent pas au-dela du stratum corneum, d’autres
études complémentaires sont nécessaires. En effet, les nanoparticules utilisées comme
filtres UV inorganiques exerceraient des effets toxiques sur les cellules nucléées de la peau.
Les nanoparticules et nanocapsules lipidiques sont des particules lipidiques submicroniques
(i.,e. < 1 um) intéressantes pour formuler les actifs pharmaceutiques et cosmétiques et
notamment les filtres UV. En effet, ces transporteurs lipidiques permettent de limiter la
pénétration cutanée des filtres UV et donc de prévenir les effets toxiques dont ils peuvent
étre a l'origine. Ces nanostructures lipidiques permettent également de diminuer les
concentrations en filtres UV utilisées tout en améliorant le pouvoir photo-protecteur de la
formulation. L'objectif de ce travail réalisé en partenariat avec I'entreprise Polaar SAS était
de développer des suspensions de nanoparticules lipidiques pour formuler des filtres UV
inorganiques et organiques en les maintenant a la surface de la peau tout en augmentant
leur efficacité photo-protectrice. Ces travaux ont permis de développer des suspensions de
nanoparticules lipidiques encapsulant des filtres UV inorganiques dont les propriétés
physico-chimiques restent stables dans le temps. Cette étude a également mis en évidence
I'intérét de ces suspensions de nanoparticules lipidiques pour encapsuler un filtre UV
organique et limiter sa perméation percutanée tout en augmentant son efficacité filtrante
dans le domaine UV. Des émulsions solaires ont été développées a partir des suspensions de
nanoparticules lipidiques encapsulant des filtres UV inorganiques. Les émulsions solaires
développées montrent de hauts indices de photo-protection solaire avec une plus faible
concentration en filtres UV que celle qui est habituellement utilisée. Les modes opératoires
de formulation des suspensions de nanoparticules lipidiques et des émulsions solaires les
intégrant ont pu étre reproduits a I'échelle industrielle afin de pouvoir commercialiser les
émulsions solaires développées.






Summary:

Sunscreens are topical formulations that protect the skin against damages induced by
ultraviolet (UV) radiations and notably skin cancers formation. Those formulations contain
UV filters that can be organic or inorganic. Some organic UV filters are known to penetrate
the skin and trigger allergic and photo-allergic cutaneous reactions. Moreover, some of them
are responsible for toxic effects on skin nucleated cells and could reach systemic circulation.
Some organic UV filters could exercise estrogenic activities on breast and uterus tissus.
Inorganic UV filters are more respectful for the skin but aesthetically less pleasant to use for
consumers. Nanoparticles of inorganic UV filters are often incorporated into sunscreens to
improve their aesthetic qualities. Moreover, inorganic UV filters are more efficient to filter
UV radiations when they are under their nanoparticulate form. Although for the time most
of studies show that nanoparticles could only penetrate skin stratum corneum, others
complementary studies are needed. Indeed, nanoparticles used as inorganic UV filters could
exercise toxic effects on skin nucleated cells. Lipid nanoparticles and nanocapsules are
submicronic lipid particles (i.e. < 1 um) interesting to formulate pharmaceutical and cosmetic
active compounds and notably UV filters. Actually, those structures permit to avoid UV filter
skin penetration and thus to prevent toxic effects that they could give rise. These lipid
structures also permit to decrease UV filter concentrations that are incorporated into
sunscreens while increasing their photo-protection efficiency. The aim of this work carried
out in partnership with Polaar SAS was to develop lipid nanoparticles to entrap organic and
inorganic UV filters maintaining them at skin surface while increasing their photo-protection
efficiency. This study permitted to develop lipid nanoparticle suspensions entrapping
inorganic UV filters with steady physico-chemical properties over the time. This work also
highlighted the interest of these lipid nanoparticle suspensions to entrap an organic UV filter
avoiding its percutaneous permeation while enhancing its photo-protection efficiency.
Sunscreen emulsions containing inorganic UV filter loaded lipid nanoparticles were
developed. These sunscreen emulsions showed high sun protection factors with lower UV
filter concentrations than those usually used. Pilot baches of lipid nanoparticle suspensions
and of a sunscreen emulsion were made with the purpose of commercializing sunscreen
formulations that were developped.
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Liste des abréviations :

UV = Ultraviolet

UVAII = UVA a ondes courtes

UVAI = UVA a ondes longues

SC = Stratum corneum

SL = Stratum lucidum

SG = Stratum granulosum

DRO = Dérivé réactif de I'oxygéne

INPES = Institut national de prévention et d’éducation
TiO, = Dioxyde de titane

Zn0O = Oxyde de zinc

Ce0, = dioxyde de cérium

FPS = Facteur de protection solaire

H/E = Huile dans eau

E/H = Eau dans huile

HLB = Balance hydrophile lipophile (de I'anglais Hydrophilic lipophilic balance)

HLB, = Balance hydrophile lipophile requise (de I'anglais required hydrophilic lipophilic
balance)

FPUVA = Facteur de protection UVA

Ac = longueur d’onde critique

IPS = Indice de protection solaire

UE = Union européenne

DEM = Dose érythémateuse minimale

PPD = Pigmentation cutanée persistante (de I'anglais persistent pigment darkening)
PMAM = Polyméthacrylate de méthyle

ITA® = Angle typologique individuel (de I'anglais individual typology angle)
OMS = Oragnisation mondiale de la santé

PABA = Acide para-aminobenzoique (de I'anglais para-aminobenzoic acid)
BP-3 = Benzophénone 3

BP-4 = Benzophénone 4

OMC = Octyl méthoxycinnamate

Koct/eau = Coefficient de partage Octanol/Eau

3-MBC = 3-Méthyl benzilidene camphre

4-MBC = 4-Méthyl benzilidene camphre
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BP-1 = Benzophénone 1

BP-2 = Benzophénone 2

CIRC = Centre international de recherche sur le cancer

INRS = Institut national de recherche et de sécurité

BP-8 = Benzophénone 8

CSPC = Comité pour la sécurité du consommateur

OCDE = Organisation de coopération et de développement économique
ANSM-= Agence nationale de sécurité du médicament

FDA = Food and drug administration

SLN = Nanoparticule lipidique solide (de I'anglais solid lipid nanoparticle)
NLC = Transporteur lipidique nanostructuré (de I'anglais nanostructured lipid carrier)
PA = Principe actif

NC = Nanocapsule

NPLC = Transporteur lipidique polymérique nanostructuré (de I'anglais nanostructured
polymeric lipid carrier)

PCL = Poly-e-caprolactone

Al,O3 = Oxyde d’aluminium

Tr/min = Tour par minute

rpm = rotation par minute

Z-Ave = Diameétre hydrodynamique moyen

Pd! = Indice de polydispersité

Potentiel { = Potentiel zeta

DDL = Diffusion dynamique de la lumiere

EDL = Electrophorese laser Doppler

PBS = Tampon phosphate salin (de I'anglais phosphate buffered salin solution)
PVDF = Poly(fluorure de vinylidene) (de I"'anglais PolyVinyliDene Fluoride)
PIE = Perte insensible en eau

CLHP = Chromatographie liquide haute performance

LDD = Limite de détection

LDQ = Limite de quantification

OPP = Oxyde de polypropyléne

OPE = Oxyde de polyéthyléne

MET = Microscopie électronique a transmission

MEB = Microscopie électronique a balayage
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Le spectre de la lumiére provenant du soleil comprend le rayonnement infrarouge (= 32 %),
la lumiére visible (= 63 %) et le rayonnement ultraviolet (= 5 %). Le rayonnement ultraviolet
(UV) du spectre de la lumiere est divisé en trois domaines : le rayonnement UVC qui s’étend
de 100 nm a 290 nm, le rayonnement UVB qui s’étend de 290 nm a 320 nm et le
rayonnement UVA qui est subdivisé en rayonnement UVA a ondes courtes (UVA 1)
s’étendant de 320 nm a 340 nm et en rayonnement UVA a ondes longues (UVA 1) s’étendant
de 340 nm a 400 nm. Le rayonnement UVC est entierement filtré par la couche d’ozone et
les différentes couches atmosphériques tandis qu’une petite partie du rayonnement UVB
traverse les couches atmosphériques et atteint la surface de la Terre. Le rayonnement UVA
n‘est quasiment pas filtré par les différentes couches atmosphériques ; une trés forte
proportion d’UVA atteint donc la surface terrestre (Figure 1)

UVC UVB UVAIl UVAI Visibl. Infrarouge

320 340 400 A (nm)

Energie

Couche d’ozone (

Pénétration cutanée

>

Figure 1: Représentation schématique des différents types de rayonnement ultraviolet
provenant du soleil et atteignant la Terre.

Le rayonnement atteignant la surface de la Terre comprend entre 2 et 5 % de rayonnement
UVB et entre 95 et 98 % de rayonnement UVA selon les saisons et la localisation
géographique. Les longueurs d’ondes les plus courtes du spectre UV sont les plus
énergétiques et donc les plus agressives pour les étres vivants. Les longueurs d’ondes les
plus longues sont moins énergétiques mais elles ont tendance a pénétrer profondément les
structures cutanées. Ainsi, le rayonnement UVB traverse les couches superficielles de
I'épiderme (Stratum corneum (SC), Stratum lucidum (SL) et Stratum granulosum (SG)) pour
atteindre les cellules épidermiques basales alors que le rayonnement UVA est susceptible de
pénétrer dans les structures sous épidermiques et dermiques (Figure 2). Le rayonnement
UVC est le plus énergétique des rayonnements UV (1,05.10™2 Joules) et donc le plus nocif
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pour les organismes vivants suivi par le rayonnement UVB (6,67.10° Joules) et le
rayonnement UVA (5,56.10™° Joules).

UvVB UVA

Figure 2 : Représentation schématique de la pénétration des
rayonnements UVB et UVA dans la peau.
http://sante.gouv.qc.ca/conseils-et-prevention/bronzage/

Les UVC sont tres érythématogénes si bien que s’ils venaient a ne plus étre filtrés par les
différentes couches atmosphériques, ils pourraient provoquer d’importantes brGlures
(cutanées et oculaires) et également favoriser I'apparition de cancers au niveau des zones
photo-exposées. Le rayonnement UVB est lui aussi trés érythématogene et carcinogene. Les
rayonnements UVC et UVB sont directement absorbés par I’ADN cellulaire qu’ils
endommagent de maniére importante ce qui induit les mécanismes de carcinogenése. Le
rayonnement UVA est mille fois moins érythématogéne que le rayonnement UVB. Ce
rayonnement n’est pas absorbé par ’ADN mais par d’autres chromophores cellulaires gu’il
excite comme les mélanines, les porphyrines, la riboflavine et le tryptophane ce qui conduit
a la formation de dérivés réactifs de I'oxygene (DRO) cytotoxiques. Le rayonnement UVA
participe donc au mécanisme de photo-carcinogenese en endommageant le matériel
génétique des cellules mais de maniere indirecte. La Figure 3 présente les différents
chromophores cellulaires cutanés et leurs domaines d’absorption dans l|'ultraviolet. Les
rayonnements UVB et UVA désorganisent la fonction barriére de la peau en diminuant le
nombre de corps d’Odland et de desmosomes dans le SC et le SG qui constituent les deux
premiéres couches cellulaires de I'épiderme [1].
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Figure 3 : Représentation schématique des différents chromophores cellulaires cutanés
ainsi que de leur domaine d’absorption dans I'ultraviolet.

Le rayonnement UV exerce également des effets bénéfiques sur I'organisme. En effet, a
doses bien définies, il permet de traiter certaines pathologies cutanées comme I'eczéma ou
le psoriasis [2] et il initie la synthése de la vitamine D [3]. Le rayonnement UVB induit la
synthése du cholécalciférol (précurseur inactif de la vitamine D) dans les kératinocytes des
couches cellulaires profondes de I'épiderme a partir du 7-déhydrocholestérol qui est un
constituant des membranes plasmiques. Le cholécalciférol métabolisé au niveau du foie et
des reins permet la synthése de la vitamine D. La synthése du cholécalciférol induite par le
rayonnement UVB constitue la principale source de vitamine D de I'organisme. La vitamine D
est indispensable a I'homéostasie minérale osseuse et elle jouerait également un réle dans
certains mécanismes du systéme immunitaire. Les différents effets induits par les
rayonnements UVB et UVA sont résumés dans le Tableau 1.
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Tableau 1: Les différents effets bénéfiques et délétéres des rayonnements UVB et UVA sur
la peau.

Effets sur 'organisme Rayonnement UVB Rayonnement UVA
Traitement de certaines pathologies

Bénéfiques cutanees Non reportés
Synthése du cholécalciférol
Bronzage

Protecteurs Non reportés
Epaississement de |'épiderme
Erytheme actinique Oxydation des mélanines
Immunosuppression cutanée Immunosupression cutanée

Néfastes Vieillissement cutané prématuré

Carcinogenése

Diminution du nombre de corps d’Odland et de desmosomes dans le SC et le SG

Le rayonnement UVB induit deux mécanismes innés de photo-protection cutanée que sont
le bronzage et I'épaississement de I'épiderme [4, 5]. En effet, le rayonnement UVB stimule la
production de mélanine par les mélanocytes ainsi que son transfert vers les kératinocytes
des couches épidermiques via les dendrites des mélanocytes. La mélanine est un pigment
qui absorbe les rayonnements UVB et UVA et qui protéege donc le matériel génétique des
cellules contre les dommages photo-induits. Le rayonnement UVB stimule également la
prolifération des cellules de la couche basale de I’épiderme ce qui contribue a épaissir le SC,
véritable barriere protectrice, et donc a réduire la pénétration du rayonnement ultraviolet
dans la peau. Le rayonnement UVA est a I'origine d’une pigmentation cutanée immeédiate
due a l'oxydation de la mélanine et de ses précurseurs (phénomene de Meirowski) [6, 7].
Cette pigmentation n’apporte pas de photo-protection a la peau. Elle apparait dans les
quinze minutes suivant I'exposition au rayonnement UV et disparait dans les deux heures
suivant I'arrét de I'exposition. Ce phénomeéne ne concerne que les peaux naturellement
riches en mélanine et donc les peaux naturellement halées.

Les différentes couleurs de peau font que tous les individus ne présentent pas la méme
sensibilité aux dommages cutanés photo-induits. Les différentes nuances cutanées sont dues
a un pigment: la mélanine. Il existe deux types de mélanines: I'eumélanine et la
phéomélanine. Ce sont les proportions en eumélanine et en phéomélanine qui déterminent
la coloration cutanée. L'eumélanine est un pigment allant du brun au noir, prédominant chez
les peaux foncées, qui absorbe le rayonnement UV incident ce qui permet de protéger le
matériel génétique cellulaire des dommages photo-induits. La phéomélanine est un pigment
s’étendant du jaune au rouge, qui prédomine chez les peaux claires, et qui n’absorbe pas le
rayonnement UV ne conférant donc aucune photo-protection [8, 9].
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Face aux effets déléteres induits par le rayonnement UV sur la peau, l'institut national de
prévention et d'éducation pour la santé (INPES) recommande aux individus de se protéger
de ce rayonnement [10]. La premiére recommandation est ['éviction solaire plus
particulierement aux heures durant lesquelles I'incidence du rayonnement UV sur la Terre
est la plus forte (En France, entre 12h et 16h). Le port de vétements a tissage serré comme le
coton permet de limiter la pénétration du rayonnement UV dans la peau. L'utilisation de
produits de protection solaire (écrans solaires) est également un bon moyen de protéger la
peau des effets déléteres du rayonnement UV. Les produits de protection solaire sont des
formulations qui contiennent des filtres UV qui vont agir en limitant la pénétration du
rayonnement ultraviolet dans la peau. Ces formulations sont particulierement complexes a
développer notamment a cause de la nature des filtres UV.

Ce travail est divisé en quatre chapitres. Le premier chapitre porte sur la formulation des
écrans solaires ainsi que sur |'évaluation de leur efficacité. L'efficacité des écrans solaires
repose sur les filtres UV qu’ils contiennent. Certains d’entre eux présenteraient des effets
toxiques pour l'organisme ainsi que pour I’environnement. Le chapitre 2 aborde la toxicité
des filtres UV incorporés dans les écrans solaires ainsi que la législation des produits de
protection solaire a travers le monde. Face aux nombreuses données publiées concernant le
potentiel toxique de certains filtres UV, la recherche de nouveaux véhicules pour formuler
les filtres UV permettant de prévenir leur perméation percutanée s’est avérée nécessaire. Le
troisieme chapitre de ce travail concerne le développement de particules lipidiques
submicroniques encapsulant un filtre UV inorganique en augmentant son pouvoir photo-
protecteur dans le domaine UV. Le quatrieme et dernier chapitre de ce travail vise a
comparer |'efficacité de quatre types de particules lipidiques submicroniques a maintenir un
filtre UV organique a la surface de la peau tout en améliorant son efficacité photo-
protectrice.

L’objectif principal de ce travail était de développer des suspensions de particules lipidiques
submicroniques pour formuler des filtres UV inorganiques et organiques en limitant leur
éventuelle perméation percutanée tout en augmentant leur efficacité photo-protectrice. Ces
travaux ont permis de développer des suspensions de particules lipidiques submicroniques
encapsulant des filtres UV inorganiques dont les propriétés physico-chimiques restent
stables dans le temps. Cette étude a également mis en évidence l'intérét de ces suspensions
de particules lipidiques submicroniques pour encapsuler un filtre UV organique et limiter sa
perméation percutanée tout en augmentant son efficacité filtrante dans le domaine UV.

L'objectif spécifique de ce travail était de développer des émulsions solaires a partir de
suspensions de particules lipidiques submicroniques encapsulant des filtres UV inorganiques.
Les émulsions solaires développées devaient montrer de hauts indices de photo-protection
solaire avec la concentration la plus faible possible en filtres UV inorganiques. Les modes
opératoires de formulation des suspensions de particules lipidiques submicroniques et des
émulsions solaires les intégrant devaient étre reproductibles a I'échelle industrielle de
maniere a pouvoir commercialiser les émulsions solaires développées.
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A- Composition et mode d’action des écrans solaires:

1- Meécanismes d’action des filtres UV aprés application cutanée:

Deux types de filtres UV peuvent étre incorporés dans les écrans solaires : les filtres UV
organiques (ou chimiques) et les filtres UV inorganiques (ou minéraux). Les filtres UV
organiques sont des molécules comprenant un ou plusieurs cycles aromatiques qui
absorbent le rayonnement UV en passant sous un état excité avant de dissiper I'énergie
absorbée sous forme de chaleur pour revenir a leur état de base. Les propriétés physico-
chimiques des filtres UV organiques leur permettent de pénétrer au niveau des couches
cutanées superficielles (espaces inter-cellulaires du SC). Les filtres UV inorganiques sont des
particules qui agissent physiquement, comme des miroirs, en reflétant et en diffusant le
rayonnement UV incident. lls peuvent également en absorber une petite partie [11]. Ces
particules vont agir a la surface de la peau, leurs propriétés physico-chimiques ne leur
permettant pas de pénétrer les couches cutanées. (Figure 4).

Réflexion du rayonnement UV / ’, / ' \“

Filtres UV inorganiques Eiléres U organiques

[ [t [ (RN J&QT}O‘Q[O‘%& J
ILIC LI IL I CIL TG IlaBeat )

3O [OO0OROOE]

Figure 4 : Mécanisme d’action des filtres UV inorganiques et organiques sur la peau.

Les filtres UV inorganiques se présentent sous la forme de pigments ou de micro-pigments
minéraux d’origine naturelle ou synthétique. Ces filtres UV ne pénétrent pas la peau [12]. IIs
sont donc considérés comme hypoallergéniques et plus respectueux pour la peau que les
filtres UV organiques. Ce sont les filtres UV les plus efficaces, puisqu’ils refletent a la fois les
domaines UVB et UVA. Cependant, les filtres UV inorganiques sont les plus difficiles a
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formuler car ils ont tendance a donner des formulations pateuses, difficiles a étaler et
laissant des résidus blancs a l'issue de l'application [13]. Seuls deux types de filtres UV
inorganiques sont listés en tant que tels a travers le monde: le dioxyde de titane (TiO,) et
'oxyde de zinc (ZnO). Cependant, il existe d’autres minéraux aux propriétés anti-UV
intéressantes comme le dioxyde de cérium (CeO,), I'hydroxyapatite et les kaolins [14]. Les
particules de TiO, et de ZnO sont préalablement enrobées par un matériau inerte qui peut
étre soit inorganique (e.g. oxyde d’aluminium, silice, zircone) soit organique (e.g. silicones,
dimethicones, silanes) afin d’inhiber leur potentiel photo-catalytique et faciliter leur
formulation dans les écrans solaires [15, 16]. Ces particules minérales réfléchissent non
seulement le rayonnement UV mais aussi le spectre visible de la lumiere a l'origine de la
couleur blanche prononcée sur la peau aprés étalement de I'écran solaire. La taille des
particules minérales influence leur spectre de réflexion de la lumiére. Les particules de plus
de 100 nm réfléchissent la lumiére de facon homogéne dans les domaines visible et invisible
et apparaissent donc trés blanches sur la peau (Figure 5) tandis que les particules dont la
taille est inférieure a 100 nm réfléchissent plus efficacement la lumiere UVB mais beaucoup
moins dans le domaine UVA et celui du visible [17].

Ainsi, pour formuler un écran solaire minéral a large spectre d’efficacité avec un effet blanc
limité a I"étalement, plusieurs tailles de particules minérales doivent étre incorporées afin
d’assurer une photoprotection a la fois dans les domaines UVB et UVA (Figure 6).

Phototype | Phototype V

&
o] ‘.'w

Figure 5 : Comparaison de |'effet blanc a I’étalement de dispersions lipidiques contenant des
particules de TiO, de différentes tailles lorsqu’elles sont appliquées sur la peau d’un individu

de phototype | et d’'un autre de phototype V.
http://www.koboproductsinc.com

Les filtres UV organiques sont plus faciles a formuler que les filtres UV inorganiques. Ce type
de filtres UV permet de formuler des écrans solaires faciles a étaler et agréables a utiliser
puisqu’ils apparaissent invisibles a I'étalement. Actuellement, peu de filtres UV organiques
(comme le groupe des benzophénones) sont capables d’absorber a la fois dans les domaines
UVB et UVA. De plus, a concentrations égales, les filtres UV organiques sont moins efficaces
que les filtres UV inorganiques. Afin d’atteindre une photo-protection large spectre, il faut
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donc mélanger plusieurs filtres UV organiques. Les filtres UV organiques doivent étre
associés a un filtre UV inorganique pour formuler des écrans solaires a haut et tres haut
facteur de protection solaire (FPS) c’est-a-dire dont la valeur du FPS est supérieure a 30 [18].
Les données publiées concernant leur potentiel toxique font que ces molécules doivent étre
formulées avec une attention particuliere afin de ne pas favoriser leur perméation
percutanée ainsi que leur dégradation.
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Figure 6: Spectres de transmittance lumineuse de différentes dispersions
lipidiques de TiO, contenant différentes tailles de particules.
http://www.koboproductsinc.com

2- Composés adjuvants des écrans solaires:

Le choix des composés incorporés dans les écrans solaires est particulierement important
puisqu’ils peuvent influencer la pénétration cutanée des filtres UV et donc leur efficacité
photo-protectrice [19]. Les filtres UV doivent rester localisés au niveau des couches cutanées
les plus superficielles afin qu’ils puissent exercer leur réle photo-protecteur de maniére
optimale. La présence de promoteurs de la pénétration cutanée comme les acides oléique et
linoléique, le myristate d’isopropyle ou le palmitate d’isopropyle, peut favoriser la
pénétration des filtres UV dans la peau en agissant sur les lipides du SC ce qui diminue leur
efficacité photo-protectrice et peut entrainer des effets indésirables.

Les agents occlusifs agissent également en favorisant la pénétration cutanée des molécules
en augmentant I'hydratation des couches cutanées [20]. En revanche, l'incorporation de
certains agents texturants et d’antioxydants dans ces formulations constitue un avantage
non négligeable. En effet, les agents texturants, comme certains polymeres, permettent de
faciliter I’étalement de la formulation sur la peau tout en permettant la formation d’un film
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de formulation homogene. Les filtres UV doivent étre dispersés de maniere homogene dans
la formulation afin, qu’a I'étalement, il ne persiste aucune zone cutanée photo-exposée non
protégée (Figure7). Les agents antioxydants ont une action anti-radicalaire et
génoprotectrice [21, 22]. L'alpha tocopherol, le béta-caroténe et I'acide ascorbique sont
couramment incorporés dans les écrans solaires pour leur role adjuvant photo-protecteur.

Filtres UV

Couche uniforme
d’écran solaire

Peau

Figure 7: Représentation schématique de la répartition optimale d’un écran
solaire sur la peau.

B- Formulation des écrans solaires:

1- Formulation classique des filtres UV:

La majorité des écrans solaires comprend un mélange de filtres UV organiques et
inorganiques afin d’assurer une photo-protection cutanée efficace dans tout le domaine UV
tout en conférant a la formulation des propriétés sensorielles agréables. La forme galénique
la plus classique des écrans solaires est I'émulsion. Une émulsion est un systeme
comprenant trois phases : une phase lipidique, une phase aqueuse et un ou plusieurs agents
tensioactif(s). Les tensioactifs sont des molécules amphiphiles comprenant une partie
lipophile et une partie hydrophile. Dans une émulsion, la phase lipidique peut étre
dispersée dans la phase aqueuse sous forme de gouttelettes, elle est alors appelée
communément émulsion huile dans eau (H/E). A linverse, la phase aqueuse peut étre
dispersée dans la phase lipidique et I'émulsion ainsi obtenue est alors appelée émulsion eau
dans huile (E/H) (Figure 8). Le sens de I'émulsion (H/E ou E/H) est fonction de I'agent
tensioactif et plus particulierement de la valeur de sa balance hydrophile / lipophile (HLB).
L’échelle de HLB de Griffin, décrite en 1949, permet de définir le caractére hydrophile ou
hydrophobe majoritaire des tensioactifs [23].
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Phase dispersée lipidique @ O O Phase dispersée aqueuse —@ OO O
O
Tensioactif(s) —)OO(DO OOO Tensioactif(s) —)O O O O
Q0 00O’
Phase continue aqueuse —— Phase continue lipidique ——>

Emulsion Huile dans Eau (H / E) Emulsion Eau dans Huile (E / H)

Figure 8 : Représentation schématique de I'organisation d’'une émulsion huile dans eau et
d’une émulsion eau dans huile.

Cette échelle s’étend de 0 a 40. Les tensioactifs de HLB inférieure ou égale a 8 possédent
une partie lipophile de masse moléculaire plus importante que leur partie hydrophile et
inversement, les tensioactifs de HLB supérieure a 8 posseédent une partie hydrophile de
masse moléculaire plus importante que leur partie lipophile. Ainsi, lorsqu’un tensioactif de
HLB inférieure ou égal a 8 est ajouté dans un mélange Huile / Eau, I’émulsion formée sera de
type E/H et inversement, si la valeur de HLB du tensio-actif est supérieure ou égale a 8 alors
I’émulsion formée sera de type H/E. Lorsque I’émulsion est obtenue au moyen d’un mélange
de tensioactifs, le HLB de ce mélange (HLB,) est calculé selon I'équation (1).

(m1 X HLBl) + (m2 X HLBZ)
HLB = (Eq.1)
(m +m))
1 2

Avec:

m; : masse du tensioactif 1 dans la formulation (g)
m, : masse du tensioactif 2 dans la formulation (g)
HLB; : valeur HLB du tensioactif 1

HLB; : valeur HLB du tensioactif 2

Les émulsions H/E constituent la majorité des formulations des écrans solaires. Les filtres UV
choisis sont alors dispersés dans la phase lipophile ou hydrophile selon leur polarité. Le ou
les agents tensioactifs sont également dispersés selon leur polarité. Un apport d’énergie est
nécessaire a la formation de I’'émulsion. Cette énergie peut étre magnétique, mécanique ou
encore sonique. Cet apport d’énergie est particulierement important puisqu’il va influencer
la taille des gouttelettes de phase dispersée en suspension ainsi que la stabilité de I'’émulsion
dans le temps. Fondamentalement, une émulsion n’est pas thermodynamiquement stable.
En effet, les deux phases non miscibles sont vouées a se séparer dans le temps de par leur
différence de polarité. Cependant, il est possible d’augmenter la stabilité des émulsions
notamment en sélectionnant le ou les agents tensioactifs par rapport aux propriétés
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physico-chimiques des phases lipidique et aqueuse. Afin de garantir la stabilité optimale des
gouttelettes de phase dispersée dans la phase dispersante, le HLB du tensioactif doit
correspondre au HLB requis (HLB,) de la phase dispersée, en I'occurrence la phase lipidique
dans le cas d’'une émulsion H/E. Le HLB, d’une phase lipidique correspond au HLB sous lequel
cette phase sera dispersée de maniére optimale dans la phase aqueuse. Les HLB, de
nombreuses phases lipidiques sont publiés dans la littérature [24]. Afin de garantir la
stabilité optimale d’'une émulsion, il convient donc d’utiliser un tensioactif ou bien un
mélange de tensioactifs dont le HLB correspond au HLB, de la phase dispersée. L’équation 2
permet de déterminer, lorsque l'on travaille avec un mélange de tensioactifs, les
concentrations de chaque tensioactif a utiliser afin que le HLB du mélange de tensioactifs
soit égal au HLB, de la phase lipidique.

HB = xHLB +(1-x)xHLB, =HLB (Eq.2)

Ce qui donne :

HLBr - HLB2

HLB_ - HLB
1 2

Avec :

x: fraction massique du tensioactif 1 dans le mélange (%)
HLBm : HLB du mélange de tensioactifs

HLB; : valeur HLB du tensioactif 1

HLB; : valeur HLB du tensioactif 2

HLB, : HLB requis de la phase lipophile

Les émulsions de type E/H sont celles qui permettent d’obtenir des écrans solaires résistants
a I'eau [25] ce qui leur confére un avantage non négligeable en termes d’efficacité photo-
protectrice. Cependant, les émulsions solaires de type E/H sont esthétiquement moins
agréables a utiliser.

Les écrans solaires sont également commercialisés sous forme d’huiles, de gels, de sticks et
méme de poudres [26].

2- Application topique des écrans solaires:

L'application des écrans solaires sur la peau est un paramétre particulierement important
afin de garantir |'efficacité photo-protectrice optimale de la formulation. Il est recommandé

45



Chapitre I: Les écrans solaires : définition, formulation et évaluation de leur efficacité photo-protectrice

d’appliquer 2 mg.cm™ de formulation sur la peau. En effet, I'efficacité des écrans solaires est
évaluée in vivo avec cette quantité. Cependant, plusieurs études ont montré, qu’en
moyenne, les consommateurs n’appliquent que le tiers de cette quantité [27]. La quantité de
formulation appliquée sur la peau influence la valeur du FPS de cette formulation. Si un
consommateur applique 0,67 mg.cm™ (soit le tiers de la quantité recommandée) d’écran
solaire affichant un FPS de 50 sur sa peau, le FPS procuré ne sera pas celui affiché sur le
conditionnement, il sera beaucoup moins important. En effet, une étude a révélé qu’en
moyenne, le FPS réel d’'un écran solaire appliqué correspondait en réalité a entre 20 et 50 %
du FPS affiché sur le conditionnement du produit [28]. De méme, |'étalement de la
formulation sur la peau va influencer son efficacité. L'écran solaire doit étre appliqué de
maniere homogene afin de protéger toutes les zones cutanées photo-exposées.

Les propriétés d’étalement d'un écran solaire sont notamment liées aux propriétés
rhéologiques de la formulation [29]. Des études ont montré que les écrans solaires dont le
comportement rhéologique était de type rhéofluidifiant permettaient la formation d’un film
protecteur homogéne a [l‘application [30]. En revanche, les fluides newtoniens ne
permettent pas |'étalement homogene de la formulation sur la peau [31]. La valeur du FPS
est donc influencée par le comportement rhéologique de la formulation d’écran solaire. A
concentrations équivalentes en filtres UV, une formulation au comportement rhéofluidifiant
aura un FPS plus important que celle dont le comportement rhéologique est newtonien.

C- Evaluation de l'efficacité des écrans solaires:

1- Généralités:

L’efficacité des écrans solaires est caractérisée par trois parametres : le FPS, le facteur de
protection UVA (FPUVA) et la longueur d’onde critique (A). Le FPS, aussi nommé indice de
protection solaire (IPS), ne refléte que la protection dans le domaine UVB dont les longueurs
d’ondes sont plus érythémateuses que celles du domaine UVA. Jusque dans les années 1990,
seul le rayonnement UVB était pris en compte lors de la formulation des écrans solaires.
Cependant, les données expérimentales publiées au cours de ces derniéres années
concernant l'implication du rayonnement UVA dans la photo-carcinogenése cutanée et le
photo-vieillissement cutané accéléré [32] ont poussé la commission européenne a
promulguer un certain nombre de recommandations permettant d’assurer une protection
minimale vis-a-vis du rayonnement UVA [33]. En effet, il est imposé aux industriels de
développer des écrans solaires procurant une photo-protection dans le domaine UVA
correspondant au moins au tiers du FPS. Par exemple, un écran solaire affichant un FPS de
30 doit présenter un FPUVA égal a une valeur minimale de 10. L'efficacité d’un écran solaire
est également déterminée par A. correspondant a la longueur d’onde du domaine UV (de
290 nm a 400 nm) en dessous de laquelle I'écran solaire exerce 90 % de son efficacité. La
longueur A, renseigne sur la largeur du spectre d’efficacité de I'écran solaire et notamment

46



Chapitre I: Les écrans solaires : définition, formulation et évaluation de leur efficacité photo-protectrice

de son étendue dans le domaine UVAI (Figure 9). Les recommandations européennes
mentionnent qu’un écran solaire doit avoir une A. d’au minimum 370 nm. Ces
recommandations rendues par la commission européenne du 22 septembre 2006
concernant les produits de protection solaire sont entrées en vigueur dés I'année 2007 en
France [33]. Les autres pays européens ont appliqué ces diverses recommandations les uns
aprées les autres si bien qu’en 2008, tous les pays de I’'Union Européenne (UE) les ont mises
en pratique.

1,6
—A A =367 nm
g —8 A,=370nm
S —C A.=374 nm
< 08 D A =378nnm
0,4
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Longueur d'onde (nm)

Figure 9: Spectres d’absorption dans le domaine UV de quatre formulations d’écrans
solaires de FPS 40 présentant différentes longueurs d’ondes critiques.

2- Méthodes d’évaluation in vivo de I'efficacité des écrans solaires:

L’évaluation in vivo du FPS et du FPUVA des écrans solaires repose sur des réponses
cutanées biologiques induites par le rayonnement UV : I'érythéme et la pigmentation
cutanée persistante respectivement pour les rayonnements UVB et UVA. Le FPS d’un écran
solaire correspond au rapport entre la dose érythémateuse minimale (DEM) évaluée sur
peau protégée par I’écran solaire dont I'efficacité est testée et la DEM évaluée sur peau non
protégée (Eq.3).

DEM évaluée sur peau protégée
FPS = (Eq.3)
DEM évaluée sur peau non protégée

La DEM correspond a la plus faible dose de rayonnement UV induisant un érytheme visible,
bien délimité, sur la peau. Le FPS est évalué in vivo selon une norme internationale publiée
en 2010 [34]. La méthode est la suivante : plusieurs zones de mémes dimensions sont
délimitées sur la peau du dos de volontaires. Les zones sont alors irradiées avec des doses
croissantes de rayonnement UVB. La DEM de l'individu est alors déterminée 24 heures apres
Iirradiation. De nouvelles zones sont alors délimitées sur le dos du méme volontaire sur
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lesquelles 2mg.cm™ de formulation sont appliqués. Les zones cutanées sont alors irradiées
avec des doses croissantes de rayonnement UVB choisies en fonction de la DEM de I'individu
et du FPS attendu. Le rapport entre la DEM obtenue sur la zone cutanée protégée par la
formulation avec celle obtenue sur la zone cutanée non protégée est alors calculé
(Figure 10).

Le FPUVA correspond au rapport entre la plus faible dose de rayonnement UVA induisant
une pigmentation cutanée persistante (PPD pour « persistent pigment darkening ») sur peau
non protégée par celle induisant une PPD sur peau protégée par I’écran solaire dont
I'efficacité est testée (Eq. 4). Le FPUVA est déterminé in vivo selon une norme internationale
publiée en 2011 [35]. La méthode consiste a délimiter plusieurs zones de mémes dimensions
sur le dos de volontaires et d’irradier ces zones avec des doses croissantes d’UVA afin de
déterminer la plus faible dose de rayonnement UVA induisant une PPD sur la peau de
I'individu non protégée (Figure 11). D’autres zones sont alors délimitées sur lesquelles
2 mg.cm™ de I'écran solaire 3 tester sont appliqués avant que la PPD soit de nouveau
mesurée. Le rapport entre la PPD évaluée sur la peau de l'individu protégée par |'écran
solaire a tester et celle obtenue sur la peau de I'individu non protégée est alors calculé.

PPD évaluée sur peau protégée
FPUVA = (Eq.4)
PPD évaluée sur peau non protégée

Les méthodes d’évaluation in vivo de I'efficacité des écrans solaires présentent toutefois des
limites en termes de fiabilité des résultats obtenus et de corrélation avec l'efficacité de la
formulation appliquée en conditions réelles par les consommateurs. En effet, en laboratoire,
la pesée et I'étalement de la formulation sur la peau des individus sont trés standardisés. Or,
ce n'est pas le cas en conditions réelles lorsqu’un individu applique un écran solaire sur sa
peau. Des études ont révélé que la quantité d’écran solaire qui est appliquée par les
consommateurs est bien moindre que celle utilisée pour caractériser le pouvoir photo-
protecteur de la formulation [30]. Ainsi, le FPS procuré par |’écran solaire utilisé ne sera pas
le méme que celui obtenu lors des tests in vivo.

3- Méthodes d’évaluation in vitro de |'efficacité des écrans solaires:

Le FPS ainsi que le FPUVA des écrans solaires peuvent également étre déterminés in vitro. A
ce jour, il n’existe qu’une norme internationale publiée en 2012 concernant la détermination
du FPUVA et de la Ac in vitro [36]. En effet, bien que de nombreux laboratoires utilisent des
méthodes de détermination in vitro du FPS, aucune norme internationale n’est publiée.
Cette méthode n’est donc utilisée qu’a des fins de screening des formulations pour limiter
les colts de développement de I’écran solaire puisque la méthode d’évaluation in vivo est
une méthode relativement colteuse. En plus de leurs avantages liés a leur faible co(t de
mise en oceuvre, les méthodes d’évaluations in vitro de I'efficacité des écrans solaires
représentent une bonne alternative en considérant les problémes éthiques que la méthode
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d’évaluation in vivo implique. En effet, la mise en ceuvre de la méthode d’évaluation in vivo
de l'efficacité des écrans solaires requiert 'irradiation d’individus avec d’'importantes doses
de rayonnements UVB et UVA ce qui est discutable en considérant toutes les données sur le
caractere délétére pour l'organisme d’un tel rayonnement et notamment le caractere
carcinogene. Les méthodes d’évaluation in vitro du FPS et du FPUVA reposent sur la mesure
de la transmittance UV a travers un substrat sur lequel I’écran solaire a tester est étalé. Les
substrats d’étalement sont des plagues en poly(méthacrylate de méthyle) (PMAM). La
norme internationale publiée sur la détermination du FPUVA et de la A. recommande de
peser 1,3 mg.cm™ de formulation a tester répartis en multiples gouttelettes sur la plaque de
PMAM. La formulation ainsi déposée est ensuite étalée de maniére homogeéne sur toute la
surface de la plague PMAM. La plaque est ensuite placée a I'obscurité pendant au minimum
15 minutes avant que la transmittance UV soit mesurée. La transmittance UV a travers la
plague recouverte de la formulation a tester est alors mesurée avec un spectrophotometre
possédant une sphéere d’intégration. Le FPS et le FPUVA est alors calculé selon les équations
5 et 6 décrites par Diffey [37].

400

400
fz90 EjS,d f32° Ea5,d
FPS = (Eq.5) FPUVA = (Eq.6)
400 400
J;go I;A,S J‘320 EE{S

Avec :

Ey: spectre d’action érythémale de la longueur d’onde A donné par la commission
internationale de I'éclairage

Sy:irradiance spectrale de la longueur d’onde A
Tx: transmittance spectrale de la longueur d’onde A

d)\: domaine d’intégration

La A d’un écran solaire est évaluée in vitro en déterminant la longueur d’onde en dessous de
laguelle I'aire sous la courbe du spectre d’absorption de I'écran solaire dans les domaines
UVB et UVA (de 290 nm a 400 nm) atteint 90 % de |'aire totale sous la courbe du spectre
d’absorption de la formulation testée. La A est déterminée selon I’équation 7.

Ac 1 400

jlg[m] dn - 0,9xj 1g[m)] A (Eq.7)
290 290

Avec:

T): transmittance spectrale de la longueur d’'onde A

d;\: domaine d’intégration
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Lampes délivrant différentes doses de rayonnement UVB

DEM évaluée sur peau non protégée =26 mJ.cm™ DEM évaluée sur peau protégée =826 mJ.cm?

826 mJ.cm?

Figure 10: Méthode d’évaluation in vivo du FPS. Exemple de

détermination in vivo de I'efficacité d’un écran solaire dont le FPS est de
31.

DEM évaluée sur la peau apres application de I'écran solaire

FPS =
DEM évaluée sur la peau avant application de I'écran solaire
826

FPS = ——
26

FPS = 31
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Lampes délivrant différentes doses de rayonnement UVA

PPD évaluée sur peau non protégée = 45 mJ.cm2 PPD évaluée sur peau protégée = 45 mJ.cm2

Figure 11: Méthode d’évaluation

in vivo du FPUVA. Exemple de

détermination in vivo de I'efficacité d’un écran solaire dont le FPUVA est de
13.

PPD évaluée sur la peau apres application de I'écran solaire
FPUVA =

PPD évaluée sur la peau avant application de I'écran solaire

600

FPUVA = ——
45

FPUVA = 13
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4- C(Classification des écrans solaires selon leur FPS:

Afin de faciliter le choix des consommateurs, en Europe, les écrans solaires sont classés dans
différentes catégories en fonction de leur FPS. Ainsi, on distingue (i) les écrans solaires
conférant une faible photo-protection cutanée qui regroupent les écrans solaires de FPS 6 et
10, (ii) les écrans solaires procurant une moyenne photo-protection cutanée regroupant les
formulations de FPS 15, 20 et 25, (iii) les écrans solaires de FPS 30 et 50 procurant une haute
photo-protection cutanée et enfin (iv) les écrans solaires dits de trés haute photo-protection
cutanée regroupant les formulations de FPS 50+ (Figure 12). Au fur et a mesure que le FPS
augmente, les différences en termes de pourcentage de rayonnement UVB filtré par les
écrans solaires s"amenuisent. Ainsi, un écran solaire de FPS 50 ne filtre pas deux fois plus de
rayonnement UVB qu’un écran solaire de FPS 25 mais seulement 2 % en plus. Cependant,
lorsque I'on compare les écrans solaires en fonction du nombre de photons qu’ils laissent
atteindre la peau, les différences en termes d’efficacité sont alors plus nettes (Figure 13).
Ainsi, un écran solaire de FPS 25 laisse passer deux fois plus de photons UVB qu’un écran
solaire de FPS 50. En ces termes, un écran solaire de FPS 50 est alors deux fois plus efficace
pour protéger la peau qu’un écran solaire de FPS 25. Il est important de noter qu’il n’existe
aucun écran solaire pouvant filtrer la totalité du rayonnement UV.

La législation européenne impose aux écrans solaires commercialisés de procurer une photo-
protection UVA correspondant au moins au tiers de la photo-protection UVB procurée. Ainsi,
les écrans solaires commercialisés revendiquant un FPS de 30 doivent avoir un FPUVA d’au
minimum 10. De méme, les écrans solaires commercialisés doivent avoir une A. d’au
minimum 370 nm. Plus la A; d’un écran solaire est importante, plus I'écran solaire protege la
peau de facon étendue dans le domaine UVA et notamment dans le domaine UVA I.

Faible Moyenne Haute Trés haute

982399 %
100 7 98% o

95 % 96 % -
95 1 93 %
90 | 90 %
85 1 83%
80 A
75 : : : : : : :

Figure 12 : Classement des écrans solaires en fonction du pourcentage de rayonnement
UVB filtré et du degré de photo-protection cutanée qu'’ils procurent : Faible, Moyenne,
Haute et Tres haute.
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Figure 13 : Classement des écrans solaires en fonction du pourcentage de rayonnement
UVB atteignant la peau et du degré de photo-protection cutanée qu’ils procurent : Faible,
Moyenne, Haute et Tres haute.

5- Choix de I'indice de protection solaire approprié:

Tous les individus ne présentent pas la méme sensibilité au rayonnement UV. En 1975,
Fitzpatrick a décrit six phototypes cutanés en prenant en compte la pigmentation naturelle
de la peau ainsi que ses capacités a brller et a bronzer lorsqu’elle est exposée au soleil sans
photo-protection [38, 39] (Tableau 2). Tous les individus peuvent déterminer leur phototype
cutané de maniére subjective en évaluant leur capacité a bronzer et a brller. Le phototype
cutané peut également étre déterminé plus objectivement en prenant en compte les valeurs
de DEM dans les domaines UVA et UVB. La classification de Fitzpatrick classe les six
phototypes du plus claire au plus foncé. Plus le phototype cutané est clair, plus la peau est
sensible aux radiations UV et brile facilement. Plus le phototype cutané est foncé et plus il
contient de mélanine photo-protectrices et donc il sera moins sensible aux radiations UV.
Les phototypes les plus foncés sont donc moins enclins a développer un cancer cutané que
les phototypes les plus claires. Les individus de phototypes | et Il sont dits
mélano-compromis, ceux de phototypes Il et IV sont dits mélano-compétents et enfin les
individus de phototypes V et VI sont dit mélano-protégés.
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Tableau 2: Classification des phototypes cutanés selon Fitzpatrick.

Bronzage Coloration DEM induite par DEM induite par

Phototype Bronzage
immédiat g cutanée naturelle les UVA (ml.cm2)  les UVB (ml.cm2)

. Description
cutané p

Briile toujours, ne bronze

| ) . Jamais Jamais Blanche ivoire 20-35 15-30
jamais

Brile facilement, peut
1 bronzer mais difficilement Tres faible Tres faible Blanche 30-45 25-40
et trés légérement

Brile modérément, ) ) L
Faible mais Faible a

1 bronze modérément mais ) P . Blanche 40-55 30-50
- , bien défini modéré
uniformément

Briile modérément,

v bronze facilement Modéré Modéré Bmg:};é)lwe, 50- 80 40-60
modérément a fortement
Briile rarement, bronze Fort Brune modérée

Vv tres facilement et Intense ) ’ N 70- 100 60-90
) , intense trés halée
intensément

Vi Ne bru}IEJamals, bronze Intense _ Fort, Brune |n_tense a 100 90- 150
intensément intense noire

Le phototype cutané peut également étre déterminé selon la valeur de I'angle de typologie
individuelle (angle ITA® de I'anglais individual typology angle). L’angle ITA° caractérise la
coloration cutanée des individus. Sa valeur est calculée a partir des parameétres de coloration
cutanée (L*, a* et b*) mesurés avec un chromameétre. La valeur de l'angle ITA® est
déterminée selon I'équation 8.

ITA® = [Arc Tangent ((L* - 50) / b*)] 180/ 3,1416  (Eq. 8)

Avec:

L*: valeur de luminance

b*: paraméetre de chrominance décrivant la couleur dans un axe allant du bleu au jaune

La valeur de I'angle ITA® est utilisée pour déterminer le phototype cutané des individus
notamment avant de réaliser les mesures de FPS in vivo des produits de protection solaire.
En effet, les valeurs d’angle ITA® peuvent étre associées aux phototypes cutanés (Tableau 3).

Les écrans solaires doivent donc étre choisis en fonction du phototype cutané. Il est a noter
gu’aucun phototype ne permet de se passer de |'utilisation d’écrans solaires sans risquer des
dommages cutanés.

Le choix du FPS de I’écran solaire utilisé doit également prendre en compte la localisation
géographique de l'individu. En effet, I'incidence du rayonnement UV differe d’une région du
monde a une autre (Figure 14). A 1000 metres d’altitude, I'incidence du rayonnement UV
augmente de 10 a 12 %. Il faut également prendre en compte la réverbération du
rayonnement UV selon la nature du sol du lieu ou on se trouve. En effet, la neige réfléchit
85 % du rayonnement UV incident, le sable en réfléchit 17%, 'eau 5 % et I'herbe 3 %.
L'indice de rayonnement solaire universel est un indice, préconisé par l'organisation
mondiale de la santé (OMS), qui permet de caractériser l'intensité du rayonnement UV en
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fonction du risque qu'elle représente pour la santé. Cet indice universel renseigne sur le
risque de lésions (cutanées et occulaires) induites par le rayonnement UV et donc sur les
moyens de photo-protection a employer [40] (Figure 15).

Tableau 3: Correspondance entre la valeur de I'angle ITA° mesurée et le
phototype cutané.

Coloration cutanée Valeur de I'angle ITA® Phototype cutané
Tres claire >55° I

Claire ]41°a 55°] Il
Intermédiaire ]28°a41°] Il
Tannée ]110°228°] \,
Tréstannée ]-30°a10°] Vv

Noire <-30° VI

L L

Source : Association Sécunté Solaire / www.solell.info

Figure 14 : Indice de rayonnement UV universel dans le monde.
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Faible Modéré Fort Trés fort Extréme

(1et2) (3,4 eth) (6et?) (8,9 et 10) (11+4)

Figure 15 : Correspondance des indices de rayonnement UV universels définis par I'OMS.
http://www.who.int/uv/intersunprogramme/activities/uv_index/fr/

D- Conclusion:

Les écrans solaires constituent un moyen efficace de protéger la peau des effets déléteres
du rayonnement UV. Cependant, ces formulations doivent étre utilisées selon des
recommandations précises (quantités appliquées, réapplication réguliére, choix du FPS, bon
étalement) afin de garantir une photo-protection cutanée optimale. Les écrans solaires
doivent étre choisis en fonction du phototype mais également de la localisation
géographique. La formulation des filtres UV est un parametre trés important qui influence
I'efficacité de I'écran solaire. La formulation des filtres UV inorganiques et organiques dans
des nanoparticules lipidiques sera abordée dans les chapitres 4 et 5.
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Chapitre II: Réglementation, usage et toxicité des filtres UV

A- Toxicité des filtres UV pour ’lHomme:

1- Toxicité cutanée:

Les données de cette derniere décennie concernant la toxicité des filtres UV organiques et
inorganiques sont mentionnées dans une review publiée en 2013 et insérée a la fin de ce
chapitre [41].

a) Les filtres UV organiques:

Les filtres UV organiques regroupent un ensemble de molécules capables d’absorber et de
dissiper I"énergie UV incidente. Ces molécules peuvent étre classées en groupes chimiques
avec l'acide para-aminobenzoique et ses dérivés, les benzophénones, les dérivés du
benzimidazole, les dérivés du benzotriazole, les dérivés du camphre, les cinnamates, les
dérivés du dibenzoylméthane, les salicylates, les triazines et les autres molécules.

Chaque molécule posséde un spectre d’absorption lui permettant de protéger la peau dans
un domaine UV. Bien que le groupe des benzophénones filtrent a la fois les domaines UVB et
UVA, la plupart des filtres UV organiques ne sont efficaces que dans le domaine UVB
(Tableau 4). Les concentrations maximales autorisées dans les écrans solaires sont
dépendantes de la législation du pays dans lequel ils sont commercialisés. La plupart des
écrans solaires comportent un mélange de plusieurs filtres UV (organiques et/ou
inorganiques) afin de garantir une photo-protection large spectre (Tableau 5).

Les filtres UV organiques sont pratiques a utiliser puisque ces molécules sont simples a
formuler. Ce type de filtres UV permet de formuler des écrans solaires a la texture légere et
agréables a appliquer sur la peau (non collants, sans résidus blancs). Cependant, ces
molécules peuvent causer des désagréments chez les consommateurs a commencer par des
réactions cutanées de type allergiques et photo-allergiques. L'acide para-aminobenzoique
(PABA) et ses dérivés regroupent un ensemble de molécules au pouvoir hautement
allergisant. Ces molécules ont d’ailleurs été retirées de la liste des filtres UV autorisés en
Europe depuis 2008 suite aux données publiées concernant leur potentiel allergisant et
photo-allergisant ainsi qu’a leurs effets cytotoxiques [42]. L’avobenzone, I'octocryléne,
I'octyl salicylate, I'octyl triazone ainsi que les benzophénones 3 et 4 (BP-3 et BP-4), sont
également connus pour déclencher des réactions cutanées allergiques et photo-allergique
[41].

Certains filtres UV organiques comme I'avobenzone et I'octyl methoxycinnamate (OMC) sont
des molécules photo-instables qui tendent a se décomposer sous la lumiere UV [43, 44].
Cette instabilité peut entrainer la perte du pouvoir photo-protecteur de la molécule et
également favoriser la génération de dérivés cytotoxiques pour la peau. En effet,
I'avobenzone peut perdre jusqu’a 60 % de ses propriétés absorbantes dans I'UV et se
décomposer en benzyle et aryle glyoxale qui sont deux dérivés déclenchant des réactions
photo-allergiques de contact. Certaines de ces molécules peuvent réagir entre elles si bien
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gue certaines associations de filtres UV comme |'avobenzone et 'OMC ne sont pas
autorisées dans certains pays. A l'inverse, certaines associations comme l‘octocryléne, la
BP-3 et 'OMC sont recommandées dans la mesure ou elles permettent de stabiliser les
molécules entre elles et donc d’éviter la synthése de dérivés cytotoxiques ainsi que leur
dégradation [41].

Plusieurs filtres UV organiques sont connus pour induire la formation de DRO sous
stimulation UV comme le PABA, I'octocryléne, la BP-3, 'OMC et I'acide benzilidene camphre
sulfonique [43-47]. Des études ont montré que le PABA, I'octocryléne et la BP-3 induisent la
formation de DRO sans stimulation UV préalable. Les DRO formés peuvent entrainer des
effets cytotoxiques sur les cellules nucléées de la peau ce qui peut conduire a leur apoptose.
Cependant, pour atteindre les cellules nucléées, les filtres UV organiques doivent pénétrer le
SC qui lui est constitué par une succession de couches de cellules mortes, kératinisées.

De nombreuses études ont montré que la pénétration cutanée des molécules était
notamment influencée par leur taille et également par leur polarité [48, 49]. La majorité des
filtres UV organiques sont des molécules lipophiles avec un poids moléculaire inférieur a
500 g.mol™ (Tableau 5). Le calcul du coefficient de partage Octanol / Eau (Koct/eau) d’une
molécule permet de déterminer expérimentalement sa lipophilie en étudiant sa distribution
dans un systéme bi-phasique composé d’octanol (phase lipophile) et d’eau (phase
hydrophile). Cette approche est un bon moyen d’évaluer le comportement d’une molécule
dans les couches cutanées puisque la peau comprend elle méme un compartiment lipophile
constitué par le SC et un compartiment hydrophile constitué par les autres couches
épidermiques et le derme. Le coefficient de partage Koct/eau d’'une molécule correspond donc
au rapport entre les concentrations a I'équilibre de la molécule dissoute dans I'octanol et
dans I'eau (Eq.9).

C

_ 0 (Eq.9)

C

Eau

oct/Eau

Avec :
Coct : concentration de la molécule d’intérét dans I’octanol
Ceau : concentration de la molécule d’intérét dans I'eau

Le coefficient de partage d’'une molécule est habituellement donné sous la forme de son
logarithme de base 10 (log (Koct/eau))- Les molécules a caractére hydrophobe vont
préférentiellement se solubiliser dans I'octanol et auront donc un log (Koct/eau) €levé. A
I'inverse, les molécules a caractére hydrophile vont préférentiellement se solubiliser dans
I'eau et auront donc un log (Koct/eau) faible. Les molécules dont le log (Koct/eau) €st égal a O
sont aussi miscibles dans I'octanol que dans I'eau. La valeur du log (Koct/eau) des filtres UV
organiques est en majorité positive mais modérément élevée (Tableau 6).
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Les espaces inter-cellulaires du SC sont principalement constitués de céramides, de
cholestérol et d’acides gras libres (dont 56 % d’acides cérotiques et lignocériques) [50]. Le
Tableau 6 présente les principaux constituants du SC et leur log (Koct/eau)- Le l0g (Koct/eau) des
constituants du SC sont supérieurs a 6. Le SC constitue donc un milieu tres lipophile de par
sa composition structurelle.

Tableau 6 : Valeur du log (Koct/eau) des principaux constituants des
espaces inter-cellulaires du SC.

Constituants du SC 108(Koct/eau)®
Céramides 8,02 a 25,80
Cholestérol 9,85
Acide cérotique 12,47
Acide lignocérique 11,40
Acide palmitique 7,15
Acide arachidonique 6,91
Acide linoléique 7,18
Acide stéarique 8,22
Acide oléique 7,70

Cependant, I’'épiderme vivant (i.e. stratum spinosum et stratum basale) et le derme sont des
milieux hydrophiles. Les molécules dont le log (Koct/eau) €St positif vont avoir de I'affinité pour
le SC. Les molécules dont la valeur du log (Koct/eau) €St trés élevée (i.e. > 4) seront stockées
dans le SC puisqu’elles n’ont pas d’affinité pour les couches sous-jacentes de I'épiderme plus
hydrophiles. A I'inverse, les molécules dont la valeur du log (Koct/eau) €5t modérément élevée
(i.e. compris entre 2,5 et 3,6) pénétreront les couches cutanées hydrophiles et seront
potentiellement distribuées dans la circulation systémique [51, 52].

Ainsi, la BP-3, les 3 et 4-méthyl benzylidéne camphre (3-MBC et 4-MBC), 'OMC et I'octyl
salicylate sont des molécules connues pour pénétrer les couches cutanées. La BP-3, les 3 et
4-MBC ainsi que I'OMC peuvent étre détectés dans le sang et les urines [53, 54], le lait
maternel [54-56], le liquide amniotique [57] et le placenta [58] apres application topique
chez 'Homme. Le PABA, les benzophénones 1, 2 et 3 (BP-1, BP-2 et BP-3), les 3 et 4-MBC,
I'OMC ainsi que I'octyl salicylate exerceraient une activité cestrogénique dans I'organisme
[57-61, 62-64]. En effet, ces molécules seraient capables de mimer 'effet des cestrogénes
sur les récepteurs notamment localisés au niveau des tissus mammaires et utérins ce qui
entrainerait la prolifération cellulaire de ces tissus.

De plus, une étude menée chez la femme a montré qu’il existait une corrélation entre les
concentrations en BP-1 excrétées dans les urines et I'endométriose qui est une maladie
cestrogéno-dépendante [65]. Bien que les concentrations maximales autorisées en filtres UV
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organiques soit particulierement controlées, il est important de préciser que les filtres UV
organiques ne sont pas seulement incorporés dans les écrans solaires mais également dans
d’autres produits cosmétiques tels que les gels douches, les shampoings, les sprays
capillaires, les crémes de jour, les sticks a lévre, les lotions corporelles, les dentifrices et les
produits de maquillage. Une étude a révélé que sur 231 produits cosmétiques
commercialisés en Chine et aux Etats-Unis, 188 contiennent de la BP-3 [66]. Les lotions
corporelles, les produits de maquillage et les produits d’hygiene corporelle sont ceux qui en
contiennent le plus. Certaines personnes utilisant quotidiennement ce type de produits
peuvent se retrouver en contact avec ces molécules a des concentrations élevées.

b) Les filtres UV inorganiques:

Les filtres UV inorganiques listés par la plupart des pays comprennent le TiO, et le ZnO. Ces
particules sont utilisées dans l'industrie pour générer des réactions photo-catalytiques
notamment utiles pour dépolluer les eaux et I'air mais aussi pour générer de I'électricité a
partir de cellules photovoltaiques [67-70].

Le TiO, existe principalement sous deux formes cristallines : anatase et rutile. Ces deux
formes cristallines ne présentent pas le méme potentiel photo-catalytique [71, 72, 73]. En
effet, la forme anatase du TiO, est la plus photo-catalytique et génére des DRO sous
stimulation UV [74]. Dans les écrans solaires, le TiO, sous forme anatase n’est presque plus
utilisé. L'enrobage de ces particules par un matériau inerte permet d’inhiber leur potentiel
photo-catalytique évitant aux biomolécules cutanées de se retrouver en contact direct avec
la surface réactive du TiO,. L'enrobage des filtres UV inorganiques permet également de
faciliter leur formulation dans les écrans solaires [16, 75].

Les filtres UV inorganiques ont tout d’abords été incorporés dans les écrans solaires sous
forme de microparticules (i.e. > 100 nm). Cependant, les désagréments que ce type de
particules pose au cours de la formulation des écrans solaires (formulations épaisses, effet
blanc a I'étalement) ont incité les formulateurs a les utiliser sous forme de nanoparticules
(i.e. < 100 nm). Ainsi, la présence de nanoparticules minérales dans les écrans solaires s’est
banalisée. Une étude australienne a révélé qu’en 2005, 70 % des écrans solaires contenant
du TiO; et 30 % de ceux contenant du ZnO étaient formulés avec des nanoparticules [76]. La
taille des espaces entre les cornéocytes du SC est inférieure a 100 nm [77, 78]. Il est donc
judicieux de se demander si des particules de taille inférieure a 100 nm peuvent pénétrer le
SC et rejoindre la circulation systémique.

De nombreuses études concernant [|‘évaluation de la pénétration cutanée des
nanoparticules de TiO, et de ZnO ont été publiées ces dix dernieres années [77, 79, 12].
Actuellement, aucune d’entre elles n’a permis de mettre en évidence la capacité de ces
nanoparticules a pénétrer la peau [41]. En effet, ces nanoparticules n‘ont jamais été
détectées au-dela des premieres couches cellulaires du SC. Cependant, en Europe, I'agence
pour la sécurité des consommateurs a demandé des études complémentaires notamment
réalisées sur peau lésée et en utilisant exactement les mémes nanoparticules minérales
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utilisées dans les écrans solaires commercialisés afin d’écarter tout risque potentiel de
pénétration cutanée. En effet, des études tendent a montrer que les nanoparticules de TiO,
et de ZnO pourraient déclencher I'apoptose des cellules de I'épiderme [80-83].

En attendant de nouvelles études, I'agence nationale de sécurité du médicament (ANSM)
recommande de ne pas utiliser d’écran solaire contenant des nanoparticules de TiO, sur
peau lésée, sur le visage ou dans des locaux fermés lorsque |’écran solaire est conditionné en
spray [84]. Depuis le 11 juillet 2013, la présence de nanoparticules dans les produits
cosmétiques commercialisés en Europe doit obligatoirement étre mentionnée sur le
conditionnement [85].

L'inhalation de nanoparticules de TiO, serait a l'origine de l'inflammation des voies
respiratoires et d’une cytotoxicité. Le centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a
classé le TiO, comme agent potentiellement cancérigéne. L'institut national de recherche et
de sécurité (INRS) a émis plusieurs recommandations visant a protéger les salariés travaillant
avec du TiO, qu’il soit sous forme de nanoparticules ou non [86]

2- Toxicité sur les organes périphériques:

En pénétrant la peau, les filtres UV peuvent se retrouver dans la circulation systémique et
atteindre les organes périphériques. La BP-3, les 3 et 4 MBC, 'OMC et I'éthylhexyl salicylate
peuvent pénétrer dans la peau si bien qu’il est possible de retrouver ces molécules au niveau
du plasma, des urines et méme du lait maternel pour ce qui est de la BP-3 [87-92].

Plusieurs études ont montré qu’une application topique répétée de BP-3 augmentaient son
absorption systémique [93, 94]. La BP-3 est un des filtres UV organiques les plus susceptibles
de pénétrer la peau [93, 94] de par la valeur de son log (Koct/eau) modérément élevée et son
poids moléculaire de 228,25 g.mol™. Des études montrent qu’entre 1 et 2 % de la dose totale
de BP-3 appliquée sur la peau peuvent étre détectés dans les urines [87, 88]. Ce filtre UV
organique est trés utilisé que ce soit dans les écrans solaires ou dans les autres produits
cosmétiques du fait de son efficacité large spectre dans les domaines UVB et UVA.

Les autorités sanitaires recommandent d’appliquer 2 mg d’écran solaire par cm? de peau
puisque c’est en utilisant cette quantité que I'efficacité d’un écran solaire est évaluée in vivo.
Selon la taille et le poids des individus, la surface corporelle et donc la surface potentielle de
diffusion des molécules varie [95]. Par exemple, un individu d’1,80 m pesant 75 kg présente
une surface corporelle de 1,94 m? comme cela a été calculé selon I'équation 10.

Surface corporelle = 0,007184 x [Taille] >’*® x [Poids] *** (Eg. 10)
Avec:
Surface corporelle : en m?

Taille : en cm
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Poids : en kg

Cet individu devra donc appliquer 38,8 g d’écran solaire sur I'entiére surface de son corps
afin de protéger sa peau de maniére optimale du rayonnement UV. Les autorités sanitaires
recommandent également de réappliquer I'écran solaire toutes les deux heures et aprés
chaque baignade. Les filtres UV organiques, dont la BP-3, peuvent ainsi pénétrer la peau sur
une large surface de diffusion et avec un apport constant.

En se retrouvant dans la circulation systémique, ces molécules peuvent agir au niveau des
organes périphériques. Le PABA, les BP-1, 2, et 3, les 3 et 4-MBC, 'OMC, I'homosalate et
I’éthylhexyl salicylate montrent une activité cestrogénique au niveau de l'organisme. En
effet, ces molécules seraient capables de mimer I'effet des ocestrogénes au niveau des
récepteurs de l'organisme. Ces récepteurs sont notamment retrouvés dans les tissus
mammaires et utérins ce qui peut engendrer la prolifération cellulaire dans ces tissus
[59-64, 96, 97].

Des études réalisées in vitro ont en effet révélé que le 4-MBC et les BP-1, 2 et 3 entrainaient
la prolifération des cellules tumorales mammaires (lignée MCF-7). Ces mémes filtres UV
organiques auraient la capacité d’augmenter le poids du tissu utérin chez le rat immature. Le
fort potentiel cestrogénique de la BP-3 peut étre expliqué par le fait qu’elle soit métabolisée
en BP-1 et en benzophénone 8 (BP-8) [62-64, 98-101] lorsqu’elle passe dans I'organisme. La
BP-1 possede une plus forte activité cestrogénique que la BP-3 [96, 101, 102]. Bien que la
majorité des études concernant l'activité cestrogénique de certains filtres UV organiques
aient été réalisées chez le modéle animal, quelques études ont été réalisées chez 'Homme.
En 2012, Kunisue et al. ont mis en évidence la présence de BP-3, de BP-1 et de BP-8 dans les
urines de respectivement 99 %, 93,3 % et 83,8 % d’un groupe de 625 femmes américaines
[65]. L’étude a également montré une corrélation entre la présence de BP-1 dans les urines
et le développement de I'endométriose chez ces femmes. L'endométriose est une maladie
cestrogene-dépendante ce qui tend a confirmer le caractere perturbateur endocrinien de la
BP-1. Compte tenu du nombre d’études ayant mis en évidence la pénétration cutanée de
plusieurs filtres UV organiques ainsi que leur potentiel toxique pour |'organisme, ces
molécules doivent donc étre formulées avec précautions.

De plus, les rayonnements UVB et UVA ont la capacité de désorganiser la fonction barriére
de la peau ce qui peut favoriser la pénétration des filtres UV [103]. Les formulations d’écrans
solaires doivent donc limiter la pénétration cutanée de ces molécules et ainsi prévenir les
effets indésirables dont elles peuvent étre a I'origine. En parallele, la formulation des filtres
UV organiques doit leur permettre d’exercer leur fonction photo-protectrice de maniére
optimale.

Une étude concernant |’élaboration d’'un modele mathématique visant a prédire la
pénétration percutanée de trois filtres UV organiques (i.e. la BP-3, I'octyl-salicylate et 'OMC)
a été réalisée au laboratoire. Ce modele mathématique permet, a partir des données de
perméation percutanée de ces trois filtres UV organiques sur un temps relativement court
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(i.e. sept minutes), de prédire la perméation percutanée de ces molécules 30 minutes aprées
application. Ces résultats sont intéressants dans la mesure ou cette modélisation permet de
limiter le temps de contact de la molécule étudiée sur la peau des volontaires. L'article
concernant cette étude est présenté en Annexe 1.

B- Impact des filtres UV sur I’environnement:

Les filtres UV sont incorporés dans les écrans solaires mais également dans d’autres produits
cosmétiques tels que les gels douche, les shampoings, les sprays capillaires, les parfums, les
lotions, les crémes, les sticks, les produits de maquillage. Les filtres UV organiques sont
également incorporés dans les produits ménagers tels que les lessives ainsi que dans les
matériaux constituant les emballages des produits (cartons, plastiques etc...) afin de les
protéger des phénomeénes de photo-dégradation.

Les filtres UV peuvent se retrouver dans I'environnement par voie directe due aux activités
aquatiques auxquelles s’adonnent les consommateurs d’écrans solaires et de produits
cosmétiques et également par voie indirecte par I’évacuation des eaux usées domestiques et
industrielles. Chaque année, il y a donc une certaine quantité de filtres UV qui s’accumule
dans les lacs, les rivieres, les eaux usées, les boues, les piscines ainsi que dans les couches
d’eau superficielles des mers et des océans. Les écrans solaires constituent le moyen de
photo-protection cutanée le plus utilisé par les individus depuis que I'effet carcinogéne du
rayonnement UV sur la peau a été démontré. Plusieurs études mettent en évidence I'impact
des filtres UV organiques et inorganiques déversés dans I'environnement sur la faune et Ia
flore notamment aquatiques. Les concentrations en filtres UV les plus importantes dans
I’environnement sont relevées durant les périodes estivales [104].

1- Filtres UV organiques:

Les filtres UV que I'on retrouve le plus dans la nature sont les benzophénones, I’avobenzone,
I'octinoxate, I'octocryléne et I’enzacameéne [66, 104-109].

Des études ont mis en évidence la présence de ces molécules dans les eaux sauvages
[110-113], les piscines [113], I'eau potable [113, 114], le sol et les sédiments [115] et dans la
poussiére des habitats [116]. Les filtres UV organiques sont des molécules lipophiles dont le
log (Koct / eau) €St majoritairement supérieur a 3. Or, des études ont révélé que les molécules
lipophiles de log (Koct/eau) Supérieur a 3 étaient particulierement susceptibles de s’accumuler
dans I'environnement et plus spécifiguement dans les organismes aquatiques tels que les
poissons oU elles sont stockées avant d’étre métabolisées sur une durée plus ou moins
longue [63, 109, 113, 117-119].

Les filtres UV organiques exercent différents effets délétéres sur I'organisme du poisson de
par leur activité oestrogénique [96, 120, 121]. En effet, ces molécules altérent le
développement des gonades et la production des ceufs chez le poisson ce qui perturbe leur
reproduction [120]. La BP-3 ainsi que la BP-4 perturberaient I'expression de certains génes
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chez le poisson zébre notamment des genes impliqués dans les voies hormonales [107, 122,
123]. L'OMC, l'octocryléne, la BP-3 et I'ethyl hexylsalicylate peuvent favoriser le blanchiment
des coraux avec lesquels ils se retrouvent en contact [124].

2- Filtres UV inorganiques:

Compte tenu des quantités de filtres UV inorganiques déversées dans I'environnement, de
plus en plus d’études s’intéressent a leur potentiel toxique pour |'environnement. Des
études ont ainsi montré que les nanoparticules de TiO, et de ZnO exercaient des effets
délétéres sur la faune et la flore notamment aquatiques [125, 126]. Les nanoparticules de
TiO, favoriseraient la mort des récifs coraliens.

Le TiO, est également utilisé dans les peintures et les matériaux composites. La loi Grenelle Il
comporte un texte concernant la prévention des risques pour la santé et I'environnement
résultant de I'exposition aux substances a I'état nanoparticulaire [127].

C- Législation des écrans solaires a travers le monde:

1- Classification des écrans solaires:

Les écrans solaires n’ont pas le méme statut selon les pays. Aux Etats-Unis, en Australie, au
Canada et en Nouvelle Zélande, les écrans solaires sont considérés comme des médicaments
en vente libre. Cependant, au Canada, les écrans solaires ne contenant que des filtres UV
inorganiques sont considérés comme des produits de santé naturels et sont donc moins
réglementés. A l'inverse, en Europe, en Chine, en Inde et au Japon, les écrans solaires sont
réglementés comme des produits cosmétiques.

Les concentrations maximales autorisées en filtres UV dans les écrans solaires different d’un
pays a un autre (Tableau 4). Il est donc compliqué de formuler un écran solaire qui réponde
aux exigences reglementaires de tous les pays [128].

2- Législation des filtres UV:

Les filtres UV sont reglementés selon la législation en vigueur du pays dans lequel ils sont
commercialisés. |l existe de grandes disparités en matiere de concentrations maximales
autorisées en filtres UV dans les écrans solaires selon le pays dans lequel ils sont
commercialisés (Tableau 5). En Europe, I'efficacité et la sécurité des filtres UV sont évaluées
avant leur mise sur le marché par le comité scientifique des produits de consommation
(CSPC). Cette évaluation d’efficacité et de sécurité est réalisée selon treize critéres qui
comprennent le type de produit, la concentration des ingrédients dans le produit, la quantité
de produit appliquée, la fréquence d’application, la surface traitée, les modalités
d'application, le site anatomique, la durée de contact, la quantité susceptible de pénétrer




Chapitre II: Réglementation, usage et toxicité des filtres UV

dans l'organisme, le type de consommateur, le mésusage prévisible, I'estimation du nombre
de consommateurs potentiels et I'application sur des zones exposées au soleil.

Les études d'absorption percutanée des filtres UV sont particulierement importantes
compte tenu du risque systémique lié a I'importance de la surface d'application des écrans
solaires. L'organisation de coopération et de développement économique (OCDE) a décrit
une méthode d’évaluation de I'absorption percutanée des molécules [129]. La cellule de
Franz est le dispositif de référence pour étudier I'absorption percutanée des molécules bien
gu’il présente plusieurs désavantages [130].

Au laboratoire, un nouveau dispositif d’étude de I'absorption percutanée des molécules a
été développé et breveté: le dispositif Vitropharma [131]. Une étude comparant la cellule de
Franz et le dispositif Vitropharma a permis de mettre en évidence les avantages de ce
nouveau dispositif d’étude bien qu’il reste encore quelques points sur lesquels travailler
avant qu’il ne soit optimal. Ce nouveau dispositif permet notamment d’obtenir plus
d’informations concernant la pénétration cutanée des molécules ce qui est particulierement
intéressant pour étudier la pénétration cutanée des filtres UV. La publication concernant
cette étude est présentée en Annexe 2.

Les filtres UV actuellement sur le marché, en particulier les plus anciens font I'objet d'une
réévaluation par le CSPC. L'ANSM a mis en place un groupe de travail sur les ingrédients
cosmétiques qui se charge des études de réévaluation des filtres UV. A mesure que de
nouvelles données toxicologiques concernant ces molécules et particules sont publiées, les
concentrations maximales autorisées sont revues principalement a la baisse.

Certains filtres UV peuvent également étre retirés de la liste des filtres UV autorisés comme
ce fut le cas du PABA qui a été retiré de la liste des filtres UV autorisés en Europe en 2008.

En comparant la liste des filtres UV autorisés en Europe, aux Etats-Unis, en Australie, au
Japon, en Chine et au Canada, seuls huit d’entre eux sont communs a tous ces pays. En
Europe, lintégration du ZnO en tant que filtre UV inorganique listé est attendu
prochainement tandis qu’aux Etats-Unis, la food and drug administration (FDA) est en cours
d’étude de huit filtres UV organiques autorisés en Europe en vue de leur éventuelle
intégration [128].

D- Conclusion:

Il existe de nombreuses études publiées concernant le potentiel toxique des filtres UV
organiques mais également sur celui des filtres UV inorganiques. Cependant, les études
concernant la pénétration cutanée des nanoparticules manquent de normalisation. En effet,
peu d’études sont, au final, comparables puisque dans la plupart des études, le modéle, les
protocoles expérimentaux, les véhicules et les concentrations utilisés different. A ce jour,
aucune étude n’a permis de montrer que les nanoparticules pouvaient pénétrer la peau. A
I'inverse, il existe de nombreuses études montrant le potentiel toxique pour I'organisme des
filtres UV organiques ainsi que sur leur capacité a pénétrer la peau.
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En paralléle, le relargage des filtres UV dans I'environnement a des effets déléteres pour la
faune et la flore notamment aquatiques. La formulation des filtres UV est donc un travail
compliqué ou plusieurs criteres doivent étre pris en compte dont les critéres d’efficacité
anti-UV. Les écrans solaires doivent étre formulés de maniére a éviter leur pénétration
cutanée d’ou I'importance du choix de ses composés. De plus, les concentrations en filtres
UV utilisées dans les écrans solaires devraient étre les plus basses possibles compte tenu de
leurs effets déléteres sur I’'environnement.

Depuis une vingtaine d’années, de nombreuses publications montrent lintérét des
nanoparticules et nanocapsules lipidiques pour vectoriser des actifs pharmaceutiques et
cosmétiques. Ces transporteurs lipidiques sont particulierement intéressants pour formuler
les filtres UV et ils pourraient constituer une piste intéressante en matiére d’innovation pour
formuler les écrans solaires. Cette partie est développée dans les chapitres Il et IV.
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Synopsis

Sunscreens provide broad-spectrum UV skin protection and contain
more often UV filter combinations. Their efficacy reducing skin
photo carcinogenesis and photo ageing is widely documented.
However, there are many concerns about UV filter safety. Organic
UV filters were the first targeted by scientist concerns, as they were
showed to trigger skin allergic reactions. Inorganic UV filters were
then at the heart of scientist debate especially because of their na-
nometric size. Over the last years, many studies have been pub-
lished tending to highlight that organic as well as inorganic UV
filters could lead to variable side effects after sunscreen application.
However, these studies are still very controversial due to diflerent
experimental conditions and models. This review reveals that com-
plementary studies using standardized methods are mandatory
before ascertaining that UV filters threaten human health.

Résumeé

Les produits solaires destinés & protéger la peau contre les irradia-
tions UV contiennent le plus souvent des combinaisons de filtres UV.
Ces filtres permettent de réduire le vieillissement prématuré de la
peau ainsi que la survenue de cancer cutané. Cependant, la nocivité
des filtres UV est toujours un sujet de controverse. Ainsi, des
réactions allergiques liées a I'utilisation de produits solaires conten-
ant des filtres UV organiques ont été rapportées dans la littérature.
Récemment, ['utilisation de filtres UV minéraux a [I'échelle
nanométrique, dispersés dans les produits destinés a la protection
solaire a fait I'objet de travaux scientifiques visant a établir le niveau
de pénétration cutanée. Ces derniéres années, de nombreuses études
ont été publiées tendant & montrer que les filtres UV organiques et
inorganiques peuvent entrainer divers eflets indésirables. Mais, ces
diverses études restent trés controversées notamment a cause des
différences dans les conditions expérimentales et les modeles utilisés.
Cette revue révele que des études complémentaires utilisant des
méthodes standardisées sont nécessaires pour confirmer ou infirmer
que les filtres UV présentent un risque sanitaire.
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Introduction

(Over the past decade, a continuous increase in skin cancer incidence
rate has been registered. Skin cancers are more and more numerous
and appear o be a public health problem. In response to this issue,
international health authorities have advised people to take protec-
tive measures against UV radiation harmful effects. These measures
include sun exposition avoidance during peak radiation hours, use of
protective clothes and sunscreens. Sunscreen products are good
alternatives to protect the skin against UV damages [1]. UV filters
incorporated into sunscreen formulations can be organic (chemical
compounds) or inorganic (mineral compounds). Modern sunscreens
use a combination of several organic and inorganic UV filters to pro-
vide broad UV spectrum protection reaching the highest UV protec-
tion |2, 3]. Inorganic UV filters do not lead to skin allergic reactions
contrary to organic UV filters [4]. Unfortunately, inorganic UV filters
leave unpleasant white marks onto the skin when high quantities
are incorporated into sunscreens products [3]. To avoid this effect,
formulators incorporate nanoparticle form of inorganic UV filters per-
mitting to elaborate more pleasant sunscreens with transparent and
light textures. Nanotechnology is an emerging science involving
matter manipulation at the nanometer scale. Nanomaterials are
present in various marketed products such as sunscreens [1]. How-
ever, there are many questions about nanoparticle safety notably
because of their ability to disturb cell functions [69, 93].

There are also many concerns about organic UV filter toxicity
[4], including deleterious cell damages and biological function dis-
ruptions.

It is then relevant to wonder whether these UV filter cocktail
products are safe for consumers. In this article, several studies are
reviewed concerning the toxicity of UV filters currently used in
sunscreen products. Zine oxide (4n0) and titanium dioxide (TiO;)
nanoparticle toxicity and organic UV filters commonly used in sun-
screens are largely discussed here.

UV filters in sunscreens

Organic and inorganic UV filters are currently used as sunscreens.
They act differently when applied onto the skin. Organic UV filters
are able to absorb UV rays through chemical reactions, whereas
inorganic UV filters reflect incident UV radiations [7] and also
absorb a part of UV radiations arriving onto the skin [8].
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Contrary to inorganic UV filters, organic ones tend to trigger
allergic reactions when applied onto the skin [9]. Organic UV filters
are used in combination with others organic or inorganic UV filters
because none of them are able individually to provide efficient Sun
Protection Factor (SPF). Moreover, because of photoinstability and
possible unfavourable synergistic interactions between them,
restrictions exist limiting the choice of organic UV filter combina-
tions.

Titanium dioxide (Ti0,), which has a high refractive index, is a
very efficient UV filter blocking both UVA and UVB light preventing
sunburns and others photodamages [10, 11]. Thus, it is considered
as the best inorganic UV filter. It is usually present under two crys-
talline forms: anatase and rutile. These two different forms have
different photocatalytic properties. TiO, anatase crystalline form is
more photoreactive than the rutile one and it was showed to be
more cytotoxic and inflammatory in human cell cultures [12, 13].
In sunscreens, TiO, crystalline rutile form is the most used form,
but a mix of both forms can be used.

National and international cooperators on cosmetic regulation
define the threshold of UV filter concentrations incorporated into
sunscreen formulations [1, 14, 15]. Organic UV filters are more
controlled than inorganic UV filters because of their allergenic prop-
erties. In the last years, there is an increase in interest concerning
inorganic UV filters showing hypoallergenicity notably to elaborate
sunscreen products for children and sensitive skin people. The use
of inorganic UV filters leaving unpleasant white marks onto the
skin, colourless nano- or microsized Ti0, and ZnO have been incor-
porated into sunscreen formulations with high SPF. To be safe and
efficient, sunscreens should cover and protect the skin with limited
epidermal penetration and no permeation into deeper skin layers to
avoid systemic absorption. Moreover, they must be photostable and
they must dissipate efficiently the absorbed energy from UV rays
through photophysical and photochemical pathways preventing
reactive oxygen species (ROS) and others harmful intermediate com-
pound formation. Most of ROS consist of superoxide radical, hydro-
gen peroxide (H,0,) and lipid peroxidation. In normal conditions,
main sources generating ROS (98%) are mitochondria. SuperOxide
Dismutase (SOD) and catalase cell enzymes usually dissipate these
ROS. Sunscreens should not penetrate human cells where they can
cause deleterious DNA damages and finally sunscreens should mini-
mize UVB and UVA radiation extent that might reach DNA in cell

nuclei. Sunscreen efficiency is usually tested more with respect to its
macroscopic ability to prevent skin erythema and sunburns than to
the molecular and cellular level to ascertain protection against skin
cancer risk. Several studies tend to demonstrate current UV filter
ability to penetrate stratum corneum (SC) reaching deeper skin cell
layers and blood vessels. leading to undesirable side effects.

Organic UV filters toxicity

Organic UV filters are commonly used in sunscreens because of their
ability to filter UV rays without leaving unpleasant white marks onto
the skin. They permit lighter and more pleasant sunscreen formula-
tions than those containing inorganic UV filters. More often, organic
UV filter combinations are used to achieve a sufficient SPF. However,
some of these chemical compounds are known to be photounstable,
decomposing under UV light, generating ROS and toxic derivative
compounds and losing their UV filter properties [16]. Organic UV fil-
ters are known to be allergenic triggering photoallergic contact der-
matitis [4. 9]. Photoallergic contact dermatitis is a skin allergy
reaction to light mediated by contact with some chemical compounds
[17]. A correlation between photoallergic contact dermatitis case
reports and organic UV filter use into sunscreen formulations (con-
centration and first appearance on the market) has been described by
Kerr et al. [18]. In 2010, a study reported that sunscreen chemical
compounds were the main photoallergen agents responsible for pho-
toallergic contact dermatitis [17, 19]. Organic UV filter compounds
absorb UV radiations and convert them through chemical reactions
that can lead to their breakdown and thus to photounstable reactive
intermediate generation in direct contact with the skin [10, 20].
These reactive intermediates can behave as photo oxidants promot-
ing phototoxic or photoallergic reactions and no longer provide pro-
tection against UV ray damages [21]. Moreover, organic UV filters
can be inactivated by UV radiations [22] losing their photoprotective
effect [23]. Another concern about UV filter photoinstability is their
ability to generate ROS with or without UV light stimulation. How-
ever, ROS transfer through the SC is still the object of controversy.
There are many organic UV filters used in sunscreen formulations,
This review focuses on para-aminobenzoic acid, avobenzone, octocr-
ylene, benzophenone compounds. organic camphor derivatives,
octyl-methoxycinnamate, octyl-triazone and salicylate compounds
summarized in Table 1.

Table I CAS numbers, chemical formula, molecular weights, log P, maximum authorized concentrations in European Union and in United States, solubility

and absorption spectra of the different organic UV filters referred in this review

Maximum Maximum
Molecular authorized authorized
CAS weight concentrations  concentrations Absorption
number Chemical (gmol'')  Log P in European in United-States  Solubility  spectrum
Compounds [113) formula [113]  [113] [113]  Union (%) [114] FDA (%) [114]  [114) [114)
Para-aminobenzoic acid 150-13-0 C;-HyN-O, 1371 0.830 5 15 Hydrophilic  UVB
Avobenzone 70356-09-1  Cug-Hzp-O5 3104 4.510 5 3 Lipophilic ~ UVAI
Octocrylene 6197-30-4  Cp4-Hz7-N-O, 361.5 6.890 10 10 Lipophilic ~ UVB
Benzophenone 3 131-57-7 Cya-Hy2-04 2282 3.790 10 6 Lipophilic UVB, UVAII
3-(4'-methylbenzylidene) camphor 36861-47-9  Cyg-Hap-O 254.4 3.390 2 4 Lipophilic uvse
Octyl-methoxycinnamate 5466-77-3  Cyg-H26-03 290.4 5.800 10 75 Lipophilic uve
Octyl-triazone 88122-99-0  Cug-Heg-Ng-Og 823.1 15.50 5 5 Lipophilic uve
Octyl-salicylate 118-60-5 CysHz"04 250.3 5.934 5 5 Lipophilic uve
Homosalate 119-36-8 CsHgO3 1522 5.940 10 15 Lipophilic ~ UVB
2-phenyl-benzimidazole-5-sulfonic acid  27503-81-7  Cys-H;0-N2-O3-S 2743 2.100 8 4 Hydrophilic  UVB
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Para-aminobenzoic acid (PABA) and its derivatives (e.g. octyl-
dimethyl-PABA (OD-PABA)) are known to trigger photoallergies
[24]. A recent published report documented the development of
photocontact allergies to PABA, highlighting the need of continued
vigilance to these organic UV filters [25]. An in vitro experiment
focusing on PABA showed that it induces ROS and DNA thymine
dimer formation in aqueous solution under sunlight irradiation
[26, 27]. DNA thymine dimers consist of double liaison formation
between two consecutive DNA thymine bases alter nonionizing
irradiation like UV rays. These dimers prevent DNA polymerase to
make cell replication and, if they are not repaired, lead to cell death
or cancer formation. Moreover, it was showed that PABA produced
ROS in phosphate-buffered saline (PBS) solution without sunlight
irradiation [10, 28]. This is quite worrying because PBS mimics
human organism extracellular fluid and thus this mean that this
organic UV filter could be cytotoxic reaching extracellular fluid.
Another study assessing oestrogenic activity of OD-PABA revealed
that it presents oestrogenic activity on MCF-7 cells in vitro leading
to their proliferation [29].

Avobenzone (AVB) was revealed to be one of the most photoal-
lergenic UV filters [17, 24]. Actually, AVB is highly photolabile
photodegrading to benzyls and arylglyoxals [10, 20]. The latter
compound is a strong skin sensitizer, and thus photocontact allergy
to this UV filter may be due to the formation of arylglyoxals in con-
tact with the skin [20]. AVB photoinstability lead to a 60% loose of
its photoprotective properties after sun exposure [10, 30]. More-
over, AVB can affect the stability of others organic UV filters it is in
presence with [31]. However, this chemical compound can be sta-
bilized notably with octocrylene, another organic UV filter, to avoid
its photoinstability [21, 32].

Octocrylene (OC) was also shown to be one of the most photoal-
lergenic organic UV filters [17]. However, OC seems to maintain
high UV filter abilities after being irradiated compared to others
organic UV filters [21]. In 2006, Hanson et al. demonstrated the
ability of OC to generate ROS in human living epidermis cell layers
after UV exposure [33]. Other organic UV filters such as benzophe-
none compounds, organic camphor derivatives, octyl methoxycin-
namate and salicylate, have already been reported to penetrate
through human SC [34-39] due to their relative low molecular
weight and their lipophilic character permitting them to pass
through intercellular spaces of SC cells [40]. Given the structural
similarity of these organic UV filters, OC is also susceptible to pene-
trate human SC. Consequently, OC could generate ROS in human
epidermis nucleated keratinocytes cytoplasm after UV exposure, as
it was observed using two-photon fluorescence microscopy |[33].
However, in this experiment, OC was incorporated into oil in water
emulsions that are susceptible to enhance its penetration into the
skin. Actual sunscreen formulations are elaborated without seri-
ously considering their ability to enhance organic UV filter penetra-
tion into the skin. Given that sunscreen formulations are applied
on a large skin area for a long period of time, a constant and high
input of organic UV filters into skin viable cell layers and into sys-
temic circulation might be assured. Moreover, it was showed that
OC produces ROS in phosphate-buffered saline (PBS) solution with-
out sunlight irradiation [10. 28].

Different chemical types of benzophenone compounds from ben-
zophenone-1 (Bp-1) to benzophenone-12 (Bp-12) are used as
organic UV filters. Bp-3, also known as oxybenzone, is largely
incorporated into sunscreens even if it was showed to have the
highest incidence of photoallergic contact dermatitis [17. 41]. In
1997 and then in 2002, studies revealed that Bp-3 can be detected

in urine after sunscreen topical application on human volunteers
[34, 35, 39]. It appeared that between 1 and 2% of Bp-3 total
amount applied onto the skin was recovered into human volunteer
urines. Bp-3 has also been detected in human plasma after 4 days
of whole-body topical application [35]. Concentrations used in this
study were 10%, the maximum allowed in the European Union,
whereas maximum Bp-3 concentration approved in the United
States is 6% [35]. Bp-3 has also been detected in human breast
milk after topical application [39, 42]. Tape stripping experiments
also suggested that Bp-3 penetrates into human epidermis [34, 38,
39]. This ability could be due to its low molecular weight and lipo-
philic character permitting it to pass through intercellular spaces of
SC cells [40]. In this experiment, Bp-3 was incorporated in oil in
water emulsions susceptible to enhance organic UV filter penetra-
tion into the skin. In 2006, a study demonstrated Bp-3 ability to
generate ROS in human living epidermis keratinocytes cytoplasm
using two-photon fluorescence microscopy [33].

Given that sunscreen formulations are applied on a large skin
area for a long period of time, a constant and high input of organic
UV filters into skin viable cell layers and into systemic circulation
are permitted. In 2007, Kasichayanula et al. demonstrated that Bp-
3 penetrates porcine skin reaching blood circulation and being
excreted in urine [43]. According to data observed in these differ-
ent studies, it is relevant to wonder if benzophenone compounds
have the possibility, reaching systemic blood circulation, to act on
others organism tissues and cells. Another study assessed oestro-
genic activity of three commonly used benzophenone derivative
organic UV filters: Bp-1, Bp-2 and Bp-3. It appeared that all of
them presented estrogenic activity on MCF-7 cells (human tumour
mammary cells) in vitro leading to their proliferation [29]. Oestro-
genic activity of these organic UV filters was also evaluated in vivo
using uterotrophic assays on rat. Data revealed that Bp-1, Bp-2
and Bp-3 significantly increase uterine weight in immature rat
demonstrating their strong oestrogenic activity in vivo. Another
study reporting in vitro Bp-3 increase effect on MCF-7 cells prolifer-
ation also noted a dose-dependent increase in immature Long-
Evans rat uterine weight when fed with Bp-3 [44]. In 2005,
Morohoshi et al. published ERs competitive binding assays results
carried out using 37 commonly used organic UV filters [45]. Data
confirmed benzophenone derivatives oestrogenic activity. A study
revealed that Bp-4 seems to be more photoallergenic, as it is com-
bined with others organic compounds, including Bp-3 [24].

Organic camphor derivatives, such as 3-benzilidene camphor
(3-BC) or 4-methylbenzilidene camphor (4-MBC), are largely used
in cosmetic industries for their ability to protect the skin against
UV rays. A recent study showed an important skin permeation con-
cerning both of these chemicals using porcine skin model [46].
Skin permeation of these compounds permits them to reach blood
vessels localized in deeper skin cell layers and thus systemic circu-
lation. After in vitro identification of 4-MBC oestrogenic activity in
rat [36], this activity was also revealed in vivo in mammals [47,
48]. 4-MBC binds competitively to oestrogen receptors (ERs) and
initiates their transactivation [48, 49]. In 2005, a study carried
out in vivo in rat model revealed that 4-MBC ingestion changes oes-
trogen-regulated genes expression in uterus [50]. Moreover. it
showed that 4-MBC acts as a partial estrogenic receptor agonist in
vitro on MCF-7 cells and in vivo on immature rat uterus. Other
studies assessing oestrogenic activity of 3-BC and 4-MBC revealed
that both presented oestrogenic activity on MCF-7 cells in vitro
leading to their proliferation [29, 44]. Globally, these data demon-
strated that 4-MBC exposure at the minimal dose of 0.7 mg kg™,
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during early development and postnatal life can lead to significant
changes in the expression of ERs nuclear receptor coregulators and
oestrogen target genes in rat uterus at mRNA and protein expres-
sion level. In this study, 4-MBC was ingested by rat, but this can
happen to human sunscreen consumers notably using lipstick sun-
screens, and even with classical sunscreens. Oestrogenic activity of
these organic UV filters was also evaluated in vivo using utero-
trophic assays on rat. Data revealed that 4-MBC significantly
increase uterine weight in immature rat demonstrating their strong
oestrogenic activity in vivo. Moreover, data showed that 4-MBC pre
and postnatal exposure affects hypothalamo-pituitary-gonadal sys-
tem development in rat male and female.

Octyl methoxycinnamate (OMC), also known as octinoxate,
produces ROS in phosphate-buffered saline (PBS) solution without
sunlight irradiation [10, 28]. Another in vitro study, carried out on
porcine skin in 2006 showed that about 9% from the applied dose
of OMC penetrates the skin with a flux of 27 ug em > h™' when
hydroethanolic solution is used as receiver medium [37]. Tape
stripping experiments also suggested that OMC penetrates into
human epidermis [38, 39].

In 2006, Hanson et al. demonstrated the ability of OMC to gener-
ate ROS in human living epidermis cell layers after UV exposure
[33]. OMC has previously been reported to penetrate through human
SC [34. 38] due to its relative low molecular weight and its lipophilic
character [40]. Consequently, OMC could generate ROS in the cyto-
plasm of epidermis-nucleated keratinocytes, as it was observed using
two-photon fluorescence microscopy. OMC has been detected in
human plasma and urine after 4 days of whole-body topical applica-
tion [35]. OMC concentration used in this study was 10%, the maxi-
mum allowed in European Union, whereas the maximum approved
concentration of this organic UV filter in United States is 7.5% [35].
OMC has also been demonstrated to trigger MCF-7 cell proliferation
in vitro [29, 44]. This study also noted a dose-dependent increase in
immature Long-Evans rat uterine weight when fed with OMC. How-
ever, in 2005, Morohoshi et al. published controversial data. ERs
competitive binding assays were carried out on 37 commonly used
organic UV filters notably OMC. In vitro and in vivo assays showed
that OMC has no agonistic effect on oestrogenic receptors [45]. How-
ever, other cinnamate derivative UV filters have been reported to be
poorly photoallergenic [51, 52]. Another study revealed that OMC is
not photostable loosing 60% of its photoprotective properties after
sun exposure [10, 30]. In 2003, Yener et al. studied OMC entrap-
ment into solid lipid microspheres (SLM) [53]. It appeared that OMC
does not penetrate rat skin SC when entrapped into SLM whereas,
when it is spread into oleaginous cream, it cans freely penetrate in it.
Moreover, when OMC is entrapped into SLM, it does not decompose
into derivative compounds contrary to when it is dispersed into ole-
aginous cream, oil in water emulsion or carbopol gel. More impor-
tant, entrapped into SLM, OMC keeps his UV filter effectiveness.
Thus, organic UV filter vehicles in sunscreens are very important to
prevent their UV dependant decomposition leading to ROS formation
and to the lost of their effectiveness.

Octyl-triazone organic UV filter has been reported as a strong
sensitizer causing allergic contact dermatitis in children and pho-
toallergic contact dermatitis in adults [54, 55].

Salicylate compounds are rarely associated with allergic and
photoallergic contact dermatitis or with any oestrogenic activity
and are thus often incorporated into sunscreens [45, 51, 52]. How-
ever, a recent study reported the development of allergic contact
dermatitis to octyl-salicylate [56]. Tape stripping experiments also
suggested that it penetrates into human epidermis [38. 39].

Another study assessing homosalate oestrogenic activity revealed
that it enhances MCF-7 cell proliferation in vitro [29].

Previous in vitro experiments concerning 2-phenyl-benzimidazle-
S-sulfonic acid (PBSA) organic UV filters showed that it induces
ROS and DNA thymine dimer formation in aqueous solution under
sunlight irradiation [26, 27].

Some organic UV filter combinations are not suitable to elabo-
rate sunscreens because they can react with each other leading to
derivative chemical compound formation and also to their UV filter
abilities decrease when they are subjected to sunlight or artificial
UV radiations. AVB can affect the stability of other organic UV fil-
ters it is in presence with [31]. However, this chemical compound
can be stabilized notably with OC to avoid its photoinstability [21,
32]. In 2006, Gaspar et al. studied photostability of some organic
UV filter combinations [21]. The most photostable combination
revealed was OMC, Bp-3 and OC that do not lead to chemical
derivative formation. However, it appeared that OMC in presence of
AVB lead to photoproduct formation, as they react each other. OC
seems to be more effective than 4-MBC to avoid this chemical
reaction occurring between OMC and AVB. Thus, combining OMC,
BP-3 and OC or OC, OMC and AVB could be less deleterious than
combining 4-MBC, OMC and AVB in sunscreen formulations. Given
that some organic UV filter combinations are not suitable to elabo-
rate sunscreens, a list of permitted combinations of approved
organic UV filters has been established. This list also gives maximal
concentrations that can be used for each chemical compound [7].

Organic UV filter vehicles in sunscreens are very important to
prevent their UV dependant decomposition leading to ROS forma-
tion and the lost of their effectiveness, as shown by Yener et al.
study focusing on OMC entrapment into SLM [53]. In 2006, a
study showed that grafting UV filter chemical compounds on a
jojoba wax backbone permit to avoid compound absorption into
nude mice skin [57]. Moreover, this strategy tends to enhance UV
filter ability to protect the skin against UV damages.

Organic UV filter toxicity studies are numerous. However, con-
siderable variations concerning allergen testing methods, result
interpretations and data comparison difliculties have to be taken
into account. This lack of standardization in methodology was
summarized in a study highlighting differences in irradiation wave-
lengths, UVA dosage. duration of test allergen application and post
irradiation reading times [18]. Controversial data observed con-
cerning organic UV filter oestrogenic activity assessment could be
due to differences in organic UV filter concentrations used for the
assays and also to experiment conditions that were not similar.
Thus, other studies on organic UV filter oestrogenic activity are
needed as well as standardized study methods. In the same way,
studies concerning organic UV filter penetration into the skin are
very controversial. However, these studies were not carried out in
same conditions using different experiments, and models.

However, nowadays, formulators start looking for more elabo-
rated sunscreen formulations preventing UV filter penetration
across skin SC.

Inorganic UV filter toxicity

The two most common inorganic UV filters used in sunscreen for-
mulations are zinc oxide (Zn0) and titanium dioxide (Ti0,) parti-
cles. They are traditionally used in sunscreens because of their
ability to strongly filter UV rays. TiO, and Zn0O bulk form leads to
thick unaesthetic formulations leaving unpleasant white marks
onto the skin after application. To avoid this nuisance, sunscreens
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formulators use nanosized forms of these compounds. Moreover,
these forms reflect more efficiently UV light. Actually, Zn0O and
Ti0, nanoparticles permit to develop transparent, fluid and easy-
spreading sunscreen formulations. By definition, nanoparticles are
particles sizing less than 100 nm. Despite of poor knowledge about
biological effects of nanoparticles, we can find them in most of sun-
screens. For example, in Australia, it has been estimated that 70%
of sunscreens contain TiO, nanoparticles and 30% of them contain
Zn0 nanoparticles [58, 59].

Potential toxicity concern about nanoparticles in sunscreens is
due to their small size, their ability to evade immunologic defence
mechanisms, to form complexes with proteins and to induce ROS
formation. Actually, particle toxicity is determined by its surface
reactivity. Given their structure, nanoparticles exhibit more impor-
tant reactivity surface area than larger particles and thus are more
likely to generate ROS under UV light catalysing reaction.

Concerns about Zn0 and TiO, nanoparticle toxicity focus mainly
on ROS generation because both of these compounds are well-
known photocatalysts used notably to generate electricity in photo-
voltaic cells. When these compounds are exposed to UV light, they
emit electrons inducing free radicals, peroxides and others ROS
generation [60]. Particle ability to penetrate SC is defined by its
molecular size. Intercellular spaces between SC cells measure
around 100 nm. These spaces can be modified and notably wid-
ened by various topical products [61, 62] or after a stress like UV
ray exposition.

Several studies have already reported Zn0O nanoparticle cytotoxic
effects on different mammalian cell lines, such as on human meso-
thelioma and rodent fibroblasts [63], neuroblastoma cells [64], vas-
cular endothelial cells [65]. human neural cells [66], human

Zn0 nanoparticle ..
macropinocytosed .o,

Cell membrane

MAPK protein p38 and p53 )
expression increase

P53 phosphorylation by p38 Activated p53 proteins
leading to its activation

alveolar epithelial cells [67]. and also neural stem cells [68]. Skin
barrier represents the first level of exposure to ZnO nanoparticle
toxicity after sunscreen use. Toxicity of these particles can occur at
two different levels: on cells constituting skin barrier and in a sec-
ond time on tissues reached from systemic circulation. In the last
years, some studies concerning Zn( nanoparticle toxicity on
human dermal fibroblasts have been published. It appeared that
Zn0 nanoparticles (@ ~ 20 nm) could trigger human dermal fibro-
blast apoptosis, through p53-p38, pathway even at the very low
concentration of 10 ug mL™" (Fig. 1) [69]. P38 MAP kinases are a
protein family that is activated by genotoxic stresses. When acti-
vated, they enhance p53 activity by phosphorylation and leads to
cell cycle arrest or apoptosis. It has also recently been tested bulk
(@ ~ 550 nm) and nanoparticulate Zn0O (@ =~ 60 nm) phototoxic-
ity in Caenorhabditis elegans nematode [70]. Results showed that
nanosized and bulk ZnO phototoxicity are significantly enhanced
under natural sunlight and also that Zn0O nanoparticles seem to be
more likely to induce phototoxicity than bulk ZnO particles.

There is a way to reduce undesirable Zn0O particle photoreactivi-
ty in sunscreens. These particles can be modified notably coating
them with organic (such as alkoxy titanates, silanes and methyl
polysiloxanes) or inorganic (such as alumina, silica and zirconia)
elements and doping them with manganese ions [71, 72]. Particle
coat forms hydrated oxides, which can capture hydroxyl radicals
and thus reduce phototoxicity minimizing or eliminating potential
reactivity of photoactivated Zn0 particles by quenching and/or
reducing ROS generated before they interact with skin components.

In 2011, Cao et al. demonstrated that capping Zn0O nanoparticles
using organically modified silica permits to avoid their photocata-
lytic activity [73].

Apoptosis triggering
by mitochondria pathway

Cell death

Figure 1 Schematic representation of a possible toxicity model of Zn0 nanoparticles on human epidermal cells according to Meyer et al. study [69]. Zn0 nano-
particles are macropinocytosed by skin cell. They induce ROS formation in cell cytoplasm. Oxidative stress leads to MAPK p38 and p53 expression increase.
P38 MAPK phosphorylates p53 triggering its activation. p53 MAPK activated trigger mitochondrial pathway apoptosis of skin cell.
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The extent ZnO cutaneous toxicity is related to nanoparticle
transport within the stratum corneum then into basal cells.

Nowadays, studies concerning Zn0O nanoparticle ability to cross
normal or altered skin barrier tend to demonstrate that this kind of
particles cannot reach living skin cells [6, 74-77].

In 2009, Filipe et al. studied Zn0 nanoparticle penetration into
normal and psoriatic human skin in vive [76]. Data revealed that
following a 2-h application period of Zn0 nanoparticles contained
in three marketed sunscreens on intact human skin, these particles
were only detectable in SC. There were no Zn0 nanoparticles in
deeper skin layers even after a 48-h exposure of sunscreens under
occlusion. Thus, this study suggests that ZnO nanoparticles cannot
reach viable skin tissues. It was also observed that hair follicles
were preferential accumulation sites for these ZnO nanoparticles.
However, this study was carried out using only three different
hydrophobic marketed sunscreen formulations containing coated
Zn0O nanoparticles and thus results cannot guarantee the same
observations using others marketed sunscreens. Some studies
reported the lack of nanoparticle penetration in nonfollicular por-
cine skin [75] and even on human reconstructed epidermis model
[78-81]).

Another studies confirmed Zn0O nanoparticle harmlessness
towards epidermal cells [76. 82].

However, UV radiations can weaken skin barrier by disorganiz-
ing intercellular lipid lamellae [83, 84|. Early study demonstrated
that tight junction protein expression was disrupted following UVB
exposure thus facilitating nanoparticle penetration [85, 86].

It was showed in hairless mice that skin UV-ray exposure led to
prostaglandin synthesis [87, 88]. Prostaglandins target E-cadherin
receptors and thus prostaglandin synthesis increase led to E-cadher-
in receptors significant decrease [85]. Cadherin proteins are
expressed at cell surface to ensure cell liaisons notably skin cell
tight junctions. In vitro studies carried out on hairless mouse epi-
dermis and keratinocytes demonstrated that after UV ray exposure,
there was an increase in cyclo-oxygenase 2 (COX-2) protein expres-
sion. COX-2 protein expression is induced in the epidermis in
response to injuries, such as those triggered by UV radiations. This
protein is responsible for arachidonic acid conversion into prosta-
glandin. Thus, there was an increase in prostaglandin proteins
expression and notably of Prostaglandin E2 (PGE2) protein. This
protein activated growth stimulatory prostaglandin receptors (EP2)
that led to reaction cascade in cell triggering E-cadherin protein
expression decrease on cell surface. Consequently, there was a dis-
organization of cell tight junctions and thus of skin cell adhesions
[85. 87, 88]. Skin cell adhesion disorganization after UV ray expo-
sure could permit Zn0O nanoparticles to penetrate skin layers and
reach living cells. UV ray energy applied in these experiments is
not higher than the one from sun rays. Data showed that ZnO
nanoparticles were able to disturb skin cell functions through direct
contact when skin barrier was disrupted or through hair follicles
reaching viable epidermis [89-91].

There is no evidence about ZnO nanoparticle permeation across
the skin. Until now, studies tend to demonstrate that this kind of
particles cannot cross SC skin layer. Thus, even if it was showed
that Zn0 nanoparticles trigger deleterious damages on different cell
lines notably on human skin fibroblasts, it is not really worrying
given that it has not been proved that they can reach living cells.

Skin barrier represent the first level of exposure to TiO, nanopar-
ticle toxicity after sunscreen use. In actual commercial sunscreens,
TiO, nanoparticle concentrations are between 3% and 15%. Rec-
ommended quantity of sunscreen that must be applied to protect

the skin is 2 mg cm 2. Thus, an adult should apply 31.25 mg of
sunscreen to protect his skin and would be exposed up to
938-4688 mg of TiO, nanoparticles. A recent study showed
cytotoxic and genotoxic effects of TiO, nanoparticles sizing
(50 <@ <125 nm) on human skin cells in vitro [92]. Maximal
TiO, concentration tested was of 0.080 mg mL ™", which is far less
than concentrations used in sunscreens. TiO, nanoparticle mecha-
nism of toxicity resided in their ability to induce ROS generation
due to their photounstable character leading to DNA epidermal cell
damages (Fig. 2). Wamer et al. have already reported cytotoxicity
of 450 nm TiO; particles on human skin fibroblasts after their
photoactivation through UVA irradiation [93]. Human skin fibro-
blast treatment with microcrystalline TiO, particles followed by
irradiation with UVA resulted in cytotoxicity with human skin
fibroblasts significant reduction. Data also revealed that RNA
isolated from treated fibroblasts contained high levels of photo
oxidation products namely hydroxylated guanine bases. In 2007,
Rampaul et al. assessed UVA dependant cytotoxicity of various
TiO; nanoparticles (11 < @ < 30 nm) directly extracted from mar-
keted sunscreens on a human skin cell line [94]. Some of these
Ti0, nanoparticles induced real phototoxic activity on human skin
cells after UVA exposure. This study clearly demonstrated the abil-
ity of TiO, nanoparticles found in commercialized sunscreens to
cause skin cell damages. This could lead to DNA skin cell mutation
apparition that will be passed to daughter cells and thus to tumour
development.

But, it seems that TiO, particle cytotoxicity depends on particle
size and crystal form. Anatase TiO, particle form sizing between 15
and 120 nm gave more OH radicals in vitro than rutile and amor-
phous forms sizing between 17 and 400 nm after UVA irradiation
[95]. Considering that photocatalytic activity of Ti0, anatase form
is approximately 1.5 times higher than the rutile one, these results
are logical [96]. This is quite reassuring considering that TiO, crys-
talline rutile form is used in sunscreens [97].

Another study showed that TiO, particles themselves were cyto-
toxic on human bronchial epithelial cells without being activated
by UVA radiations [98]. Data demonstrated that cell treatment
with 10 pg mL™" of anatase TiO, nanoparticles (10 < @ < 20 nm)
led to oxidative stress and thus to DNA damages without UVA irra-
diation, whereas anatase and rutile TiO, particles ( > 200 nm) did
not lead to such cytotoxicity. In conclusion, the smaller TiO, nano-
particles, the higher potency of oxidative stress in absence of photo-
activation. ROS formed by UV-exposed TiO, particles are able to
damage proteins, lipids and DNA they are in contact with. Apply-
ing sunscreen formulation containing TiO, nanoparticles, skin bar-
rier and notably nucleated cell constituting it, will be the first line
where deleterious damages will happen.

To reduce their photoreactivity, TiO, particles can be coated
with organic or inorganic elements doped with manganese ions
[71. 72]. A recent study with coated TiO, particles photocatalyti-
cally inactive, but still providing protection against UV damaging
sunlight radiations showed minimal DNA damages on yield cul-
tures under UV illumination [99]. Despite this process, Dunford
et al. showed that some TiO, particle coatings did not permit to
prevent phototoxicity leading to plasmid DNA and human skin
fibroblast damages [100]. It has also been demonstrated that some
Ti0, particle coatings such as TiO,/Al,05 or Ti0,/Si0, enhanced
photoreactivity [101]. These results were confirmed by Rampaul
et al. in 2007 showing that some coated inorganic UV filters incor-
porated into actual sunscreens, such as a mixed anatase and rutile
crystal form of TiO, with a dimethicone or organosilane coating,
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Figure 2 Schematic representation of a possible toxicity model of TiO, nanoparticles on human epidermal cells according to Shukla et al., Rampaul et al. and
Tiano et al. studies [93, 95. 96).TiO2 nanoparticles are macropinocytosed by skin cell. They induce ROS formation in cell cytoplasm. Oxidative stress leads to

DNA damages and membrane lipid peroxidation that enhance cell apoptosis.

was still destructive leading to photocatalytic human skin and oth-
ers, animal epithelium DNA cell damages triggering their apoptosis.
whereas others particle types, such as manganese doped or alu-
mina-coated rutile TiO, particles protected the skin without being
phototoxic [94]. More recently, Tiano et al. demonstrated that TiO,
particle anatase form was cytotoxic on human skin fibroblasts
either coated or uncoated [95]. Moreover, this cytotoxicity was
more aggressive after fibroblast exposition to UVA radiations. How-
ever, several previous studies demonstrated that TiO, particle ana-
tase form was also cytotoxic without fibroblast exposition to UVA
radiations [98, 102]. Tiano et al. concluded that coating treat-
ments, including organic compounds, were improper for sunscreen
elaboration. Actually, this kind of coating enhanced Ti0O, particle
phototoxicity. However, it appeared that aluminia/dimethicone,
aluminia/manganese and aluminia hydroxide coatings were well
adapted to sunscreens preventing TiO, particle phototoxicity.
Importantly, it appeared that some modified TiO, particles specially
developed and marketed for sun care and skin care still exhibited
photocatalytic activity [95].

All these studies concerning TiO, nanoparticle toxicity on
human skin cells would be relevant only if these particles could
cross SC barrier. It is then interesting to focus on studies about
Ti0, nanoparticle absorption through skin barrier. In 2009, an in
vivo study made on porcine skin demonstrated that TiO, nanoparti-
cles (4 <0 < 60 nm) could penetrate skin SC [103]. This study
revealed that TiO, nanoparticle penetration was size and time
dependant. Further investigations carried out on hairless mice
revealed that after 60 consecutive days of daily TiO, nanoparticle
application at 8 mg cm~? under dorsal skin, particles crossed the
skin to be entrapped notably in liver, spleen and lung using sys-
temic circulation. However, it is important to precise that mice skin

is a half thinner than human skin. For percutancous penetration
studies, it is judicious to choose pig skin that show many parallels
to human skin [104]. In 2004, Menzel et al. tended to show ultra-
fine TiO, nanoparticle ability to cross skin barrier [105]. In this
study. penetration tests were carried out on pig skin model using
TiO, nanoparticles (45-150 nm long and 17-35 nm wide) con-
tained into four different marketed sunscreens. Results revealed
that TiO, nanoparticles mainly concentrated at skin surface and in
skin SC. TiO, particles were also found in skin stratum granulosum,
but not in stratum spinosum. Thus, this study showed that TiO,
particles present in some marketed sunscreen formulations were
able to penetrate SC intercellular spaces reaching stratum granulo-
sum living skin tissue layers.

In 2008, Mortensen et al. studied quantum dots (@ = 30 nm)
penetration across mouse skin beforchand exposed to UV radiations
[86]. Results showed quantum dots penetration into viable epider-
mis and dermis when skin is injured notably by UV rays. This
study concludes saying that TiO, nanoparticles could also pene-
trate skin barrier. However, they did not use TiO, quantum dots in
these experiments. Thus, it is not possible to extend results
obtained to TiO, nanoparticles.

Some studies tend to demonstrate TiO, nanoparticle ability to
cross skin barrier and reach systemic blood circulation. It is then rele-
vant to wonder if these particles exhibit any toxicity against erythro-
cytes that are blood dominant cells (99%) and on others blood
circulating cells. In 2008, Li et al. assessed TiO, nanoparticle toxicity
on rabbit erythrocytes [106]. It appeared that TiO, nanoparticles sig-
nificantly increased erythrocyte sedimentation and agglutination
damaging their membranes in a dose-dependent way. Moreover,
photonic microscopy analysis of erythrocytes treated with TiO,
microparticles and nanoparticles revealed erythrocyte abnormal
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shape. Results also exhibited that in presence of TiO, nanoparticles,
lipid peroxidation increased. Erythrocytes are incapable to produce
SOD and catalase that are cell enzymes taking charge of generated
ROS. Thus, this kind of cells is particularly vulnerable to extraneous
toxicants and their cell membrane could be easily damaged during
lipid peroxidation occurring in presence of TiO, particles.

It also showed genotoxicity and cytotoxicity of TiO, nano
(90 < @ < 110 nm) and bulk particles due to their capacity to gen-
erate ROS on human blood circulating lymphocytes leading to dele-
terious damages in their DNA [107].

These results are very controversial. Actually, some studies dem-
onstrated that this kind of insoluble nanoparticles cannot cross
normal or even altered human skin [6, 74-77].

Nohynek et al. tended to demonstrate that TiO, nanoparticles do
not penetrate healthy or altered skin. Moreover, their results
tended to show that this kind of nanoparticles incorporated into
sunscreens do not present any risk to human health [6, 74].

In 2007, Pinheiro et al. in vivo study reported that TiO, nano-
particle (contained in a commercial sunscreen formulation) perme-
ation profile was similar in human normal skin and in human
psoriatic skin [75). However, in human normal skin, TiO, nano-
particles seemed to be retained at SC outermost corneocyte layers,
whereas in human psoriatic skin, SC fragility seemed to facilitate
Ti0, nanoparticle penetration inside SC. although they did not
reach living cell layers. Thus, results presented in this study tended
to demonstrate that Ti0, nanoparticles do not penetrate deeper
into altered human skin.

In 2009, Filipe et al. also studied TiO, nanoparticle penetration
into human normal skin and human psoriatic skin in vivo [76]. It
was observed the same results like for ZnO nanoparticles. There
was not TiO, nanoparticles in deeper skin layers even after expo-
sure to sunscreen under occlusion. Hair follicles were also showed
to be preferential accumulation sites for these particles. Some stud-
ies reported the lack of nanoparticle penetration in nonfollicular
porcine skin [74] and even on human reconstructed epidermis
model [79-81, 90].

Gopee et al. showed that TiO, nanoparticle subcutaneous admin-
istration did not produce toxicity or unexpected body distribution
[108]. Theogaraj et al. showed that TiO, nano and micro particles
were safety, no causing cytotoxicity, genotoxicity or phototoxicity
on Chinese Ovarian Cell (CHO) cultures [109].

However, UV radiation effects on skin barrier [83, 84| organiza-
tion have to be taking into account considering that tight junctions
can be altered permitting TiO, nanoparticles to penetrate easily
into living skin cell layers [80, 84, 85, 90-92].

Mixed ZnO/TiO, powders were showed to be destructive on skin
cells. This is not very surprising given that Zn0 is a photocatalyst
[110] able to enhance TiO, photocatalytic activity [111], but it is
quite worrying given that many marketed sunscreens contain both
Zn0 and TiO, nanoparticles.

As it was observed for Zn0O nanoparticles, there is no evidence
about TiO, nanoparticle permeation across the skin.

Considering all these studies, Zn0O and TiO, nanoparticles seem
to be susceptible to enhance deleterious damages on living cells.
Crossing this biological barrier, these particles could reach sys-
temic blood circulation with cytotoxic effects on blood circulating
cells before to be entrapped into vital organs, Zn0O and TiO, nano-
particle damage cell mechanisms rely on their photoinstability
leading to ROS generations that are highly cytotoxic. However,
most of studies concerning these nanoparticles tend to demon-
strate that they cannot cross skin barrier. Thus, sunscreens

containing TiO, and ZnO nanoparticles seem to pose no risk to
human health.

The lack of standardized methods to study Zn0O and TiO, nano-
particle cytotoxicity made these studies controversial. In the present
time, there are no definite agreements in the literature on whether
these nanoparticles, regardless their size, present in sunscreens pen-
etrate skin barrier entering in the epidermis or not. It is then not
possible to certify Zn0 and Ti0, toxicity in sunscreens.

Inorganic UV filter association with organic UV
filters

In 2010, Migdal et al. focused their study on the effect of classical
and modified TiO, nanoparticles on human Langerhans cells play-
ing an essential role in immune response [112]. Data showed that
classical TiO, nanoparticles as well as PABA coated ones did not
affect skin Langerhans cell viability. Even if it was showed that
both the kinds of TiO, nanoparticles were internalized into skin
Langerhans cells through macropinocytosis, they stayed in cell
cytoplasm vesicles before to be quickly released confirming their
lack of cytotoxicity. Moreover, these nanoparticles did not induce
skin Langerhans cell activation meaning the lack of inflammatory
response. PABA coated TiO, nanoparticles did not induce ROS gen-
eration, whereas PABA organic UV filter can enhance photoaller-
gies and induces ROS generation. Thus, TiO, association with
PABA avoids ROS-mediated toxicity of PABA.

Dermatologists highly warn their patients against UV ray skin
damages. They strongly suggest sunscreen use to avoid UV ray
side effects and skin cancer development. However, as their appa-
rition in consumer life, sunscreens are the subject of many studies
tending to call their safety into questions. Some of them bring
evidence of their deleterious effects notably in skin cells and
others refute this hypothesis. Organic UV filters are chemical com-
pounds known to be allergenic and to cross skin barrier due to
their low molecular weight and their lipophilic character. Organic
UV filters are thus more expected to induce toxicity than
inorganic ones. Most of studies agreed with organic UV filter pho-
toinstability leading to deleterious damages on skin cells through
ROS formation. However, their potential oestrogenic characters as
well as their entrapment into vital organs are still very controver-
sial. Concerning inorganic UV filters, their ability to cross skin
barrier is still under scientific debate. Then, even if several studies
showed cytotoxic effect of Zn0O and TiO, particles, it is not very
worrying given that at this time, there is not uncontestable evi-
dence of their ability to cross SC to exercise their cytotoxicity on
living cells.

These studies concerning UV filter toxicity used different
methods and different models. Then, nowadays. it is not possible
to claim that UV filters currently incorporated into sunscreens are
toxic or safe. Actually, improved studies using standardized meth-
ods are needed to be sure of sunscreen safety. However,
sunscreen formulators should concentrate on UV filter carriers in
formulations because some of them are able to prevent UV filter
penetration across skin SC, whereas others can enhance this
effect.

Then, it is not necessary to alarm consumers about sunscreen
toxicity at the risk of seeing them boycott, these protective products
leading to skin cancer rate increase. If UV filter safety is still under
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debate. UV noxiousness does not need to be proved anymore. Every
year, 66 000 deaths of melanomas are registered in the world and
this number does not need to be increased because of false rumours

about sunscreen use safety.

Conclusion

There is not uncontestable evidence on UV filter toxicity. Other
studies using standardized methods and acceptable models are
needed before claiming sunscreen toxicity. Sunscreen phobia may

References

1.

-

v

10.

11.

216

Sambandan, D.R. and Ratner, D. Sunsc-
reens: an overview and update. J. Am.
Acad. Dermatol. 64, 748-758 (2011).

. Villalobos-Hernandez, ].R. and Miiller-Goy-

mann, C.C. Sun protection enhancement of
titanium dioxide crystals by the use of car-
nauba wax nanoparticles: the synergistic
interaction between organic and inorganic
sunscreens at nanoscale. Int. J. Pharm.
322, 161-170 (2006).

. Mader, K., Wissing, S.A. and Muller, R.H.

Solid lipid nanoparticles (SLN) -~ a novel
carrier for UV blockers. Pharm. Unserer Zeit
10, 783-786 (2001).

. Wong, T. and Orton, D. Sunscreen allergy

and its investigation. Clinics Dermatol. 29,
306-310 (2011).

. Anderson, M.W., Hewitt, |.P. and Spruce,

S.R. Broad spectrum physical sunscreens:
titanium dioxide and zinc oxide. In: Sunsc-
reens (Marcel and Dekker eds.), pp. 353-
398. Cosmetic science and Technology Ser-
ies. New York (1997).

. Nohynek, G.J.. Lademann, J., Ribaud, C. and

Roberts, M.S. Grey goo on the skin? Nano-
technology. cosmetic and sunscreen safety
Crit. Rev. Toxicol. 37, 251-277 (2007).

. Sunscreen Drug Products for Over-the-Coun-

ter Human Use, Final monograph, Federal
register 64 27666, US Food and Drug
Administration, Rockville, MD. (2000).
Available from http://www.cfsan.fda.gov/
~Ird/fr990521.html.

. Salinaro, A.. Emeline, A.V.. Zhao, J.. Hi-

daka, H., Ryabchuk, V.K. and Serpone. N.
Terminology. relative photonic efliciencies
and quantum yields in heterogeneous pho-
tocatalysis. Part I: suggested protocol. Pure
Appl. Chem. 71, 321-335 (1999).

. Collaris, E.J. and Frank, ]. Photoallergic

contact dermatitis caused by ultraviolet fil-
ters in different sunscreens. Int. J. Dermatol.
47, 35-37 (2008).

Bouillon, C. Recent advances in sun protec-
tion. J. Dermatol. Sci. 23, 57-61 (2000).
Gasparro, F.P., Mitchnick, M. and Nash, J.F.
A review of sunscreen safety and efficacy.

12.

13.

16.

17.

18.

20.

21.

lead to a decrease in sunscreen use meaning higher exposure to
UV radiations and thus increasing rates of melanoma and other
skin cancers. Formulators should pay more attention to UV filter

vehicles incorporated into sunscreens to avoid the possible ability
that they could have to cross skin barrier.

Photochem.  Photobiol. 68,  243-256
(1998).

Sayes, C.M.. Wahi, R.. Kurian, P.A. et al.
Correlating nanoscale titania  structure
with toxicity: a cytotoxicity and inflamma-
tory response study with human dermal fi-
broblasts and human lung epithelial cells.
Toxicol. Sci. 92, 174185 (2006).

Sclafani, A. and Herrmann, J.M. Compari-
son of the photoelectronic and photocata-
Iytic activities of various anatase and rutile
forms of titania in pure liquid organic
phases and in aqueous solutions. J. Phys.
Chem. 100, 13655-13661 (1996).

. Therapeutic Good Administration. Austra-

lian Regulatory Guidelines for OTC Medicines
(ARGOM) (2009). Available from: http://
www.tga.gov.au/docs/html/argom.

. Council Directive of the EEC (76/768/EEC).

List of UV Filters which Cosmetic Products
may Contain. Annex VII, pp. 119-123
(2009). Available at: http://www.emergo-
group.com/files/Cosmetics%20Directive%
2076-768-EEC.pdf.

Maier, H., Schauberger, G.. Brunnhofer, K.
and Honigsmann, H. Change of Ultraviolet
Absorbance of Sunscreens by Exposure to
Solar-Simulated Radiation. ] Invest Derma-
tol. 117, 256-262 (2001).

Bryden, A.M.. Moseley, H., Ibbotson, S.H. et al.
Photopatch testing of 1155 patients: results
of the UK multicentre photopatch study
group. Br. |. Dermatol. 155, 737-747 (2006).
Kerr, A. and Ferguson, ]. Photoallergic
contact dermatitis. Photodermatol. Photoim-
mimol. Photomed. 26, 56-65 (2010).

. Victor, F.C.. Cohen, D.E. and Soter. N.A. A

20 year analysis of previous and emerging
allergens that elicit photoallergic contact
dermatitis. J. Am. Acad. Dermatol. 62, 605~
610 (2010).

Karlsson, 1., Hillerstrom, L., Stenfeldt, A.L.,
Martensson, ]. and Borje. A. Photodegrada-
tion of dibenzoylmethanes: potential cause
of photocontact allergy to sunscreens.
Chem. Res. Toxicol. 22, 1881-1892
(2009).

Gaspar, L.R. and Campos, P.M.B.G.M. Eval-
uation of the photostability of different UV

Acknowledgement

We thank Kurbiel SAS cosmetic company (France) for their support
during the redaction of this study.

22.

23.

24,

26.

~
~1

28.

30.

31.

filter combinations in a sunscreen. Int. J.
Pharm. 307, 123-128 (2005).

Vanquerp, V.. Rodriguez, C.. Coiffard, C..
Coiffard, L.J.M. and De Roeck-Holtzhauer, Y.
High-performance liquid chromatographic
method for the comparison of the photosta-
bility of five sunscreen agents. J. Chromato.
832, 273-277 (1999).

Diffey, B.L., Stokes, R.P.. Forestier, S., Mazi-
lier, C. and Rougier, A. Suncare product
photostability: a key parameter for a more
realistic in vitro efficacy evaluation. Eur. J.
Dermatol. 7. 226 (1997).

Hughes, T.M. and Stone, N.M. Benzophe-
none 4: an emerging allergen in cosmetics
and toiletries? Contact Dermatitis. 56, 153~
156 (2007).

. Waters, A]., Sandhu. D.R., Lowe, G. and

Ferguson, |. Photocontact allergy to PABA
in sunscreens: the need for continued
vigilance. Contact Dermatitis. 60, 172-173
(2009).

Allen, JM., Gossett, C.J. and Allen, S.K.
Photochemical formation of singlet molecu-
lar oxygen in illuminated aqueous solu-
tions of PABA. J. Photochem. Photobiol. 32,
33-37 (1996).

. Inbaraj. J.J.. Bilski, P. and Chignell, C.F.

Photophysical and photochemical studies of
2-phenylbenzimidazole and UVB sunscreen
2-phenylbenzimidazole-5-sulfonic acid. Pho-
tochem. Photobiol. 75, 107-116 (2002).
Cantrell, A., McGarvery, D.J. and Truscott,
T.G. Photochemical and photophysical
properties of sunscreens. In: Sun Protection
in Man (Giacomoni, P.U. ed.), pp. 495~
519. Elsevier, Amsterdam (2001).

. Schlumpf, M., Schmid, P., Durrer, S. et al.

Endocrine activity and developmental tox-
icity of cosmetic UV filters-an update. Toxi-
cology 205, 113-122 (2004).

Serpone, N., Dondi, D. and Albini, A. Inor-
ganic and organic UV filters: their role and
eflicacy in sunscreens and suncare products.
Inorga. Chim. A. 360, 794-802 (2006).
Sayre, RM.. Dowdy. J.C.. Gerwig. Al..
Shields, W.J. and Lloyd. R.V. Unexpected
photolysis of the sunscreen octinoxate in
the presence of the sunscreen avobenzone.

© 2012 Society of Cosmetic Scientists and the Société Francaise de Cosmétologie
International Journal of Cosmetic Science, 35, 208-219



Commonly used UV filter toxicity: a review

E. Gilbert et al.

32.

33.

34

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Photochem.  Photobiol. 81, 452-456
(2005).

Chatelain, E. and Gabard, B. Photostabiliza-
tion of butyl methoxydibenzoylmethane
(Avobenzone) and ethylhexyl methoxycin-
namate by bis-ethylhexyloxyphenol meth-
oxypheny! triazine (Tinosorb S), a new UV
broadband filter. Photochem. Photobiol. 74.
401-406 (2001).

Hanson, K.M., Gratton, E. and Bardeen, C.J.
Sunscreen enhancement of UV-induced
reactive oxygen species in the skin, Free
Rad. Biol. Med. 41, 1205-1212 (2006).
Hayden, C.G.J., Roberts, M.S. and Benson,
H.A.E. Systemic absorption of sunscreen
after topical application. Lancet 350, 863~

864 (1997).

. Janjua, N.R., Kongshoj, B.. Andersson,

AM. and Wull, H.C. Sunscreens in human
plasma and urine after repeated whole-
body topical application. J. Eur. Acad. Der-
matol. Venereol. 22, 456-461 (2008).
Schlumpf, M., Cotton, B., Conscience, M.,
Haller, V., Steinmann, B. and Lichtenstei-
ger, W. In vitro and in vivo estrogenicity
of UV screens. Environ. Health. Pers. 109,
239-244 (2001).

Touitou, E. and Godin, B. Skin nonpene-
trating sunscreens for cosmetic and phar-
maceutical formulations. Clinics Dermatol.
26, 375-379 (2008).

Trefel, P. and Gabard. B. Skin penetration
and SPF of ultraviolet filters from two vehi-
cles. Pharm. Res. 13, 770-774 (1996).
Walters, K.A. and Roberts, M.S. Percutane-
ous absorption of sunscreens, In: Topical
Absorption of Dermatological Products (Bro-
naugh, R.L. and Maibach., H.I. eds.). pp.
465-481. Marcel Dekker, New York
(2002).

Roberts. M.S. The Relationship between
Structure and Barrier Functions of the Skin.
Marcel Dekker Ed., New York (1998).
Palm, M.D. and O'Donoghue. M.N. Update
on photoprotection. Dermatol. Ther. 20,
360-376 (2007).

Hany, J. and Nagel. R. Detection of sun-
screen agents in human breast milk. Dtsch.
Lebensm. Rundsch. 91, 341-345 (1995).
Kasichayanula, S., House, J.D., Wang, T.
and Gu, X. Percutaneous characterization
of the insect repellent DEET and the sun-
screen  Oxybenzone from  topical  skin
application. Toxicol. App. Pharmacol. 223,
187-194 (2007).

Bolt, H.M., Guhe, C. and Degen. G.H. Com-
ments on “In vitro and in vivo estrogenici-
ty of UV screens”. Environ. Health Perspect.
109, 358-361 (2001).

. Morohoshi, K., Yamamoto. H., Kamata, R.,

Shiraishi, F.. Koda, T. and Morita, M.

46.

47.

48.

49.

54.

w
~

Estrogenic activity of 37 components of
commercial sunscreen lotions evaluated by
in vitro assays. Toxicol. In Vitro 19, 457~
469 (2005).

Soeborg, T.. Hollesen Basse, L. and Halling-
Sorensen, B. Risk assessment of topically
applied products. Toxicol. 236, 140-148
(2007).

Tinwell, H., Lefevre, P.A., Moflat, G.J.,
Burns, A.. Odum, J., Spurway, T.D., Orpha-
nides, G. and Ashby. J. Confirmation of
uterotrophic activity of 3 (4-methylbenzy-
lidene) camphor in the immature rat.
Environ. Health Persp. 110, 533-536
(2002).

Mueller, S.0., Kling, M., Firzani, P.A. et al.
Activation of estrogen receptor z and ER f#
by 4-methylbenzylidene-camphor in human
and rat cells: comparison with phyto- and
xenoestrogens. Toxicol. Lett. 142, 89-101
(2003).

Schreurs, R., Lauser, P., Seinen, W. and Van
Den Burg, B. Estrogenic activity of UV filters
determined by an in vitro reporter gene
assay and an in vivo transgenic zebrafish
assay. Arch. Toxicol. 76, 257-261 (2002).

. Durrer, S., Maerkel, K.. Schlumpf, M. and

Lichtensteiger, W. Estrogen target gene
regulation and coactivator expression in
rat uterus after developmental exposure to
the ultraviolet filter 4-methylbenzylidene
camphor. Endocrinology 146, 2130-2139
(2005).

. Kimura, K. and Katon. T. Photoallergic

contact dermatitis from the sunscreen eth-
ylhexyl-p-methoxycinnamate. Contact Der-
matitis. 32, 304-305 (1995).

. Bruynzeel, D. Patch testing in adverse drug

reactions. In: Fisher's Contact Dermatitis.
(Rietschel, R.L. and Fowler, ].F. eds). 5th
ed.. pp. 479-494. Springer, Philadelphia
(2001).

. Yener, G., Incegiil, T. and Yener, N. Impor-

tance of using lipid microspheres as carri-
ers for UV filters on the example octyl
methoxy cinnamate. Int. J. Pharm. 258,
203-207 (2003).

Avenel-Audran, M., Dutartre, H., Goossens,
A. et al. Octocrylene, an emerging photoal-
lergen. Arch. Dermatol. 146, 753-757
(2010).

. Sommer, S., Wilkinson, S.M.. English, ].S.,

Ferguson, J. Photoallergic contact dermati-
tis from the sunscreen octyl-triazone, Con-
tact Dermatitis. 46, 304-305 (2002),

. Singh, M. and Beck, M.H. Octyl salicylate:

a new contact sensitivity. Contact Dermati-
tis. 56, 48 (2007).

. Touitou, E. and Godin, B. New approaches

for UV-induced photodamage protection. J.
Appl. Cosmetol. 24, 139-147 (2006).

© 2012 Society of Cosmetic Scientists and the Société Frangaise de Cosmétologie

International Journal of Cosmetic Science, 35, 208-219

58.

59.

60.

61.

62.

63.

66.

67.

68.

69.

Australian government TGA, OTC Medi-
cines Section. A review of the scientific liter-
ature on the safety of nanoparticulate
titanium dioxide or zinc oxide in sunscreens.
(2006). Available from: http://www.tga.
gov.au/npmeds/sunscreen-zotd.pdf.
Consumer-Union. Sunscreens: some are
short on protection. Consumer Reports. 72.
6 (2007).

Yang, Y.H., Chen, H. and Pan. G. Particle
concentration effect in adsorption/desorp-
tion of Zn(Il) on anatase type nano TiO,. J.
Environ. Sci. 19, 1442-1445 (2007).
Nemanic, MK. and Elias, P.M. In situ pre-
cipitation: a novel cytochemical technique
for visualization of permeability pathways
in mammalian stratum corneum. J. Histo-
chem. Cytochem. 28, 573-578 (1980).
Ghadially, R., Halkier-Sorensen, L. and
Elias. P.M. Effects of petrolatum on stratum
corneum structure and function. J. Am.
Acad. Dermatol. 26, 387-396 (1992).
Brunner, T.J.. Wick, P.. Manser, P. et al. In
Vitro cytotoxicity of oxide nanoparticles:
comparison to Asbestos, Silica, and the
Effect of Particle Solubility. Environ. Sci.
Technol. 40, 4374-4381 (2006).

. Jeng, H.A. and Swanson, ]. Toxicity of

metal oxide nanoparticles in mammalian
cells. J. Environ. Sci. Health Tox. Hazard.
Subs.  Environ. Eng. 41, 2699-2711
(2006).

. Gojova, A., Guo, B.. Kota, R.S.. Rutledge.

J.C.. Kennedy, LM. and Barakat, A.L
Induction of inflammation in vascular
endothelial cells by metal oxide nanoparti-
cles: effect of particle composition. Environ.
Health Perspect. 115, 403-409 (2007).

Lai, J.C.. Lai, M.B., Jandhyam, S.. Duk-
hande, V.V., Bhushan, A.. Daniels, CK.,
Leung, S.W. Exposure to titanium dioxide
and other metallic oxide nanoparticles
induces cytotoxicity on human neural cells
and fibroblasts. Int. J. Nanomed. 3, 533~
545 (2008).

Lanone, S., Rogerieux, F., Geys, J. et al.
Comparative toxicity of 24 manufactured
nanoparticles in human alveolar epithelial
and macrophage cell lines. Part. Fibre Toxi-
col. 6, 14-26 (2009).

Deng, X.. Luan, Q., Chen, W., Wang, Y.,
Wu, Y., Zhang, H. and Jiao, Z. Nanosized
zinc oxide particles induce neural stem cell
apoptosis.  Nanotechnol. 20, 101-115
(2009).

Meyer. K.. Rajanahalli, P.. Ahamed. M.,
Rowe, ].J. and Hong. Y. Zn0O nanoparticles
induce apoptosis in human dermal fibro-
blasts via p33 and p38 pathways. Toxicol.
In  Vitro. 25, 1721-1726. (2011),
10.1016/j.1iv.2011.08.011.

217



Commonly used UV filter toxicity: a review

E. Gilbert et al.

70.

71.

74.

76.

78.

80.

218

Ma, H.. Kabengi, NJ.. Bertsch, P.M.,
Unrine, .M., Glenn, T.C. and Williams,
P.L. Comparative phototoxicity of nanopar-
ticulate and bulk ZnO to a free-living nem-
atode  Cacnorhabditis  elegans:  the
importance of illumination mode and pri-
mary particle size. Environ. Poll. 159,
1473-1480 (2011).

Wakefield, G., Lipscomb, S., Holland, E.
and Knowland, J. The eflects of manganese
doping on UVA absorption and free radical
generation of micronized titanium dioxide
and its consequences for the photostability
of UVA absorbing organic sunscreen com-
ponents. Photochem. Photobiol. Sci. 3, 648-
652 (2004).

. Schlossman, D. and Shao, Y. Inorganic UV

filters. In: Sunscreens: regulation and com-
mercial development (Shaat, N.A. ed). pp.
239-279. Taylor and Francis Group, Lon-
don (2005).

. Cao, 7Zhi. and Zhang. Z Deactivation of

photocatalytically active Zn0O nanoparticle
and enhancement of its compatibility with
organic compounds by surface-capping
with organically modified silica. App. Sur.
Sci. 257, 4151-4158 (2011).

Nohynek, G.J.. Dufour, EK. and Roberts,
M.S. Nanotechnology, cosmetics and the
skin: is there a health risk? Skin Pharmacol.
Physiol. 21, 136-149 (2008).

. Pinheiro, T., Allon, J., Alves, L.C., Filipe, P.

and Silva, ].N. The influence of corneocyte
structure on the interpretation of perme-
ation profiles of nanoparticles across the
skin. Nuclear Instrum. Methods Phys. Res.
260. 119-123 (2007).

Filipe, P.. Silva, |.N.. Silva, R. et al. Stra-
tum corneum is an eflective barrier to
TiO2 and Zn0O nanoparticle percutancous
absorption. Skin Pharmacol. Physiol. 22,
266-275 (2009).

. Gopee, N.V., Roberts, D.W., Webb, P. et al.

Quantitative determination of skin penetra-
tion of PEG-Coated CdSe quantum dots in
dermabraded but not intact SKH-1 hairless
mouse skin. Toxicol. Sci. 111, 37-48 (2009).
Baroli, B., Ennas, M.G., Loflredo, F., Isola,
M.. Pinna, R. and Lopez-Quintela, M.A.
Penetration of metallic nanoparticles in
human full-thickness skin. J. Invest. Derma-
tol, 127, 1701-1712 (2007).

. Cross, S.E. Russel, M., Southwell, 1. and

Roberts, M.S. Human skin penetration of
sunscreen nanoparticles: in vitro assess-
ment of a novel micronized zinc oxide for-
mulation. Skin Pharmacol. Physiol. 20, 148
-154 (2007).

Kiss, B.. Biro, T., Czifra, G. ¢t al. Investiga-
tion of micronized titanium dioxide penetra-
tion in human skin xenografts and its effect

81.

83.

84.

86.

88.

89,

90.

on cellular functions of human skin-derived
cells. Exp. Dermatol. 17, 659-667 (2008).
Kuntsche, .. Bunjes, H., Fahr, A., Pappi-
nen, S., Ronkko, S., Suhonen, M. and Urtti,
A. Interaction of lipid nanoparticles with
human epidermis and an organotypic cell
culture model. Int. J. Pharm. 354, 180-
195 (2008).

. Newman, M.D., Stotland, M. and Ellis, ].I.

The safety of nanosized particles in tita-
nium dioxide-and zinc oxide-based sunsc-
reens. J. Am. Acad. Dermatol. 61, 685-692
(2009).

Jiang, S.J.. Chen, .Y., Lu, Z.F., Yao, |.. Che.
D.E. and Zhou, X.]. Biophysical and mor-
phological changes in the stratum corne-
um lipids induced by UVB irradiation. J.
Dermatol. Sci. 44, 29-36 (2006).
Brouxhon, S.. Kyrkanides, S.. O'Banion,
M.K. et al. Sequential Down-regulation of
E-Cadherin with squamous cell carcinoma
progression: loss of E-Cadherin via a
Prostaglandin E,-EP2-dependent posttrans-
lational mechanism. Cancer Res. 67, 7654~
7664 (2007).

. Yamamoto, T., Kurasawa, M., Hattori, T.,

Maeda, T.. Nakano, H. and Sasaki, H. Rela-
tionship between expression of tight junc-
tion-related molecules and perturbed
epidermal barrier junction in UVB-irradi-
ated hairless mice. Arch. Dermatol. Res.
300, 61-68 (2008).

Mortensen, L.J.. Oberdorster, G., Pentland,
A.P. and Delouise. L.A. In vivo skin pene-
tration of quantum dot nanoparticles in
the murine model: the effect of UVR. Nano
Lett. 8, 2779-2787 (2008).

. Brouxhon, S.. Konger, R.L.. VanBuskirk, J.A.

et al. Deletion of prostaglandin E2 EP2
receptor  protects  against  ultraviolet-
induced  carcinogenesis, but  increases
tumor aggressiveness. . Invest. Dermatol.
127, 439-446 (2007).

Tripp. CS.. Blomme, A.G., Chinn, K.S.
Hardy, M.M., LaCelle, P. and Pentland,
A.P. Epidermal COX-2 induction following
ultraviolet irradiation: suggested mecha-
nism for the role of COX-2 inhibition in
photoprotection. J. Invest. Dermatol. 121,
853-861 (2003).

Baroli, B., Ennas, M.G.. Loffredo, F., Isola,
M., Pinna, R. and Lopez-Quintela, M.A.
Penetration of metallic nanoparticles in
human full-thickness skin. J. Invest. Derma-
tol. 127, 1701-1712 (2007).

Lademann, |., Patzelt, A., Darvin, M., Rich-
ter, H., Antoniou, C., Sterry, W. and Koch,
S. Application of optical non invasive
methods in skin physiology: a comparison
of laser scanning microscopy and optical
coherent  tomography with histological

91.

92.

93.

94,

96.

98.

99.

100.

101.

102,

analysis. Skin Res. Technol. 13, 119-132
(2007).

Larese, F.F., D'Agostin, F., Crosera, M.,
Adami, G.. Renzi, N., Bovenzi, M. and Ma-
ina, G. Human skin penetration of silver
nanoparticles through intact and damaged
skin. Toxicology 255, 33-37 (2009).
Shukla, RK., Sharma. Y., Pandey. AK.
Singh, S., Sultana, S. and Dhawan, A. ROS-
mediated genotoxicity induced by TiO2
nanoparticles in human epidermal cells.
Toxicol. In Vitro 25, 231-241 (2011).
Wamer, W.G.. Yin, ].]. and Wei, R.R. Oxi-
dative damage to nucleic acids photosensi-
tized by titanium dioxide. Free Radical Biol.
Med. 6, 851-858 (1997).

Rampaul, A., Parkin, L.P. and Cramer, L.P.
Damaging and protective properties of inor-
ganic components of sunscreens applied to
cultured human skin cells. J. Photochem.
Photobiol. A: Chem. 191, 138-148 (2007).

. Tiano, L., Armeni, T., Venditti, E. and Bar-

ucca, G. Modified TiO, particles differen-
tially affect human skin fibroblasts exposed
to UVA light. Free Rad. Biol. Med. 49, 408
415 (2010).

Kakikoni, K., Yamane, K., Teraoka, R.,
Otsuka, M. and Matsuda, Y. Effect of rela-
tive humidity on the photocatalytic activity
of titanium dioxide and photostability of
famotidine. J. Pharm. Sci. 93, 582-589
(2004).

. Merhi, M., Brient, A., Chang. J. et al. Etude

de la génotoxicité in vitro de nanoparticules
manufacturées sur une lignée bronchique hu-
maine: exemple des TiO2. Séminaire, Envi-
ronnement & Santé, Lille, 30 Novembre
2010, .

Gurr, J.R., Wang, AS.S.. Chen, C.H. and
Jan, K.Y. Ultrafine titanium dioxide
particles in the absence of photoactivation
can induce oxidative damage to human
bronchial epithelial cells. Toxicology 213,
66-73 (2005).

Serpone, N., Salinaro, A., Horikoshi, S. and
Hidaka, H. Beneficial effects of photo-inac-
tive titanium dioxide specimens on plasmid
DNA, human cells and yeast cells exposed
to UVA/UVB simulated sunlight. J. Photo-
chem. Photobiol. 179, 200-212 (2006).
Dunford, R., Salinaro, A., Cai, L.. Serpone.
N.. Horikoshi, S., Hidaka, H. and Knowland,
J. Chemical oxidation and DNA damage ca-
talysed by inorganic sunscreen ingredients.
FEBS Lett. 418, 87-90(1997).

Anderson, C. and Bard, A.J. Improved pho-
tocatalytic activity and characterization of
mixed Ti0,/Si0, and TiO,/Al,0; materials.
J. Phys. Chem. B. 101, 2611-2616 (1997).
Karlsson, H.L., Cronholm, P., Gustafsson, .
and Moller, L. Copper oxide nanoparticles

© 2012 Society of Cosmetic Scientists and the Société Francaise de Cosmétologie
International Journal of Cosmetic Science, 35, 208-219



Commonly used UV filter toxicity: a review

E. Gilbert et al.

are highly toxic: a comparison between
metal oxide nanoparticles and carbon na-
notubes. Chem. Res. Toxicol. 21, 1726~
1732 (2008).

Wu, J., Liu, W., Xue, C. et al. Toxicity and
penetration of TIO2 nanoparticles in hair-
less mice and porcine skin after subchronic
dermal exposure. Toxicol. Letters. 191, 1-8
(2009).

Gupta, VK., Zatz, J.L. and Rerek, M. Percu-
taneous absorption of sunscreens through
micro-yucatan pig skin in vitro. Pharm.
Res. 16, 1602-1607 (1999).

Menzel, F., Reinert, T., Vogt, J. and Butz,
T. Investigations of percutancous uptake of
ultrafine TiO, particles at the high energy
ion nanoprobe LIPSION. Nucl. Ins. Meth.
Phys. Res., 219-220, 82-86 (2004).

Li, S.Q.. Zhu, R.R., Zhu, H., Xue, M., Sun,
X.Y.. Yao. $.D. and Wang, S.L. Nanotoxicity
of TiO, nanoparticles to erythrocyte in vitro,

107.

103.

108.

104.

109,

105.

110.

106.

Food  Chem.
(2008).
Ghosh, M., Bandyopadhyay, M. and Muk-
herjee, A. Genotoxicity of titanium dioxide
(Ti0;) nanoparticles at two trophic levels:
plant and human lymphocytes. Chemo-
sphere 81, 12531262 (2010).

Gopee, N.V., Roberts, D.W.. Webb, P. et al.
Migration of intradermally injected quan-
tum dots to sentinel organs in mice. Toxi-
col. Sci. 98. 248-257 (2007).

Theogaraj. E., Riley, S.. Hughes, L.. Maier,
M. and Kirkland, D. An investigation of
the photo-clastogenic potential of ultrafine
titanium dioxide. Mut. Res. 634, 205-219
(2007).

Jing, L. Xu, Z, Sun, X., Shang, J. and
Cai, W. The surface properties and
photocatalytic activities of ZnQ ultrafine
particles. Appl. Surf. Sci. 180, 308-314
(2001).

Toxicol. 46, 3626-3631

© 2012 Society of Cosmetic Scientists and the Société Frangaise de Cosmétologie

International Journal of Cosmetic Science, 35, 208-219

111.

113.

114.

Serpone, N., Maruthamuthu, P., Pichat, P..
Pelizzetti, E. and Hidaka, H.J. Exploiting
the interparticle electron transfer process
in the photocatalysed oxidation of phenol,
2-chlorophenol  and  pentachlorophenol:
chemical evidence for electron and hole
transfer between coupled semiconductors.
Photochem. Photobiol. 85, 247-255 (1995).

. Migdal, C., Rahal, R., Rubod, A. et al. In-

ternalisation of hybrid titanium dioxide/
para-amino benzoic acid nanoparticles in
human dendritic cells did not induce toxic-
ity and changes in their functions. Toxicol.
Lett. 199, 34-42 (2010).

United States national library of medicine:
ChemIDplus Lite. http://chem.sis.nlm.nih.
gov/chemidplus/chemidlite.jsp.

Barel, A.0., Paye, M. and Maibach, H.IL
Handbook of Cosmetic Science and Technology.
(3rd ed). Informa healthcare, New York,
London (2009).

219



Chapitre lll:

Encapsulation de filtres UV inorganiques dans des
particules et des capsules lipidiques submicroniques

38



89



Chapitre I1I: Encapsulation de filtres UV inorganiques dans des particules et des capsules lipidiques submicroniques

A- Introduction:

1- Définition et intérét des particules et capsules lipidiques submicronigues en

cosmétologie et en pharmacie pour application topique:

Par définition, une nanoparticule est une particule dont la taille se situe entre 1 et 100 nm
[132]. Cependant, les particules lipidiques submicroniques dont la taille se situe entre 50 et
500 nm sont communément appelées nanoparticules lipidiques [133].

Les nanoparticules lipidiques sont des nanosphéres dont la matrice est constituée de lipides.
Les nanoparticules lipidiques solides (SLN de I’anglais ‘solid lipid nanoparticle’) ont une
matrice lipidique constituée par des composés lipidiques solides a température ambiante. Ce
peut-étre des glycérides de haut point de fusion (supérieur a la température ambiante) ou
des cires [134, 135]. Les transporteurs lipidiques nanostructurés (NLC de [Ianglais
‘nanostructured lipid carrier’) représentent la seconde génération plus élaborée des SLN.
Leur cceur est composé d'un mélange de composés lipidiques solides et liquides a
température ambiante. L’association de composés lipidiques solides et liquides pour
constituer le coeur de ces sphéres lipidiques permet de solubiliser au mieux les principes
actifs (PA) lipophiles au sein du coeur lipidique des NLC en ralentissant les phénomeénes
d’expulsion moléculaire de I'actif. En effet, une matrice lipidique constituée uniquement par
une cire tend a expulser les molécules au cours du temps en se recristallisant (Figure 16).
L'ajout d’un lipide liquide a I'état liquide a température ambiante dans la matrice de lipides
solides permet de ralentir ce phénomene de recristallisation et donc de maintenir plus
longtemps le PA dans le coeur de la sphére lipidique (Figure 17). La matrice lipidique des SLN
et des NLC est entourée par un ou plusieurs agents tensioactifs qui permettent la suspension
des spheres lipidiques dans une phase dispersante aqueuse.

Les nanocapsules lipidiques (NC) sont des sphéeres lipidiques submicroniques dont le cceur
comprend un polymére hydrophobe constituant une capsule. La majorité des nanocapsules
lipidiques développées ont une matrice lipidique huileuse [136]. Les transporteurs lipidiques
polymériques nanostructurés (NPLC de I'anglais ‘nanostructured polymeric lipid carrier’)
constituent une structure hybride entre un NLC et une NC. En effet, les NPLC posseédent une
matrice lipidique solide / liquide (similaire a celle des NLC) qui comprend un polymeére
hydrophobe (similaire a celui des NC). La Figure 18 présente la structure schématique des
SLN, des NLC, des NPLC et des NC.

Les nanoparticules et nanocapsules lipidiques sont étudiées en pharmacie pour délivrer des
PA lipophiles par voie parentérale [137, 138], pulmonaire [139, 140], orale [141, 142],
rectale [143], ophtalmique [144] et topique [145, 146, 147]. Ces nanostructures, et plus
particuliérent les nanocapsules lipidiques, permettent (i) de protéger le PA emprisonné des
phénomenes de photo-dégradation, (ii) de controler sa libération, (iii) d’augmenter sa
biodisponibilité et (iv) de cibler le site d’action [148, 149, 150]. En cosmétique, elles sont
étudiées pour améliorer la distribution des actifs au niveau du site d’intérét, et
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principalement au niveau des différentes couches cutanées [151]. Au laboratoire, une étude
a mis en évidence l'intérét des nanocapsules lipidiques pour formuler un antiseptique, la
chlorhexidine en améliorant son efficacité anti-microbienne a la surface de la peau [152].
L'article concernant cette étude est présenté en Annexe 3.

Les NC sont plus efficaces que les SLN et les NLC pour controler la libération des PA dans le
temps grace a leur capsule polymérique [153]. Il existe plusieurs polyméres hydrophobes
pouvant étre utilisés pour constituer la capsule des NC. Le choix du polymeére va déterminer
les propriétés de libération du principe actif dans le temps.

Les nanoparticules et nanocapsules lipidiques peuvent améliorer I'efficacité du PA formulé
et notamment celui des filtres UV [151-156]. En effet, ces nanostructures lipidiques peuvent
agir a la fois comme des filtres UV inorganiques de par leur structure et également comme
des filtres UV organiques en fonction de la composition de leur matrice lipidique
[152, 154, 156]. Plusieurs études ont montré que la formulation de filtres UV (organiques
et/ou inorganiques) au sein de ces nanostructures permettait d’améliorer le FPS [152-157].

a)

Phase aqueuse Enveloppe de tensioactif(s)

Chaines d’acides gras constituant
la matrice lipidique du SLN

Molécule dispersée entre les chaines
d’acides gras dont la structure cristalline
présente des imperfections

b)
Phase agueuse / Enveloppe de tensioactif(s)

Reformation d’un réseau cristallin parfait

° °
o . .
° o o_a/o’ Expulsion des molécules de la structure
o o eoa: .
%g ¢ au cours de la recristallisation de sa matrice
° ° lipidique

Figure 16 : Représentation schématique d’une nanosphere lipidique solide en suspension
dans une phase dispersante aqueuse chargée en molécules (a).

lllustration du phénomeéne d’expulsion des molécules de la matrice lipidique de la SLN au
cours du remaniement du réseau lipidique cristallin de sa matrice (b).
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Phase aqueuse

Enveloppe de tensioactif(s)

Mixture de lipides solides et liquides

Molécule dispersée dans les
imperfections de la matrice lipidique

Figure 17 : Représentation schématique d’un NLC dont la matrice constituée d’un mélange
de lipides solides et liquides permet au principe actif de venir s’enchasser dans les
nombreuses imperfections.

Phase aqueuse Nanoparticuleslipidiques Phase aqueuse

Matrice lipidique solide
Matrice lipidique liquide

Tensioactifs

Nanoparticule lipidique solide Transporteur lipidique nanostructuré
(SLN) (NLC)

Nanocapsuleslipidiques Phase aqueuse

Phase aqueuse
= Polymeére amphiphile

Matrice lipidique solide
Matrice lipidique liquide ~——+F

Polymeére hydrophobe
(capsule)

Tensioactifs

Transporteur lipidique polymérique nanostructuré Nanocapsule
(NPLC) (NC)

Figure 18 : Représentation schématique d’une SLN, d’un NLC, d’'un NPLC et d’une NC.

Le choix des constituants des nanoparticules et nanocapsules lipidiques est le principal
facteur influencant leur comportement au niveau de la peau [158]. Actuellement, un
challenge vise a élaborer des écrans solaires conférant une photoprotection large dans le
spectre UV (étendue dans le domaine UVA), montrant un FPS élevé tout en contenant la plus
faible concentration en filtres UV possible. De plus, I'écran solaire doit avoir des propriétés
cosmétiques agréables pour les utilisateurs. Les nanoparticules et nanocapsules lipidiques
semblent étre prometteuses dans ce domaine.
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2- Intérét de I'’encapsulation des filtres UV inorganiques:

Les filtres UV inorganiques sont les filtres UV les plus efficaces. Cependant, ils sont
particulierement difficiles a formuler. En effet, lorsque les filtres UV inorganiques sont
incorporés a hautes concentrations dans les écrans solaires, ces formulations deviennent
pateuses, difficiles a étaler et elles ont tendance a laisser des traces blanches inesthétiques
sur la peau a l'application ce qui ne motive pas le consommateur a réappliquer son écran
solaire de maniére réguliere. Afin de limiter l'effet blanc inesthétique des filtres UV
inorganiques sur la peau, les formulateurs utilisent ces minéraux sous forme de
nanoparticules (i.e. < 100 nm). Les nanoparticules et nanocapsules lipidiques sont des
transporteurs intéressants pour formuler les filtres UV inorganiques puisqu’ils permettraient
de diminuer la concentration en filtres UV utilisée tout en conférant une haute photo-
protection [152, 154, 156, 157]. L'incorporation de plus faibles concentrations en particules
minérales dans les écrans solaires permettrait de formuler des écrans solaires plus agréables
a utiliser et plus faciles a étaler. De plus, compte tenu des différentes études montrant le
potentiel toxique des nanoparticules minérales sur les cellules cutanées nucléées,
I'encapsulation de ces nanoparticules permettraient d’assurer leur maintien a la surface de
la peau [159, 160].

3- Formulation de suspensions de NLC et de NPLC pour encapsuler des filtres UV
inorganiques:

L'incorporation de nanoparticules minérales dans des nanostructures lipidiques peut étre
facilitée selon I’'enrobage des particules minérales. En effet, un enrobage procurant des
propriétés hydrophobes a ces particules permet de mieux les disperser au sein de matrices
lipidiques. Il existe actuellement une polémique concernant I’habilité des nanoparticules a
traverser la barriere cutanée [159, 160] Leur emprisonnement dans des structures
supérieures a 100 nm pourrait inhiber, s’il existe, cet éventuelle pénétration cutanée. De
plus, il a également été montré que les nanoparticules lipidiques posseédent des propriétés
anti-UV propres a leur structure [155-157, 161, 162]. Ces propriétés permettraient d’obtenir
une haute protection anti-UV avec une concentration en filtres UV inorganiques plus faible
gue celle contenue dans les écrans solaires classiques [149].

Ces travaux ont été réalisés en partenariat avec l'entreprise Polaar SAS qui souhaite
développer un écran solaire qui soit le plus respectueux possible pour la peau et donc
formulé uniquement avec des filtres UV inorganiques. En Europe, seul le TiO, est listé en
tant que filtre UV inorganique. L’écran solaire formulé doit pouvoir étre décliné en FPS 30 et
50 et répondre a des critéeres esthétiques acceptables et notamment étre plus agréable a
utiliser que les formulations d’écrans solaires actuelles contenant uniquement des filtres UV
minéraux (e.g. formulations dites « bio »). Les technologies visant a emprisonner les filtres
UV sont donc particulierement intéressantes pour ce projet.
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Dans cette étude, I'efficacité des NLC et des NPLC pour formuler un filtre UV inorganique
(le TiO,) a été comparée. Ces travaux ont permis de développer des suspensions de NPLC
encapsulant des filtres UV inorganiques en réduisant drastiquement la concentration en
filtres UV habituellement utilisée pour obtenir des écrans solaires de FPS 30 et 50. Ces
suspensions de NPLC ont été brevetées [163]. Le brevet les concernant a été inséré a la fin
de ce chapitre. Cette étude a également permis de développer des émulsions solaires de FPS
30 et 50 a base de suspensions de NPLC en divisant au minimum par deux les concentrations
en filtres UV inorganiques habituellement utilisées pour atteindre ces FPS. Un lot pilote de
25 kg d’émulsion solaire a été réalisé en prévision sa commercialisation.

B- Etude de I'’encapsulation de filtres UV inorganiques dans des particules et
des capsules lipidiques submicroniques pour formuler un écran solaire:

1- Matériels et méthodes:

a) Matériels:

Le Tableau 7 présente les différents composés utilisés pour formuler les suspensions de NLC
et de NPLC ainsi que les émulsions solaires classiques et les émulsions a base de suspensions
de NPLC. Le nom INCI ainsi que le role de chacun de ces constituants sont également décrits
dans ce tableau.

La cire de carnauba a été choisie pour constituer la matrice lipidique solide des NLC et des
NPLC (Figure 18) pour son point de fusion élevé (i.e. 80°C) ainsi que pour sa teneur naturelle
en cinnamates, filtres UV organiques.

L’huile d’'amande douce a été utilisée comme phase huileuse des émulsions classiques qui
ont servi de témoin dans cette étude. Cette huile n"apporte aucun effet photo-protecteur
dans le domaine UV.

L’acide oléique a été choisi pour constituer la matrice lipidique liquide des NLC et des NPLC
(Figure 18) pour ses propriétés solubilisantes des actifs lipophiles. Il a également été utilisé
pour disperser les nanoparticules de TiO, au sein de la phase lipidigue des émulsions
classiques (i.e. ne comprenant pas de suspensions de nanoparticules lipidiques) qui ont servi
de témoin dans cette étude.

La poly-e-caprolactone (PCL) a été choisi comme polymeére hydrophobe pour constituer une
membrane polymérique rigide autour de la matrice lipidique des NPLC (Figure 18). Ce
polymere biodégradable est couramment employé pour formuler des suspensions de NC.

Les dispersions lipidiques de nanoparticules de TiO,, utilisées dans cette étude,
comprennent des nanoparticules de TiO, enrobées d’alumine (oxyde d’aluminium, Al,03) qui
permet d’inhiber leur potentiel photocatalytique pouvant engendrer des dommages
cellulaires cutanés. La présence d’acide stéarique, d’acide polyhydroxystéarique et de
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triethoxycaprylylsilane permet de faciliter la dispersion des nanoparticules de TiO, dans une
phase lipidique.

La dispersion lipidique B, contenant une concentration plus importante en nanoparticules de
TiO,, a été développée par le fournisseur au cours de cette étude. La premiére partie de
cette étude utilise donc la dispersion lipidique de nanoparticules de TiO, A avant de
privilégier la dispersion lipidique B dans le reste de I'étude.

Le couple de tensio-actifs comprenant le Montane 80® (tensio-actif de HLB 4,3) et le
Montanox 20® (tensio-actif de HLB 16,7) a été utilisé pour disperser au mieux les NLC et les
NPLC dans leur phase dispersante aqueuse de par leur complémentarité. Le mélange de ces
deux tensio-actifs a permis de formuler les suspensions de NLC et de NPLC en respectant le
HLB, de leur phase lipidique.

Le Sepineo P600® est I'émulsionnant qui a été utilisé pour formuler les émulsions témoins
(i.e. ne comprenant pas de suspensions de nanoparticules lipidiques) de cette étude.

Les particules de CeO, ont été choisies comme filtre UV inorganique complémentaire au
TiO,. En effet, des études montrent que le TiO; et le CeO, agiraient en synergie pour filtrer le
rayonnement UV [164].

L’huile de Karanja a été utilisée pour sa teneur naturelle en karanjin et en pongamol qui sont
des composés organiques ayant la capacité de filtrer les rayonnements UVB et UVA.

La glycérine a été incorporée dans la phase aqueuse des émulsions utilisées comme témoins
dans cette étude afin de faciliter I’étalement des émulsions au cours de I'évaluation in vitro
de leur FPS.

L'eau déminéralisée a été utilisée comme phase dispersante aqueuse des NLC et des NPLC.
Elle a également été utilisée comme constituant de la phase aqueuse des émulsions
formulées dans cette étude.

Un ensemble de composés entrant dans la composition des émulsions solaires a base de
suspensions de nanoparticules lipidiques a également été utilisé. Cet ensemble de composés
comprend notamment une fragrance, un conservateur et un émulsionnant. Cependant, pour
des raisons de confidentialité, ces composés ne seront pas décrits.

b) Formulation des suspensions de NLC et de NPLC ainsi que des émulsions
solaires:

La composition des suspensions de NLC et de NPLC formulées dans cette étude est décrite
dans le Tableau 8. Les suspensions de NPLC comportent les mémes constituants que les
suspensions de NLC en intégrant en plus la PCL dans leur phase lipidique. Les modes
opératoires de formulation des suspensions de NPLC et de NLC sont respectivement
présentés sur les Figures 19 et 20.

Brievement, les phases lipidiques des suspensions de NLC et de NPLC ont été chauffées a
85°C sous agitation mécanique pendant trente minutes. Les phases aqueuses ont été
chauffées a la méme température avant d’étre ajoutées dans les phases lipidiques sous
agitation mécanique. Aprés un temps d’homogénéisation de trois minutes, les suspensions
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de NLC ont été homogénéisées ultrasoniquement pendant dix minutes avant d’étre
refroidies a 25°C sous agitation magnétique. Les suspensions de NPLC ont été refroidies a
25°C sous agitation mécanique sans étape d’homogénéisation ultrasonique. Les suspensions
de NLC et de NPLC ont été formulées avec une masse finale de 100 g a I'exception des lots
pilotes de 12 kg de suspensions de NPLC (Suspensions #13 et #14) préparés a I'échelle
industrielle selon le méme mode opératoire.

Le Tableau 9 décrit la composition des émulsions solaires H/E classiques (i.e. ne comprenant
pas de suspensions de nanoparticules lipidiques) utilisées comme témoins pour I'étude
comparative du pouvoir photo-protecteur dans le domaine UV des suspensions de NLC et de
NPLC. Ces émulsions (Emulsions #1 a #8) ont été formulées de la maniere suivante : la phase
lipidique contenant I'’émulsionnant a été chauffée a 75°C sous agitation mécanique a 300
tours par minute (Tr/min). Aprés un temps d’homogénéisation mécanique de 30 minutes, la
phase aqueuse a été chauffée a 75°C sous agitation magnétique a 500 rotations par minute
(rpm) avant d’étre ajoutée a la phase grasse sous agitation mécanique a 500 Tr/min.
L'émulsion a ensuite été refroidie a 25°C sous agitation mécanique. Les émulsions ont été
formulées avec une masse finale de 100 g.

Le Tableau 10 décrit la composition des émulsions solaires formulées avec des suspensions
de NPLC, a I'exception de I'émulsion #10 qui est une émulsion témoin ne contenant pas de
suspension NPLC dans sa composition. Seuls les composés filtrants dans le domaine UV sont
mentionnés. En effet, pour des raisons de confidentialité, la composition exacte de ces
émulsions solaires n’est pas décrite. La formulation de ces émulsions solaires fait intervenir
plusieurs étapes. Le mode opératoire de formulation de ces émulsions est présenté sur la
Figure 21.

Brievement, la phase A de I'’émulsion est chauffée a 45°C sous agitation mécanique et est
laissée homogénéiser ainsi pendant quinze minutes. La Phase A est ensuite chauffée a 75°C.
La phase B est ajoutée a la phase A et le mélange est laissé homogénéiser a 75°C pendant dix
minutes avant d’étre refroidi a 45°C. La phase C est ajoutée au mélange A-B sous agitation
mécanique et le mélange est laissé homogénéiser pendant dix minutes a 45°C. La Phase D
qui comprend des suspensions de NPLC est ajoutée au mélange A-B-C sous agitation
mécanique. Le mélange A-B-C-D est laissé homogénéiser a 45°C pendant quinze minutes
avant d’étre refroidi a 40°C. La phase E est ajoutée au mélange. Le mélange A-B-C-D-E est
laissé homogénéiser mécaniquement a 40°C pendant dix minutes avant d’étre refroidi a
30°C. La phase F de I’émulsion est ajoutée dans le mélange. Le mélange A-B-C-D-E-F est
homogénéisé mécaniquement a 30°C pendant cing minutes avant d’étre refroidi a 25°C. Les
émulsions ont été formulées avec une masse finale de 100 g a I'exception du lot pilote de
25 kg d’émulsion (Emulsion #13) préparé a I'échelle industrielle selon le méme mode
opératoire.

c) Analyse de la granulométrie et du potentiel Zeta des NLC et des NPLC:
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Le diametre hydrodynamigue moyen (Z-Ave), I'indice de polydispersité (Pdl) ainsi que le
potentiel Zeta ({) des NLC et des NPLC ont été déterminés selon les principes de diffusion
dynamique de la lumiere (DDL) et de I'électrophorése laser Doppler (ELD) respectivement
pour le Z-Ave et le Pdl et pour le potentiel {. Le Zetasizer nano ZS® (Malvern Instrument,
France) permet d’analyser des solutions colloidales de suspensions dont la taille des
particules se situe entre 0,6 nm et 6 um sous un angle de détection de 173° et une longueur
d’onde de 633 nm. Le potentiel { des particules lipidiques en suspension a été mesuré sous
une conductivité maximale de 200 mS.cm™. Les formulations ont préalablement été diluées
dans de I'eau déminéralisée avant les mesures. Les mesures ont été réalisées a 25°C £ 2°C
dans des cuves en polystyréne adaptées. Les valeurs de Z-Ave, de Pdl et de potentiel
correspondent a la moyenne plus ou moins I'écart-type de 10 mesures expérimentales.
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Chapitre I1I: Encapsulation de filtres UV inorganiques dans des particules et des capsules lipidiques submicroniques

Etape 1

Phase lipidique
Chauffage a 85°C + 2°C sous agitation
mécanique & 500 Tr/min pendant 30 minutes

Etape 2

Phase aqueuse

Chauffage 4 85°C + 2°C sous agitation
magnétique a 300 rpm

Etape 3

|

Ajout de la phase aqueuse dans la phase lipidique sous agitation
mécanique 500 Tr/min. Homogénéisation mécanique de 2 minutes.

Etape 4

|

Refroidissement & 25 °C + 2 °C sous agitation mécanique 500 Tr/min

Figure 19 : Représentation schématique du mode opératoire de formulation des suspensions de

NPLC.
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Etape 1 Etape 2
Phase lipidique Phase aqueuse
Chauffage a 85°C + 2°C sous agitation Chauffage & 85°C + 2°C sous agitation
mécanique a 500 Tr/min pendant 30 minutes magnétique a 300 rpm
—
o
o) OOO
Etape 3 o™~ O

Ajout de la phase aqueuse dans la phase lipidique sous agitation mécanique a 1000 Tr/min.
Homogénéisation mécanique de 2 minutes.

Etape 4

Homogénéisation ultrasonique pendant 10 minutes (25 000 Ws )

Etape 5

Refroidissement & 25 °C £ 2 °C sous agitation magnétique 500 Tr/min

Figure 20 : Représentation schématique du mode opératoire de formulation des suspensions de NLC.
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Etape 1 Etape 3
Phase A Phase B

Chauffage a 45°C  2°C sous agitation mécanique a 300 Tr/min pendant 10 Incorporée dans |a phase A sous agitation mécanique a 300 Tr/min
minutes

Etape 2 ¢

Phase A
Chauffage a 75°C £ 2°C sous agitation mécanique a 300 Tr/min pendant

10 minutes

b
=

Homogénéisation mécanique 3 75°C des phases A et B pendant 10 minutes puis refroidissement
a45°C

Etape 5 i

Phase C
Ajoutée dans le mélange A-B 3 45°C sous agitation mécanique a —_—

300 Tr/min Homogénéisation mécanique de 10 minutes

il

Etape 6

Phase D (Suspensions de NPLC)
Ajoutée dans le mélange A-B-C 4 45°C sous agitation mécanique a 300
ﬁ

al

Tr/min Homogénéisation mécanique de 15 minutes puis
refroidissement & 40°C

Etape 7

Phase E
Ajoutée dans le mélange A-B-C-D a 40°C sous agitation mécanique 3 3

[0

300 Tr/min Homogénéisation mécanique de 10 minutes puis
refroidissement a 30°C

L0

Etape 8

a 300 Tr/min Homogénéisation mécanique de 5 minutes

Phase F
Ajoutée dans le mélange A-B-C-D-E a 30°C sous agitation mécanique — @

Etape 9

| Refroidissement de I'‘émulsion 4 25°C sous agitation mécanique a 300 Tr/min avant conditionnement |

Figure 21 : Représentation schématique du mode opératoire de formulation des émulsions
solaires intégrant des nanoparticules lipidiques dans leur composition.
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Chapitre I1I: Encapsulation de filtres UV inorganiques dans des particules et des capsules lipidiques submicroniques

d) Evaluation du FPS, du FPUVA et de la A. des formulations étudiées:

Le pouvoir filtrant dans le domaine UV des suspensions de NLC et de NPLC ainsi que des
émulsions a été caractérisé en mesurant la transmittance UV a travers des plaques en
PMAM recouvertes de la formulation a caractériser. Cette analyse a été réalisée a I'aide d’un
spectrophotométre comprenant une sphere d’intégration : le Labsphere® UV 2000 S. Les
plagues en PMAM de dimensions 5 x 5 x 0,3 cm, ont été recouvertes de formulation,
appliquée en multiple gouttelettes, en respectant une quantité pesée de 1,3 mg.cm™. La
formulation a ensuite été étalée sur la plaque de PMAM en un film uniforme. Les plaques
ont ensuite été stockées a 'obscurité pendant au minimum 15 minutes avant mesure. La
transmittance UV a travers les plaques de PMAM a été mesurée entre 290 et 400 nm selon
un intervalle de mesure de 1 nm. Une plague PMAM recouverte de glycérine a été utilisée
comme blanc afin de calibrer le spectrophotometre. Pour chaque formulation testée, trois
plagues de PMAM ont été préparées et la transmittance UV a travers ces plaques a été
mesurée sur six localisations différentes.

Le FPS des formulations testées a été déterminé selon I’équation (11). Le FPUVA ainsi que la
Ac des formulations ont été déterminés respectivement selon les équations (12) et (13). Les
valeurs de FPS et de A, correspondent a la moyenne, plus ou moins I'écart-type, de 18
mesures expérimentales tandis que les valeurs de FPUVA correspondent a la moyenne plus
ou moins I'écart-type, de 6 mesures expérimentales.

400 400
f290 E)l's)\'d)\ fzzo E)l's)\'d)\

FPS = — (Eq. 11) FPUVA = ——— (Eq. 12)
f290 E). S f320 Ej. S

Avec :

Ex: spectre d’action érythémal de la longueur d’onde A
Sx: irradiance spectrale de la longueur d’onde A
Ty: transmittance spectrale de la longueur d’'onde A

dy: variable d’intégration.

Ac 400

] g [T(l)\)] dA = 0,9x j Ig [TO\)] d (Eq. 13)
290 250
Avec:

Tx: transmittance spectrale de la longueur d’onde A

d;\: domaine d’intégration
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Les propriétés filtrantes dans le domaine UV de I'huile de Karanja ont également été
étudiées selon le méme protocole mais en étalant une quantité de 0,72 mg.cm™ d’huile sur
les plagues de PMAM.

e) Etude de la stabilité des suspensions de nanoparticules lipidiques:

Les émulsions ainsi que les suspensions de NLC et de NPLC #1, #2, #3, #4, #5, #7 formulées
respectivement avec 0, 2, 4, 6, 8 et 10 % de nanoparticules de TiO, ont été placées dans une
enceinte climatique a 50°C et 75 % d’humidité relative (HR) pendant un mois. Le FPS, le
FPUVA ainsi que la A; de ces émulsions et suspensions ont été déterminés le jour de leur
formulation puis quatre semaines aprés avoir été stockées en enceinte climatique.

Dans une autre étude, les variations du Z-Ave, du potentiel ¢ ainsi que du FPS de deux
suspensions de NPLC formulées avec du TiO, et du CeO, (Suspensions #9 et #10) ont été
suivies a température ambiante pendant dix-huits mois. Les mesures concernant le Z-Ave
des NLC et des NPLC ainsi que leur potentiel { ont été réalisées le jour de la formulation des
deux suspensions puis aprés 2,4, 7,9, 11, 21, 28, 70, 101 jours et aprés 6 et 18 mois passés a
température ambiante (i.e. 25°C + 2°C). Le FPS des deux suspensions a été évalué le jour de
leur formulation puis aprés 18 mois passés a température ambiante.

f) Evaluation du facteur de protection solaire in vivo des formulations:

Le FPS de deux suspensions de NLC et de NPLC (Suspensions #8) et d’'une émulsion solaire a
base de NPLC (Emulsion #9) a été évalué in vivo sur dix individus par la société Idéa et
comparé aux valeurs obtenues in vitro. La valeur de la DEM de chaque individu a été
déterminée en irradiant plusieurs zones délimitées sur le dos de chaque volontaire avec des
doses croissantes de rayonnement UVB. 2 mg.cm™ de chacune des formulations testées ont
été étalées sur des zones cutanées délimitées sur le dos des volontaires. La DEM de chaque
individu a de nouveau été déterminée au niveau de ces zones. Le FPS obtenu correspond au
rapport entre la DEM évaluée apres application des formulations étudiées et la DEM évaluée
sur peau dénuée de photo-protection. Les résultats correspondent a la moyenne plus ou
moins |'écart-type de 10 mesures expérimentales.

g) Comparaison de I’effet blanc a I’étalement d’une émulsion solaire
formulée avec des suspensions de NPLC par rapport a trois écrans
solaires minéraux commercialisés:

Une quantité identique de trois écrans solaires minéraux commercialisés, affichant un FPS
de 50, a été appliquée sur la partie interne de I'avant bras d’un individu de phototype Ill. La
méme quantité d’émulsion solaire de FPS 50 formulée avec des suspensions de NLC et de
NPLC (Emulsion #12) a été appliquée sur l'individu. Apres étalement, I'effet blanc des
formulations appliquées a pu étre observé macroscopiquement.
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h) Analyse statistique des résultats:

Les résultats obtenus expérimentalement ont été analysés en utilisant les logiciels Excel® et
Kaleidagraph. Le test de Wilcoxon-Mann-Whitney a été utilisé pour mettre en évidence les
différences significatives entre les différentes données obtenues expérimentalement avec
une probabilité < 0,05 fixée comme seuil de significativité.

2- Résultats et discussion:

Deux types de transporteurs lipidiques ont été étudiés pour formuler des nanoparticules de
TiO, : les NLC et les NPLC. La composition de ces transporteurs lipidiques ne differe que par
la présence de PCL dans la matrice lipidique des NPLC (Figure 18). Une émulsion de type
huile dans eau a été utilisée comme témoin afin de mettre en évidence l'intérét des
suspensions de NLC et de NPLC pour augmenter le pouvoir filtrant des nanoparticules de
TiO, (potentiel booster sur le FPS). Des concentrations croissantes en TiO, (de 0 % a 12,3 %)
ont été formulées dans des suspensions de NLC, des suspensions de NPLC et des émulsions
(Tableaux 8 et 9).

Les résultats concernant I'analyse granulométrique (Z-Ave et Pdl) ainsi que la charge
électrostatique (potentiel {) des NLC et NPLC sont regroupés dans le Tableau 11. Le Z-Ave
des NLC et des NPLC est inférieur a 500 nm quelle que soit la concentration en TiO,
incorporée. Les Pdl mesurés sont tous compris entre 0,07 et 0,7 ce qui indique une
polydispersion. Les NLC et NPLC ont un potentiel ¢ négatif supérieur a | 30 mV | indicatif
d’une bonne stabilité des suspensions dans le temps puisqu’avec une telle charge, les
particules en suspension sont moins susceptibles de s’agréger entre elles [165].

Les FPS obtenus avec les suspensions de NLC et de NPLC sont tous significativement
supérieurs a ceux obtenus avec les émulsions témoins H/E et ce pour une méme
concentration en TiO, (Tableau 12). Les émulsions témoins montrent des FPS corrélés avec
les données du fournisseur de la dispersion lipidique de TiO, [166]. En effet, d’aprés ces
données, 'incorporation de 1 % de nanoparticules de TiO, de 15 nm, dispersées dans leur
mélange lipidique, dans une émulsion H/E donne un FPS entre 2,5 et 3. Le FPS théorique des
formulations a donc été calculé en considérant qu’ 1 % de nanoparticules de TiO, donne 2,75
points FPS correspondant a la valeur moyenne se situant entre 2,5 et 3. Les suspensions de
NLC et de NPLC semblent donc augmenter le pouvoir filtrant dans le domaine UVB du TiO,.
En effet, le FPS des suspensions de NLC et de NPLC est supérieur au FPS théorique et ce pour
chacune des concentrations en TiO, étudiées. Les suspensions de NLC et de NPLC montrent
des FPUVA significativement supérieurs a ceux obtenus avec les émulsions H/E.
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Tableau 11 : Z-Ave, Pd! et potentiel { des NLC et des NPLC formulés avec différentes concentrations en
TiO,. Les valeurs de Z-Ave, de Pdl et de potentiel { correspondent a la moyenne plus ou moins
I'écart-type de 10 mesures expérimentales.

Concentration en

Suspensions Ti0, (% m/m) Z-Ave (nm) Pdi Potentiel { (mV)
Suspensions de NLC

NLC #1 0,0 163+1° 0,194 + 0,013° -33,4+1,70°
NLC #2 2,0 265 + 33° 0,441 + 0,074° -33,8+3,30°
NLC #3 4,0 150+ 4 0,503 0,051 -30,4+1,20°
NLC #4 6,0 158 + 20° 0,409 * 0,046° -36,1+1,10°
NLC #5 8,0 130+ 3 0,356 + 0,026 -31,4+1,50°
NLC #6 9,0 145 + 2° 0,226 + 0,026° -34,1+1,20°
NLC #7 10,0 170+ 11° 0,478 + 0,064 -40,6 £ 1,50°
NLC #8 12,3 206 + 12° 0,539 % 0,030° -41,1+2,10°
Suspensions de NPLC

NPLC #1 0,0 116 + 17 0,158 + 0,012" -31,7 £2,00"
NPLC #2 2,0 181 + 8" 0,483 + 0,042" - 38,5 + 6,00"
NPLC #3 4,0 170 £ 52 0,496 + 0,076 -39,3+£2,10"
NPLC #4 6,0 201+ 7" 0,565 + 0,054" -41,0 + 3,10"
NPLC #5 8,0 152+3 0,502 + 0,025 - 35,3 +£0,90"
NPLC #6 9,0 154 + 6" 0,320 + 0,061" -37,5+1,50"
NPLC #7 10,0 159 + 4° 0,410 + 0,046 -37,6 +1,50"
NPLC #8 12,3 135+ 1" 0,171 +0,018" -30,4 +1,20"

* Significativement différent de la suspension de NLC formulée avec la méme concentration en TiO,
(p £0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney).

5 Significativement différent de la suspension de NPLC formulée avec la méme concentration en TiO,
(p £0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
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Chapitre I1I: Encapsulation de filtres UV inorganiques dans des particules et des capsules lipidiques submicroniques

Les suspensions de NLC et de NPLC ne contenant pas de TiO, (Suspensions #1) ont un FPS de
3 contrairement a celui de I'’émulsion formulée sans TiO, (Emulsion #1) qui est de 1. Une
formulation montrant un FPS de 1 n’apporte aucune photo-protection cutanée. La structure
physique des NLC et des NPLC ainsi que les constituants de leur matrice lipidique pourraient
leur conférer des propriétés filtrantes dans le domaine UV [152, 154, 156]. La cire de
carnauba, qui contient des cinnamates et la PCL qui a une structure cristalline sont les deux
constituants susceptibles de filtrer le rayonnement UV.

Jusgu’a une concentration en TiO, de 9 %, le FPS des suspensions de NLC et de NPLC ne
différe pas significativement et elles présentent donc la méme capacité a augmenter le FPS
(Suspensions #1 a #6). A partir de 10 % de TiO,, les suspensions de NPLC ont un FPS
significativement supérieur a celui des suspensions de NLC (Suspensions #7). Les NPLC
présentent donc un potentiel booster sur le FPS qui est plus important que celui des NLC
(Figure 22). Avec une concentration en nanoparticules de TiO, de 10 % (Suspensions #7), un
FPS de 51,0 + 3 est obtenu avec la suspension de NPLC alors qu’a concentration égale en
TiO,, la suspension de NLC a un FPS de 48 + 3. La différence entre le FPS des suspensions de
NLC et de NPLC est encore plus nette avec une concentration en TiO, de 12,3 % (Suspensions
#8). En effet, le FPS de la suspension de NLC est de 51,9 + 3,3 tandis que celui de la
suspension de NPLC est de 59,5 + 3,8. Les suspensions de NPLC semblent donc plus
intéressantes pour atteindre de hauts FPS avec de faibles concentrations en TiO,. De plus, le
FPUVA des suspensions de NPLC a tendance a étre supérieur a celui des NLC.

Selon la reglementation européenne, un écran solaire doit avoir un FPUVA d’au moins le
tiers du FPS ainsi qu’une A d’au moins 370 nm pour pour garantir une photo-protection
large spectre étendue dans le domaine UVA. [33]. Les émulsions et les suspensions ont
toutes des FPUVA ainsi que des A. inférieurs aux valeurs minimales requises pour
revendiquer la valeur du FPS qui a été évaluée.

La stabilité du FPS des émulsions témoins, des suspensions de NLC et des suspensions de
NPLC formulées avec 0, 2, 4, 6, 8 et 10 % de TiO, (formulations #1, #2, #3, #4, #5 et #7) dans
le temps a été étudiée en conditions de vieillissement accéléré en placant les formulations
dans une enceinte climatique a 50°C sous une HR de 75 % pendant 1 mois. Le FPS des
émulsions et des suspensions de NPLC ne varie pas significativement au cours du temps
passé dans I'enceinte climatique (Figures 23 et 25). Cependant, le FPS obtenu avec les
suspensions de NLC formulées avec 4, 6, 8 et 10 % de TiO, (Suspensions #1, #2, #3, #4, #5 et
#7) chute significativement au cours du temps passé a 50°C et 75 % d’HR (Figure 24). Apres
guatre semaines de vieillissement acccéléré, le FPS de ces suspensions de NLC chute de plus
de 5 % de sa valeur initiale et jusqu’a 32 % pour la suspension de NLC formulée avec 8 % de
TiO,. Il se pourrait que les NLC subissent des modifications au sein de leur structure
modifiant les interactions entre elles et les nanoparticules de TiO, ce qui conduit a la perte
du pouvoir booster des NLC sur le FPS. Les NPLC ne semblent pas subir ces mémes
modifications structurales qui pourraient expliquer la chute du FPS au cours du temps. Des
études mentionnent que les particules de TiO, ont la capacité de s’associer a la PCL via des
interactions de Van der Waals [167]. L'interaction PCL-TiO, pourrait expliquer la plus grande
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stabilité des suspensions de NPLC contrairement a celle des suspensions de NLC exemptes
de PCL. De plus, une étude a révélé que la PCL permettait une meilleure dispersion des
particules de TiO, [167]. La bonne dispersion des nanoparticules de TiO, dans la membrane
de PCL pourrait leur permettre de mieux réfléter le rayonnement UV incident.

—+—Suspension de NPLC
—B-Suspension de NLC

Emulsion

FPS évalué in vitro

0 T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Concentration en TiO, (%)

Figure 22 : Evolution du FPS en fonction de la concentration en TiO, formulée dans une émulsion,
une suspension de NLC et une suspension de NPLC. Chaque point correspond a la moyenne plus ou
moins I'écart-type de 18 mesures expérimentales.

—o— Immédiatement aprés formulation

—m Apreés 4 semaines a 50°C et 75 % HR

FPS évalué in vitro

0 T T L] T L] T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Concentration en TiO, (%)

Figure 23 : Evolution du FPS en conditions de vieillissement accéléré d'une émulsion formulée avec
différentes concentrations en nanoparticules de TiO,. Chaque point correspond a la moyenne plus ou
moins I'écart-type de 18 mesures expérimentales.
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—e—Immédiatement aprés formulation

—m Aprés 4 semaines a 50°C et 75 % HR
60 o

FPS évalué in vitro

0 4 T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4q 5 6 7 8 9 10 11
Concentration en TiO, (%)

Figure 24 : Evolution du FPS en conditions de vieillissement accéléré d'une suspension de NLC
formulée avec différentes concentrations en nanoparticules de TiO,. Chaque point correspond a la
moyenne plus ou moins I'écart-type de 18 mesures expérimentales.

—+—Immeédiatement apres formulation

—® Aprés 4 semaines a 50°C et 75 % HR
60 A

FPS évalué in vitro

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Concentration en TiO, (%)

Figure 25 : Evolution du FPSe en conditions de vieillissement accéléré d'une suspension de NPLC
formulée avec différentes concentrations en nanoparticules de TiO,. Chaque point correspond a
la moyenne plus ou moins I'écart-type de 18 mesures expérimentales.

Le FPS des suspensions de NLC et de NPLC contenant 12,3 % de TiO, (Suspensions #8) a été
évalué in vivo. Les résultats sont reportés sur la Figure 26. Le FPS de la suspension de NLC
évalué in vitro est de 51,9 * 3,3 tandis qu’in vivo, la méme suspension montre un FPS de
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35,9 + 6,9 différant significativement de la valeur du FPS évalué in vitro. Le FPS de la
suspension de NPLC évalué in vitro est de 59,5 + 3,8 tandis qu’in vivo, il est évalué a
50,8 + 8,7 ce qui ne differe pas significativement de la valeur obtenue in vitro. Ces résultats
semblent montrer que les suspensions de NLC ne se comportent pas de la méme facon
lorsqu’elles sont étalées sur un support inerte (i.e. plaques de PMMA) ou sur de la peau.

Cette premiére étude visant a comparer I'efficacité des suspensions de NLC et de NPLC a
augmenter le pouvoir filtrant des nanoparticules de TiO, a permis de montrer que les
suspensions de NLC étaient moins adaptées pour formuler un écran solaire que les
suspensions de NPLC. La matrice lipidique des NPLC comporte de la PCL qui est un polymere
hydrophobe plutét rigide puisqu’elle posséde un point de fusion de 56°C. La matrice
lipidique des NLC ne comprend pas de PCL. La stabilité du FPS dans le temps des suspensions
de NPLC laisse supposer que les nanoparticules de TiO, s’associent de facon stable a la
structure des NPLC contrairement a celle des NLC. La présence de PCL semble donc
influencer la stabilité du FPS des suspensions de nanoparticules lipidiques dans le temps. De
méme, le FPS obtenu in vivo avec la suspension de NPLC ne differe pas significativement de
celui qui a été évalué in vitro contrairement a la suspension de NLC. Les suspensions de NLC
ne semblent donc pas conférer une photo-protection cutanée se maintenant in vivo. De plus,
le mode opératoire de formulation des NPLC est plus simple que celui des suspensions de
NLC puisqu’il ne nécessite pas d’étape d’homogénéisation ultrasonique ce qui est trés
intéressant pour le passage a I'échelle industrielle (Figures 19 et 20). Ce sont donc les
suspensions de NPLC qui ont été étudiées par la suite pour formuler les émulsions solaires a
base de nanoparticules lipidiques.

70 - . Ce
M FPS évalué in vitro

60 -
4 FPS évalué in vivo
50 -

40 -

FPS

30 -

20 -

10 -

Suspension de NLC #8 Suspension de NPLC #8

Figure 26 : Comparaison des FPS évalués in vitro et in vivo des suspensions de NLC et de
NPLC formulées avec 12,3 % de TiO, (Suspensions #8). Chaque barre correspond a la
moyenne plus ou moins I'écart-type de 18 (pour le FPS évalué in vitro) et 10 (pour le FPS
évalué in vivo) mesures expérimentales.

§ Significativement différent du FPS évalué in vitro (p < 0,05, Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney)
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Les suspensions de NPLC ne peuvent pas étre utilisées en I'état pour formuler un écran
solaire. En effet, ces suspensions ne laissent pas un fini suffisamment agréable sur la peau a
I'étalement pour que les utilisateurs d’écrans solaires aient envie d’appliquer et de
réappliquer la formulation sur leur peau. Les suspensions de NPLC ont donc été intégrées
dans des émulsions. Différentes suspensions de NPLC comprenant différentes
concentrations en filtres UV inorganiques ont été formulées en vue d’étre intégrées a des
émulsions solaires. Le Tableau 13 présente les propriétés de granulométrie (Z-Ave, et Pdl)
ainsi que la charge électrostatique (potentiel ¢) de ces différentes suspensions. Le Z-Ave des
NPLC des suspensions #9 a #14 est inférieur a 200 nm. Les Pd! sont tous compris entre 0,07
et 0,7 ce qui indique la polydispersité de ces suspensions. Les potentiels  sont tous négatifs
et supérieurs a| 30 mV |indiquant un potentiel de stabilité satisfaisant.

La suspension de NPLC #9 comprenant 9 % de nanoparticules de TiO, présente un FPS de
51,8 + 5,8 qui est potentiellement intéressant pour formuler une émulsion solaire a haut FPS
(i.e. de FPS 30 ou 50) (Tableau 14). Cependant, cette suspension ne montre pas un FPUVA et
une A, sufisamment importants pour garantir des propriétés anti-UV efficaces a I’émulsion
solaire finale. En effet, le FPUVA de la suspension NPLC #9 est de 11,6 + 0,5 et sa A, de
370,6 £+ 0,6 nm. Malgré son FPS de 51,5 + 5,8, cette suspension ne pourrait revendiquer
gu’un FPS de 30 si elle venait a étre commercialisée en I'état.

Une suspension de NPLC comprenant un mélange de TiO, et de CeO, a donc été formulée
(Suspension #10). Le CeO, est un minéral aux propriétés filtrantes dans le domaine UV
connues mais qui n’est cependant pas listé comme filtre UV [14]. Ce minéral possede un
pouvoir filtrant qui s’étend dans le domaine UVA et qui peut donc étre complémentaire a
celui des nanoparticules de TiO, qui filtrent principalement dans le domaine UVB. Certaines
études montrent méme que l'association TiO, / CeO, est plus intéressante en termes
d’efficacité que I'association TiO, / ZnO qui est I'association de filtres UV inorganiques la plus
utilisée dans les écrans solaires [164]. Les données publiées par le fournisseur des particules
de CeO, montrent que l'incorporation d’1 % de particules de CeO, dans une émulsion H/E
permet d’obtenir un FPS de 0,85 [168]. La suspension NPLC #10 comprenant 3,075 % de TiO,
et 8 % de CeO, montre un FPS inférieur a celui de la suspension de NPLC #9 ne comprenant
qgue du TiO, mais un FPUVA et une A. supérieurs. Ces deux suspensions de NPLC pourraient
donc étre associées et agir de maniére complémentaire afin de garantir des propriétés
photo-protectrices optimales dans le domaine UV.

La stabilité dans le temps de ces deux suspensions de NPLC a été suivi pendant dix-huits
mois a température ambiante. En effet, ces suspensions doivent étre stables pour étre
incorporées dans les émulsions solaires afin de garantir la stabilité des propriétés filtrantes
de ces émulsions dans le temps. Les résultats concernant la stabilité du Z-Ave des NPLC dans
le temps sont présentés sur la Figure 27. La figure 28 montre le suivi de la valeur du
potentiel { de ces mémes suspensions au cours du temps. Les valeurs de potentiel ¢
montrent des variations significatives au cours du temps mais elles ne descendent jamais en
dessous de | 25 mV | ce qui montre qu’elles conservent une charge électrostatique
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suffisamment élevée pour éviter I'agrégation des particules en suspension. Le Z-Ave des
NPLC contenus dans les deux suspensions varie légérement mais n’influence pas leur pouvoir
photo-protecteur. En effet, sur la Figure 29, on peut voir que le FPS des deux suspensions,
aprés dix-huits mois passés a température ambiante, ne varie pas significativement de celui
évalué au début de I'étude. La combinaison des suspensions de NPLC #9 et #10 dans une
émulsion solaire pourrait permettre de formuler un écran solaire filtrant suffisamment dans
les domaines UVB et UVA.

Les émulsions solaires comportent d’autres constituants que les suspensions de NPLC pour
garantir de bonnes propriétés d’étalement de la formulation sur la peau. Afin de pouvoir
agrémenter I'’émulsion solaire finale avec ces composés sans diminuer la concentration en
NPLC incorporée, des suspensions de NPLC concentrées en nanocapsules ont été formulées
en diminuant le pourcentage de leur phase aqueuse (Suspensions #11 et #12). Le Z-Ave des
NPLC de ces suspensions concentrées en nanocapsules differe légérement de celle des
suspensions de NPLC non concentrées en nanocapsules (Tableau 13). En effet, les
suspensions #9 et #11 montrent un Z-Ave respectivement de 129 + 2 nm et de 137 £+ 2 nm
tandis que les suspensions #10 et #12 montrent des Z-Ave respectifs de 192 + 17 nm et
164 + 3 nm. Ces différences significatives n’influencent pas le pouvoir photo-protecteur des
deux suspensions de NPLC (Tableau 14). En effet, le FPS des suspensions de NPLC
concentrées en nanocapsules est significativement augmenté par rapport a celui des
suspensions de NPLC classiques (51,5 + 5,8 pour la suspension #9 contre 71,4 + 7,1 pour la
suspension #11 et 30,2 + 5,4 pour la suspension #10 contre 45,8 + 3,7 pour la
suspension #12).

Le potentiel ¢ des suspensions de NPLC concentrées en nanocapsules est supérieur a

|40 mV| et leur Pdl est inférieur a 0,7 ce qui indique qu’elles sont peu susceptibles de subir
des phénomeénes d’agrégation au cours du temps et ce malgré une plus forte concentration
en NPLC en suspension. Les valeurs plus élevées de potentiel { relevées pour les suspensions
de NPLC concentrées en nanoparticules lipidiques par rapport aux suspensions de NPLC non
concentrées pourraient étre dues a I'augmentation de la concentration en PCL. En effet, une
étude a montré que les polymeéres tels que la PCL associés a des tensio-actifs non-ioniques,
conférent une charge négative aux particules en suspension [136]. Toutes les suspensions de
NPLC étudiées présentent une augmentation du FPS d’au minimum 91 % par rapport au FPS
théorique calculé en fonction des concentrations en TiO; et en CeQ; incorporées.
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Tableau 13 : Composition et propriétés physiques des suspensions de nanocapsules utilisées
pour formuler les émulsions solaires. Chacune des valeurs correspond a la moyenne plus ou
moins I'écart-type de 10 mesures expérimentales.

Suspensions Z-Ave (nm) Pdi Potentiel T (mV)

Suspensions de NPLC formulées avec du TiO,

NPLC #9 129 + 2°cdef 0,172 +0,021°%f -32,8+0,8°
Suspensions de NPLC formulées avec du TiO, et du CeO,
NPLC #10 192 + 177 0,253 + 0,041 > -30,1+0,7°
Suspensions de NPLC concentrées en nanocapsules
NPLC #11 137 4 2°0d¢f 0,159 + 0,011 %" - 42,6 +1,3°0%f
NPLC #12 164 + 3°°¢¢f 0,224 + 0,007 -54,5 +2,7°0
Suspensions de NPLC produites en lot pilote de 12 kg
NPLC #13 132 + 1°°°f 0,137 + 0,020 > -54,5 +2,7°0
NPLC #14 193 + 2°P¢de 0,233 +0,014°° - 46,9 + 2,30

? Significativement différent de NPLC #9 (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
b Significativement différent de NPLC #10 (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)

¢ Significativement différent de NPLC #11 (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
d Significativement différent de NPLC #12 (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
¢ Significativement différent de NPLC #13 (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)

fSignificativement différent de NPLC #14 (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
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Chapitre III: Encapsulation de filtres UV inorganiques dans des particules et des capsules lipidiques submicroniques
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Figure 27: Suivi du ZAve des suspensions de NPLC #9 et #10 pendant 18 mois a température

ambiante. Chaque barre correspond a la moyenne plus ou moins I'écart-type de 10 mesures
expérimentales.
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Figure 28: Suivi du potentiel ¢ des suspensions de NPLC #9 et #10 pendant 18 mois a température
ambiante. Chaque barre correspond a la moyenne plus ou moins |'écart-type de 10 mesures
expérimentales.
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Figure 29 : Suivi du FPS des suspensions de NPLC #9 et #10 pendant dix-huits mois a température
ambiante. Chaque barre correspond a la moyenne plus ou moins I'écart-type de 18 mesures
expérimentales.
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Le Tableau 15 présente cing émulsions solaires parmis lesquelles quatre contiennent des
suspensions de NPLC dans leur composition. Les émulsions solaires #9 et #10 ainsi que les
émulsions #11, #12 et #13 comportent respectivement un méme noyau de composés, non
filtrants dans le domaine UV qui n’est pas décrit pour des raisons de confidentialité. Ce
noyau de composés comprend un émulsionnant, des agents de texture, une fragrance et un
conservateur. En parallele de ce noyau de composés, il y les composés filtrants représentés
par les suspensions de NPLC, le CeO, et I'huile de Karanja.

L'huile de Karanja est extraite des graines d’un arbre : le Millettia pinnata. Cette huile
comprend un mélange d’acides gras (palmitique, stéarique, oléique, linoléique, linolénique
et béhénique) et également 2 a 3 % de karanjin et entre 0,4 et 0,7 % de pongamol qui lui
procurent des propriétés filtrantes intéressantes dans les domaines UVB et UVA. La Figure
30 montre le spectre d’absorption dans le domaine UV de I'huile de Karanja. Cette huile
montre un FPS de 21 *+ 2, un FPUVA de 8,38 + 0,32 et une A. de 370 + 0,4 nm ce qui la rend
particulierement intéressante pour formuler une émulsion solaire et améliorer son pouvoir
filtrant dans le domaine UVA. Cette huile a donc été intégrée a la composition des émulsions
solaires afin d’augmenter leur pourvoir photo-protecteur dans le domaine UVA.

L’émulsion solaire #9, formulée avec les suspensions de NPLC #9 et #10 montre un FPS de
51,6 £ 6,9, un FPUVA de 17 + 1,6 et une Ac supérieure a 376,3 + 0,5 nm. Cette émulsion
pourrait donc étre commercialisée comme écran solaire afichant un indice de
photoprotection de 50 puisque la valeur de son FPUVA est plus du tiers de celle du FPS et
gue sa A. est supérieure a 370 nm. Le FPS de cette émulsion a donc également été évalué in
vivo sur 10 individus. Les FPS évalués in vitro et in vivo ne différent pas significativement I'un
de l'autre (Figure 31). Cette émulsion pourrait donc étre commercialisée comme écran
solaire affichant un FPS de 50.

Afin de caractériser le réle filtrant dans le domaine UV des suspensions de NPLC incorporées
dans les émulsions solaires, I'’émulsion #10 qui comprend exactement les mémes
constituants que I'’émulsion #9, avec les mémes concentrations en filtres UV, mais sans
suspensions de NPLC a été formulée en paralléle (Tableau 15). Le FPS ainsi que le FPUVA de
cette émulsion sont significativement plus bas que ceux de I'émulsion #9. En effet, le FPS de
I'émulsion #10 est inférieur de 21 point FPS par rapport a I'émulsion #9 formulée avec des
suspensions de NPLC, ce qui correspond a une perte de 41 % de la valeur du FPS. Le FPUVA
chute de 3,5 points FPUVA ce qui correspond a une perte de 21 % de la valeur de la
protection UVA. Seule la A; est un peu plus élevée pour I'émulsion #10 ce qui est di au fait
qgue lI'absorbance dans les domaines UVB et UVA a chuté de maniere homogéne. Le FPS
mesuré de I'’émulsion #9 est plus élevé de 135 % par rapport au FPS théorique contre 39 %
pour I'émulsion #10. Ces résultats montrent que les suspensions de NPLC jouent un réle
majeur dans |'efficacité de I'émulsion solaire.

L'utilisation de suspensions de NPLC concentrées en nanocapsules a permis de formuler des
émulsions solaires avec des concentrations en suspensions de NPLC plus faibles tout en
conservant de hautes propriétés anti-UV. Une émulsion solaire de FPS 36,2 + 2,3 (émulsion
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#11) et une autre de FPS 66,5 + 6,1 (émulsion #12) pouvant respectivement revendiquer des
FPS de 30 et 50 ont pu étre développées. L’'augmentation de la valeur de leur FPS comparée
a celle théoriguement calculée est respectivement de 126 % et 202 % pour I'émulsion de FPS
36,2 et pour celle de FPS 66,5.

Tableau 15: Composition et propriétés photo-protectrices des émulsions solaires formulées a partir des
suspensions de NPLC. Les valeurs correspondent a la moyenne plus ou moins I'écart-type de 18 (pour le FPS et
la A.) et de 6 (pour le FPUVA) mesures expérimentales.

Concentration Concentration thél:):s ue FPS in d’au Keur:(ta tion
Emulsions en TiO, (%) en Ce0, (%) 9 vitro g FPUVA Ac(nm)
1 2] moyen (4] moyen du FPS
(3] (%) [5]
nglsuon 6,40 6,44 23 51,6 +6,9 124 17,0+£1,6 376,3+0,5
::Toulsnon 6,40 6,44 23 30,6 +4,7 33 135+1,1 3789%0,5
5:11”'5'0" 5,54 1,54 17 36,2+2,3 113 10,1+0,2 371,3%0,5
:TZU'SW" 6,30 6,23 23 66,5 6,1 189 17,6 +1,0 374,7£0,5
ET;ISIO" 6,30 6,23 23 55,3+3,3 140 16,8+0,7 375,5%0,5

[3]1=([1]x 2,75) + ([2] x 0,85)

[5]={([4]-[3])/ [3] } x 100

1,4 -
1,2 - —Huile de Karanja
0,8 -

|
[
1
[
1
[
1
0,6 - 1
1
1
1
1
[

Absorbance

FPS
21+2

FPUVA
8,38+0,32

A

370+0,4
0,2 -

0
L] L] L] L] L] L] L] L] L] l
290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Longueur d’'onde (nm)

Figure 30 : Spectre d’absorption dans le domaine UV de I'huile de Karanja.
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60 A M FPS évalué in vitro
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Figure 31: Comparaison des FPS évalués in vitro et in vivo de I'émulsion solaire #9. Chaque
barre correspond a la moyenne plus ou moins I'écart-type de 18 (pour le FPS évalué in vitro)
et 10 (pour le FPS évalué in vivo) mesures expérimentales.

Afin de mettre au point le mode opératoire de production industrielle des suspensions de
NPLC et de I’émulsion solaire FPS 50, un lot Pilote de 25 kg d’émulsion solaire a été réalisé
par une entreprise spécialisée. En comparant les propriétés physiques des suspensions
concentrées en NPLC formulées au laboratoire (Suspensions #11 et #12) et des lots pilotes
de 12 kg formulés en industrie (Suspensions #13 et #14), on remarque que les suspensions
de NPLC formulées en conditions industrielles ont un Z-Ave avec un écart-type plus restreint
qgue celui des supensions de NPLC formulées au laboratoire (Tableau 12). Leur Pdl est
significativement plus bas que celui des suspensions formulées au laboratoire ce qui montre
que les tailles sont plus homogénes et qu’il y a moins de polydispersion. La valeur de leur
potentiel ¢, supérieure a | 50 mV | indique que les suspensions sont peu susceptibles de
subir des phénomeénes d’agrégation. Le FPS des suspensions #13 et #14 formulées en
conditions industrielles est significativement supérieur a celui des suspensions #11 et #12
formulées au laboratoire (Tableau 14). De plus, le FPUVA de la suspension #14 est
significativement supérieur a celui de la suspension #12. La formulation des suspensions de
NPLC en conditions industrielles semble donc améliorer leurs propriétés physiques ainsi que
leurs propriétés filtrantes dans les domaines UVB et UVA. Ceci pourrait étre di au fait qu’en
conditions industrielles, les paramétres concernant la température et la vitesse d’agitation
sont plus efficacement contrélés qu’en conditions laboratoire. Ainsi, la dispersion des
particules minérales dans la suspension pourrait étre optimale. Ces suspensions ont été
utilisées pour formuler 25 kg d’émulsion solaire (émulsion #13). Cette émulsion montre un
FPS significativement plus bas que I'émulsion #12 formulée au laboratoire (Tableau 15). Ceci
peut s’expliquer par les pertes de matiéres observées au cours de la production industrielle
des suspensions de NPLC et de I'émulsion solaire. En effet, le procédé industriel ne permet
pas de contréler les quantités exactes de matieres premiéres incorporées dans la cuve de
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production comme c’'est le cas sur les petites quantités formulées au laboratoire.
Cependant, les propriétés filtrantes de I’émulsion #13 permettent de la commercialiser sous
un indice de photoprotection de 50. En effet, elle a un FPS de 55,3 + 3,3, un FPUVA de
16,8 + 0,7 qui correspond bien a au moins le tiers de son FPS et une A, de 375,5 + 0,5 nm qui
est supérieure aux 370 nm requis par la reglementation européenne.

e
-
-

-~

Nanoparticules
lipidiques

Figure 32 : Comparaison de |'effet blanc sur la peau aprés étalement de trois écrans solaires
ne contenant que des filtres UV inorganiques et affichant un FPS de 50 avec une suspension
de nanoparticules lipidiques formulée avec du TiO, et montrant un FPS 50.

Cette émulsion est formulée avec de faibles concentrations en filtres UV comparée aux
émulsions solaires formulées avec des filtres UV inorganiques qui sont actuellement
commercialisées. La diminution de la concentration en filtres UV inorganiques permet a
I'émulsion solaire d’apparaitre moins blanche sur la peau a l'application. La Figure 32
compare le fini aprés application cutanée de trois formulations d’écrans solaires de FPS 50
formulées avec des filtres UV inorganiques et commercialisées avec I'émulsion #13 qui peut
également revendiquer un FPS de 50. Aprés étalement, I'émulsion solaire formulée avec des
suspensions de NPLC apparait nettement moins blanche par rapport aux autres
formulations.

C- Conclusion:

Cette étude a montré que les nanoparticules lipidiques de type NLC et NPLC sont
intéressantes pour formuler le TiO, et augmenter son efficacité anti-UV. Ces nanostructures
lipidiques ont un FPS intrinseque. L'incorporation de nanoparticules de TiO, dans la matrice
lipidique des NLC et des NPLC a permis d’augmenter considérablement les propriétés
filtrantes du TiO, dans le domaine UV. Les NPLC montrent une meilleure stabilité dans le
temps par rapport au NLC notamment en conservant leur FPS initial. Les émulsions solaires
formulées avec des suspensions de NPLC contenant du TiO, et du CeO, montrent un haut
pouvoir photoprotecteur qui s’étend dans le domaine UVA. Les suspensions de NPLC
utilisées comme filtres UV permettent de réduire de maniere significative les concentrations
en filtres UV incorporés dans I'émulsion solaire. Ces travaux ont permis de formuler des
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émulsions solaires avec de hauts indices de photoprotection (i.e. FPS 30 et 50) aux textures
agréables, qui apparaissent moins blanches a 'application. Cependant, les émulsions solaires
formulées avec des suspensions de NPLC n’avaient pas un FPUVA suffisamment élevé pour
revendiquer un FPS de 50+ constituant la photoprotection la plus haute qu’un écran solaire
puisse revendiquer. D’autres composés naturels, telles que des huiles végétales, pourrait
permettre d’augmenter suffisamment le pouvoir photo-protecteur de ces émulsions au
niveau du domaine UVA pour développer un écran solaire de FPS 50+.

Le chapitre suivant porte sur l'intérét des nanoparticules et nanocapsules lipidiques pour
formuler un filtre UV organique.
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Suspension aqueuse de nanocapsules encapsulant des filtres solaires

La présente invention concerne le domaine de la formulation d’écrans
solaires.

Les écrans solaires comprennent des molécules spécifiques que sont les
filtres ultra-violets (ci-aprés abrégé UV). Les filtres UV les plus efficaces protégent
contre :

- les rayons UV-A qui sont des rayons de longueur d’onde comprise entre

320 et 400 nm,

- les rayons UV-B qui sont des rayons de longueur d’onde comprise entre

280 et 320 nm.

En effet, ces rayons UV sont nocifs pour la peau. Les rayons aux longueurs
d’onde les plus courtes sont les plus agressifs et ceux aux longueurs d’onde plus
longues pénétrent plus profondément dans la peau. Les rayons UV-A sont a 'origine
d’'une pigmentation immédiate de la peau, mais aussi de son vieillissement
prématuré, d’une immunosuppression et de cancers cutanés. Les rayons UV-B sont a
I'origine de la synthése de la vitamine D et du bronzage (pigmentation retardée), mais
aussi des érythemes solaires, de I'immunosuppression et de cancers cutanés.

Les écrans solaires se caractérisent par leur facteur de protection solaire
(ci-aprés abrégé FPS).

Le FPS se définit selon la formule (1) suivante :

DEM sur peau protégée
FPS = ()
DEM sur peau non protégée

DEM étant I'abréviation de « Dose Erythémateuse Minimale ».
Pour gu’un écran solaire ait une efficacité optimale, il doit remplir les
critéres suivants :
- maintien des filtres UV a la surface de la peau ;
- protection dans les spectres UVB et UVA ;
- photo-stable.
La formulation d’un écran solaire est dépendante des propriétés physico-
chimiques des filtres UV incorporés.
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Les filtres UV sont classés dans deux catégories: les filtres UV organiques
et les filtres UV minéraux.

Les filtres UV organiques (aussi appelés filtres UV chimiques) sont des
molécules organiques absorbant et dissipant les rayons UV par des réactions
chimiques. La majorité de ces filtres UV organiques sont lipophiles. Leurs
concentrations maximales et leurs combinaisons entre eux dans des formulations
d’écran solaire sont parfaitement réglementées.

A titre d’exemple de filtres UV organiques, on peut citer I'oxybenzone,
I'octrocryléne, I'avobenzone, I'octyl-methoxycinnamate.

Les filtres UV organiques présentent les avantages d’étre facilement
incorporés dans des formulations d’écran solaire non pateuses et agréables pour
I"utilisateur.

Cependant, les filtres UV organiques sont aussi connus pour leur photo-
instabilité (par exemple I'avobenzone), leur caractére allergénique et polluant, leur
tendance a traverser la barriére cutanée (c’est-a-dire le stratum corneum) et enfin
pour certains, leurs propriétés perturbatrices endocriniennes (par exemple
I’'oxybenzone).

Il existe aussi les filtres UV minéraux qui sont des particules inorganiques
reflétant et absorbant les UVA et les UVB. Ces particules inorganiques sont
habituellement recouvertes d’un revétement hydrophile ou hydrophobe (par exemple
a base de méthoxysilane, de diméthicone, de silice ou d’alumine) qui inhibe leur
photo-réactivité et facilite leur incorporation dans les formulations d’écran solaire.

A titre d’exemple de filtres UV minéraux, on peut citer le dioxyde de
titane, I'oxyde de zinc, le kaolin et le talc.

Les filtres UV minéraux présentent les avantages d’étre
hypoallergéniques et de ne pas traverser la barriére cutanée.

En revanche, ils s’averent plus difficiles a formuler que les filtres UV
organiques, car les formulations d’écran solaire dans lesquelles sont incorporés ces
filtres UV sont souvent plus épaisses et ont tendance a laisser des traces blanches
inesthétiques sur la peau.

Afin de surmonter le probléme de ces traces blanches, il pourrait étre
envisagé de réduire la concentration de ces filtres UV minéraux. Cependant, cette
solution ne serait pas satisfaisante, car elle diminuerait la protection solaire. Mais cela
irait a I'encontre d’un des objectifs que doivent atteindre les formulations d’écran
solaire qui est d’assurer une protection solaire maximale.
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Enfin, il existe des molécules naturelles qui possédent intrinséquement la
propriété de filtrer les UV. Elles peuvent donc étre utilisées comme filtres UV, seules
ou en complément de filtres UV organiques ou minéraux. On peut citer par exemple la
cire de carnauba, I'huile d'olive, I'huile de karanja, |"acide usnique, la propolis, I'extrait
de concombre, les polyphenols.

Les écrans solaires peuvent se présenter sous différents types de
formulation, parmi lesquels on peut citer les émulsions fluides (laits) ou épaisses
(crémes) ; les formulations en gels ou en huiles ; les formulations en sticks ; les lotions.

Lorsque I'écran solaire est une émulsion, elle comprend une phase
lipidique, une phase aqueuse et un ou plusieurs tensioactifs.

Les filtres UV sont dispersés :

- dans la phase lipidique s’ils sont lipophiles
- dans la phase aqueuse s’ils sont hydrophiles.

Lorsque I'écran solaire se présente sous la forme d’une huile, il s’agit
d’une phase lipidique dans laquelle ont été dispersés des filtres UV lipophiles.

Les gels solaires hydrophobes résultent de la dispersion de filtres UV
lipophiles dans une phase lipidique qui a ensuite été gélifiée grace a I'ajout d’'un agent
gélifiant. Les gels solaires hydrophiles résultent de la dispersion de filtres UV
hydrophiles dans une phase aqueuse qui a ensuite été gélifiée grace a I'ajout d’un
agent gélifiant.

Enfin, les sticks solaires sont fabriqués a partir d’'une phase lipidique
comprenant une cire dans laquelle ont été dispersés des filtres UV lipophiles. Le
mélange ainsi obtenu est refroidi dans des moules donnant a cette formulation
d’écran solaire une forme en stick.

Aussi, il est connu d’ajouter des excipients aux formulations d’écran
solaire afin de garantir une répartition optimale des filtres UV a la surface de la peau
par la formation d’un film protecteur homogéne a "application.

A ce propos, le passage des filtres UV a travers la peau peut étre favorisé
par les facteurs suivants :

- un mauvais état général de la peau ;

- la désorganisation des lipides et des jonctions serrées de la
barriére cutanée sous I'action des rayons UV;

- certains solvants tels que I'éthanol, le propyléne glycol, les
terpenes;

- certains agents émollients ;
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- leur poids moléculaire (les molécules dont le poids
moléculaire est inférieur a 500 Da sont plus susceptibles
de traverser la barriére cutanée que les molécules de plus
haut poids moléculaire).

Les filtres UV organiques sont pour la majorité des molécules lipophiles
de bas poids moléculaire. lls sont donc susceptibles de passer la barriére cutanée et
ainsi d’atteindre les cellules nucléées de la peau, puis la circulation systémique ce qui
peut étre treés préjudiciable pour |'utilisateur de I'écran solaire.

C’est pourquoi des développements scientifiques sur les formulations
d’écran solaire ont été réalisés pour « emprisonner » le filtre UV dans une particule,
afin gu’il soit maintenu a la surface de la peau, et ainsi empécher son passage
transcutané, surmonter les problémes de photo-instabilité, d’irritations, de réactions
photo-allergiques et photo-toxiques, et améliorer son pouvoir filtrant.

Ces travaux de recherche ont abouti a la conception de nouveaux
véhicules (ou autrement dit de transporteurs) de filtres UV, afin d’améliorer les
performances des formulations d’écran solaire.

L’utilisation de systémes multi-particulaires emprisonnant des filtres UV a
suscité un intérét important. En effet, outre I'avantage d’étre aisément incorporés
dans les formulations habituelles d’écran solaire qui ont été détaillées ci-dessus, ces
systémes multi-particulaires peuvent avoir la capacité d’absorber et/ou de refléter les
radiations UV agissant ainsi a eux seuls comme des filtres solaires physiques.

Parmi ces systémes multi-particulaires, il y a tout d’abord les
nanoparticules lipidiques solides (ci-aprés abrégé « SLN » car de I'anglais Solid Lipid
Nanoparticles). Il s’agit de gouttelettes huileuses de lipides solides a température
corporelle qui sont stabilisées par des tensio-actifs. Autrement dit, les SLN sont des
nanoparticules constituées par un cceur lipidique solide enveloppé d’un ou plusieurs
agent(s) tensioactif(s) en suspension dans une phase aqueuse.

Les SLN possédent des propriétés occlusives idéales pour les produits
cosmétiques de protection solaire. Des études ont montré que des formulations
contenant des SLN dans lesquelles avaient été encapsulés des filtres UV présentaient
un pouvoir filtrant amélioré dans le spectre UV.

A cet égard, on connait la demande US 2003/0235540 A1 qui décrit des
compositions de SLN contenant des filtres UV liposolubles. Il est précisé que grace a
ces compositions, la pénétration dans la peau des filtres UV encapsulés est réduite, ce
qui a un impact positif sur les problémes de toxicité que posent certains filtres UV.

Cependant, les SLN présentent les inconvénients suivants :
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- les quantités de filtres UV encapsulables sont limitées ;

- les filtres UV ont tendance a étre expulsés hors de la
nanoparticule durant le stockage de la formulation d’écran
solaire.

Ces problémes d’instabilité sont inhérents aux lipides solides constituant
la matrice des SLN qui ont tendance a former un réseau cristallin parfait dont les
interstices rendent possible I'éjection des filtres UV hors de la nanoparticule. Les SLN
peuvent étre plus ou moins sensibles a la chaleur selon le point de fusion de la matrice
lipidique solide utilisée. Si la matrice lipidique solide vient a fondre, cela peut
désorganiser le systéme ; ce qui risque d’entrainer une diminution du pouvoir filtrant
des SLN dans I'UV mais également le déphasage total de la suspension de SLN.

Enfin, la présence importante de lipides solides dont le point de fusion
est supérieur a la température cutanée (c’est-a-dire supérieur a 32 °C) rend les
formulations d’écran solaire a base de SLN difficiles a étaler; ce qui n’est pas
approprié pour un produit de protection solaire qui doit pouvoir étre aisément et
uniformément réparti sur la peau.

Ainsi, en I'état actuel des connaissances sur les propriétés des SLN, les
formulations d’écran solaire comprenant des filtres UV encapsulés avec ce systéme ne
s’averent pas pleinement satisfaisantes.

Afin de surmonter les inconvénients inhérents aux SLN, un autre systéme
d’emprisonnement de filtres UV a été mis au point qui consiste en des particules
lipidiques résultant du mélange de lipides solides avec des lipides liquides. Ces
particules sont connues sous le nom de transporteurs lipidiques nanostructurés (ci-
aprés abrégé « NLC » car de I'anglais « Nanostructured Lipid Carriers »). Autrement
dit, les NLC sont des nanoparticules constituées par un cceur lipidique solide et liquide
enveloppé d’'un ou plusieurs agent(s) tensioactif(s) en suspension dans une phase
aqueuse.

Comparées aux SLN, les NLC ont une structure hétérogéne qui donne a
leur matrice une structure imparfaite présentant des espaces dans lesquels peuvent
se loger les filtres UV. Cela permet de surmonter les problemes d’éjection des filtres
UV rencontrés avec les SLN. Mais, les NLC, du fait de la présence de lipides solides,
présentent le méme type de défaut d’étalement et de sensibilité a la chaleur que les
SLN.

Bien que leur plus importante capacité d’encapsulation de filtres UV et
leur meilleure stabilité rendent les NLC plus appropriés que les SLN dans le domaine
de la formulation d’écran solaire, il pourrait étre tout a fait avantageux de mettre en



10

15

20

25

30

35

WO 2015/022471 PCT/FR2014/052086

6

ceuvre d’autres systémes d'encapsulation de filtre UV exhibant des performances de
protection solaire améliorées, et ce notamment en cherchant a optimiser les
quantités de filtres UV encapsulés.

Ainsi, comme expliqué ci-dessus, on est toujours a la recherche de
formulations d’écran solaire exhibant les meilleures performances possibles de
protection solaire, et ce en conciliant les paramétres suivants que sont :

- la bonne répartition des filtres UV sur la peau,

- la prévention du passage transcutané des filtres UV,

- des propriétés  esthétiqgues améliorées comme
I'atténuation des traces blanches laissées sur la peau
notamment par les filtres UV minéraux apres application.

En outre, on connait la demande WO 2010/040194 A2 qui décrit des
nanocapsules de polymeére contenant de I'huile et un filtre UV, ainsi que leur procédé
de fabrication.

Le procédé de fabrication décrit dans cette demande internationale
utilise systématiquement des solvants organiques et met en ceuvre une technique
choisie parmi de multiples techniques que sont la polymérisation in situ de
monomeéres dispersés, I'émulsion, la polymérisation interfaciale, la précipitation de
polymeres préformés, la nanoprécipitation, la déposition interfaciale, I'émulsification-
évaporation ou encore |'émulsification-diffusion. A cet égard, le seul exemple de
fabrication de nanocapsules décrit dans cette demande internationale utilise la
technique de déposition interfaciale. Le solvant est de I'acétone et est évaporé a
I'issue du procédé.

Cependant, |'utilisation d’un solvant organique dans la phase huileuse au
cours du procédé de fabrication de nanocapsules décrit dans cette demande
internationale WO 2010/040194 A2 présente |'inconvénient que le produit final peut
comprendre des traces de ce solvant organique, ce qu’il convient absolument d’éviter.
De plus, I'étape d’évaporation du solvant organique est contraignante, difficile a
mettre en ceuvre et rallonge le temps de fabrication desdites nanocapsules. Cela
amoindrit ainsi considérablement l'intérét industriel de ces nanocapsules comportant
un filtre UV.

C’est pourquoi, par opposition a la demande WO 2010/040194 A2, il
serait avantageux de mettre au point un procédé de fabrication de nanocapsules avec
un ceeur huileux encapsulant un filtre UV et qui soit exempt de tout solvant organique
tel que I'éthyl actétate et I'acétone qui sont des solvants classiquement utilisés
comme adjuvant de préparation pour dissoudre des polyméres hydrophobes dans une
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phase huileuse, et ce tout en obtenant des nanocapsules présentant d'excellentes
performances de protection solaire.

Par ailleurs, on connait la demande de brevet frangais FR 2930 176 Al
décrivant des nanocapsules utilisées comme agents transporteurs de principes actifs
qui assurent une bonne protection du principe actif encapsulé, ainsi qu’une libération
prolongée et/ou contrdlée de celui-ci in vivo. Ces nanocapsules sont utilisées pour
véhiculer des principes actifs pharmaceutiques, tels que par exemple la chlorhexidine
base, le minoxidil, I'albendazole et le ketoconazole.

Or, les inventeurs de la présente invention, qui sont aussi les inventeurs
de cette demande de brevet frangais FR 2 930 176 A1, ont découvert de maniére tout
a fait surprenante que [I'encapsulation de filtres UV dans des nanocapsules
comprenant un coeur huileux entouré par une enveloppe polymérique préparées
selon un procédé se rapprochant par certains aspects techniques de celui décrit dans
cette demande de brevet frangais permettait d'obtenir des formulations d’écran
solaire présentant d’excellentes performances de protection solaire in vitro, et en
particulier nettement meilleures que celles obtenues avec des formulations d’écran
solaire dans lesquelles ces mémes filtres UV n’étaient pas encapsulés.

La présente invention a pour premier objet une suspension aqueuse de
nanocapsules qui comprennent un coeur huileux dans lequel au moins un filtre UV est
dispersé de fagon homogeéne et une enveloppe polymérique contenant au moins un
polymére hydrophobe, ladite suspension aqueuse de nanocapsules est susceptible
d’étre obtenue par un procédé de préparation dans lequel on mélange :

a) une premiére phase, dite phase huileuse, qui comporte :

- au moins un polymeére hydrophobe,

- au moins une huile,

- au moins un filtre UV, et

- au moins un premier agent tensio-actif,
cette premiére phase étant portée a une température T1 supérieure a la température
de fusion du polymére hydrophobe,
a cette température T1, le polymere hydrophobe étant miscible au mélange du
premier agent tensio-actif et de I'huile, et le filtre UV étant miscible, soluble ou
solubilisé, dans le mélange du premier agent tensio-actif et de I'huile ;

b) une deuxiéme phase, dite phase aqueuse, qui comprend de I'eau
et/ou au moins un solvant polaire, et optionnellement au moins un deuxiéme agent
tensio-actif,
de maniére a obtenir la formation de nanocapsules en suspension agueuse.
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La suspension aqueuse ainsi obtenue se présente sous la forme d'un
mélange homogene laiteux.

Les nanocapsules ainsi formées comprennent un coeur huileux dans
lequel au moins un filtre UV est dispersé de fagon homogéne et une enveloppe
polymérique contenant au moins un polymere hydrophobe.

Le filtre UV peut étre encapsulé dans le coeur huileux des nanocapsules,
ou bien étre adsorbé au sein de I'enveloppe polymérique. Plus précisément, le filtre
UV peut étre en majorité emprisonné dans le cceur huileux des nanocapsules et la
partie restante du filtre UV est adsorbée sur I'enveloppe polymérique contenant le
polymeére hydrophobe ou bien le filtre UV peut étre partiellement emprisonné dans le
cceur huileux et partiellement adsorbé sur ladite enveloppe polymérique ou bien
encore le filtre UV peut étre majoritairement adsorbé sur I'enveloppe polymérique et
la partie restante du filtre UV est emprisonnée dans le cceur huileux. Ainsi, la
suspension aqueuse de nanocapsules selon I'invention comprend toujours au moins
une partie du filtre UV qui est dispersé de fagon homogéne dans le cceur huileux
desdites nanocapsules.

Les nanocapsules présentent un diametre inférieur a 1000 nm, de
préférence compris entre 100 et 700 nm.

La suspension aqueuse de nanocapsules ainsi obtenue peut étre diluée
dans I'eau, sans modification notable de la stabilité de la suspension.

La stabilité de ces nanocapsules est avérée. Elles permettent de protéger
le ou les filtre(s) UV encapsulé(s) dans leur coeur ou adsorbé(s) au sein de I'enveloppe
polymérique des phénomeénes de dégradation.

La suspension aqueuse ainsi obtenue peut alors étre soit utilisée en tant
que telle comme un ingrédient dans une formulation d’écran solaire, soit lyophilisée
avant d’étre incorporée en tant qu’actif dans une formulation. Cette derniére
possibilité sera préférée pour des formulations lipophiles de types huiles et stick dans
lesquelles I'incorporation d’eau est difficile, voire impossible.

Plus précisément, les suspensions aqueuses de nanocapsules obtenues
selon l'invention peuvent étre utilement lyophilisées comme il est connu de I'état de
I'art et donc parfaitement a la portée de 'homme du métier. Classiquement, les
suspensions sont précongelées a une température de - 80°C et sont placées dans un
lyophilisateur dans lequel la température est voisine de - 55°C avec une mise sous vide
importante. Le lyophilisat ainsi obtenu est tamisable et redispersible dans une
solution aqueuse.
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La présente invention a pour autre objet une composition d’écran solaire
comprenant au moins une suspension aqueuse de nanocapsules selon l'invention telle
que décrite ci-dessus.

De maniére préférée, ladite composition d’écran solaire comprend en
outre au moins un excipient physiologiquement acceptable.

Cet excipient est avantageusement choisi parmi les excipients
habituellement utilisés dans les formulations d’écran solaire, parmi lesquels on peut
citer : les agents de texture épaississants (par exemples les gommes de xanthane, la
gomme guar, les alginates); les agents de texture émulsifiants formant un film
uniforme et ininterrompu sur la peau; les agents filmogéne procurant un film
protecteur uniforme et augmentant la résistance a I'eau ; les agents hydratants (par
exemple la glycérine) qui retiennent I'eau dans la peau; les agents apaisants (par
exemple l'allantoine) pour leurs effets cicatrisant et régénérant; les parfums; les
pigments ; les conservateurs pour leur pouvoir inhibiteur de la prolifération
microbienne (par exemple le benzoate de sodium, le sorbate de potassium, les
parabeénes).

De préférence, les excipients seront choisis pour empécher le passage
des filtres UV a travers la barriére cutanée.

La composition d’écran solaire selon I'invention peut étre formulée sous
la forme d’une émulsion fluide telle qu’un lait ou d’'une émulsion épaisse telle qu’une
creme, d’un gel, d’une huile, ou encore d’un stick ou d’une lotion.

De maniére préférée, la composition d’écran solaire est formulée sous la
forme d’une émulsion, lorsqu’elle est destinée a étre utilisée pour une application
cosmétique.

Ainsi, la suspension agueuse de nanocapsules selon lI'invention peut étre
utilisée en tant que produit de protection solaire entre autres pour :

- des applications cosmétiques : protection de la peau et des
cheveux contre les méfaits des UV (y compris les colorants
capillaires, protection de la couleur) ;

- des applications industrielles : protections des peintures, vernis,
teintures et huiles pour des applications dans les domaines
technigques du batiment, des textiles, ou encore de I'emballage
(par exemple, lorsque les emballages sont transparents, il peut
étre nécessaire de protéger les ingrédients gu’ils contiennent du
soleil pour ne pas dénaturer leur formulation).
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Certaines définitions de termes utilisés dans le cadre de la description de
I'invention sont données ci-apreés.

Les notions de solubilité, miscibilité et solubilisation sont bien connues de
I'homme du métier. Sauf indications contraires, dans le cadre de l'invention, la
solubilité, miscibilité ou solubilité est obtenue a température ambiante, a savoir a
environ 20°C.

En particulier, dans le cadre de l'invention, par « miscible », on entend
complétement miscible. Deux composés liquides seront considérés comme
complétement miscibles lorsqu'ils se mélangent en toute proportion. Par conséquent,
le terme de miscibilité se réfere a la solubilité mutuelle des composés dans les
systémes liquides.

Au sens de l'invention, un composé solide sera considéré comme soluble
dans un liquide ou mélange de liquides lorsque ce composé se disperse de maniéere
homogeéne a I'état moléculaire sous I'effet d'interactions solide/liquide spontanées.

Concernant la solubilisation, un composé solide ou liquide (minéral ou
organique) sera considéré comme solubilisé dans un liquide ou un mélange de
liquides, notamment lorsqu’une association de colloides formant des micelles
augmente la solubilité du composé initialement insoluble dans le milieu de dispersion.

Par polymeére « hydrophobe », on entend un polymeére insoluble dans
I'eau.

Par filtre UV on entend toute molécule ayant comme propriété principale
ou secondaire d'absorber les UV dans une plage de longueur d'onde comprise entre
290 et 400 nm (UVB et UVA); ce qui inclut les filtres UV chimiques, les écrans
minéraux, ainsi que d'autres molécules naturelles ou des huiles qui ont des propriétés
filtrantes dans 'UV (comme par exemple la cire de carnauba, I'huile d'olive, I'huile de
karanja, I'acide usnique, la propolis, I’extrait de concombre, les polyphenols).

Par « huile », on entend un corps gras, lipophile qui est non-miscible ou
faiblement miscible dans I'eau. Dans le cadre de la présente invention, il peut s’agir
d’une huile prise seule ou en mélange. Autrement dit, dans la suite de la description,
on entendra par « huile » une huile ou un mélange d’huiles liquides ou solides.

Par « huile hydrodispersible », on entend une huile qui se disperse dans
I'eau a I'état moléculaire, colloidal ou micrométrique.

Le HLB (de I'anglais hydrophilic lipophilic balance ) sera déterminé par la
méthode de Griffin. (Griffin WC: Classification of Surface-Active Agents by 'HLB,’
Journal of the Society of Cosmetic Chemists 1 (1949): 311. Griffin WC: Calculation of
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HLB Values of Non-lonic Surfactants, Journal of the Society of Cosmetic Chemists 5
(1954): 259).

Le diameétre des nanocapsules qui correspond a la plus grande dimension
des nanocapsules sera déterminé par granulométrie.

Dans le cadre de l'invention, les premiére et deuxieme phases dites
respectivement phase huileuse et phase aqueuse, sont mélangées pour conduire a la
formation spontanée de nanocapsules. Les pourcentages donnés ci-dessous
correspondent :

- en ce qui concerne la phase huileuse, au pourcentage en
masse de chaque composant sur la masse totale de la
phase huileuse,

- en ce qui concerne la phase aqueuse, au pourcentage en
masse de chaque composant sur la masse totale de la
phase aqueuse.

La phase huileuse est homogeéne.

L'huile ou les huiles que comporte cette phase huileuse sont par nature
hydrophobes, et peuvent dans certains cas étre hydrodispersibles. Cette huile ou ce
mélange d'huiles est destinée a former le coeur des nanocapsules. En particulier,
I'huile ou le mélange d'huiles peut présenter un HLB de 5 compris dans la gamme
allant de 3 a 6.

A titre d'exemple d'huile pouvant étre utilisée dans le cadre de
l'invention, on peut citer les triglycérides, notamment a chaine moyenne, les
propyléne glycol dicaprylocaprates, les macrogolglycérides oléoyles, lauroyles et
linoléoyles, les cires végétales et animales et les huiles végétales. Par exemple en ce
qui concerne les cires, il peut s’agit de cire de riz, de carnauba.

De maniére tout a fait préférée, I’huile de la phase huileuse est la cire de
carnauba.

La phase huileuse peut comprendre de 5 % a 85% en masse d’huile. De
préférence, la phase huileuse comprend de 10 % a 40 % en masse d’huile, encore plus
préférentiellement de 10 % a 20 % en masse d’huile.

Selon une variante de I'invention, la phase huileuse comprend de 45 % a
55 % en masse d’huile.

Bien entendu, ce pourcentage ne concerne que I'huile (ou le cas échéant
le mélange d'huiles) et ne comprend notamment pas le filtre UV et/ou le premier
agent tensio-actif, méme quand ces derniers se trouvent également sous une forme
huileuse.
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La phase huileuse contient au moins un polymere hydrophobe a I'état
fondu, la phase huileuse étant maintenue a une température T1 supérieure a la
température de fusion du polymere.

La température T1 est choisie de maniére appropriée pour que la phase
huileuse décrite ci-dessus soit homogeéne, c’est-a-dire qu’il n'y ait pas de particule
solide au sein de la phase huileuse.

En d’autres termes, la température T1 est choisie de maniére appropriée
pour gu'’il ait fusion compléte des composants de la phase huileuse, et ainsi gu’ils se
mélangent entre eux de maniére homogeéne. En particulier, la température T1 étant
supérieure a la température de fusion du polymére hydrophobe, lors du mélange des
composants de la phase huileuse, le polymere hydrophobe sera fondu et se
mélangera parfaitement aux autres composants de la phase huileuse.

Il est essentiel que la température T1 soit choisie de maniére appropriée
pour ne pas dégrader les composants de la phase huileuse. L'homme du métier
connaissant les températures de fusion des composants de la phase huileuse, saura
parfaitement choisir la température T1 en fonction desdits composants de la phase
huileuse pour ne pas les dégrader lorsqu’il préparera ladite phase huileuse.

Dans un mode de réalisation de linvention, la température T1 est
supérieure entre environ 5°C et 10°C a la température de fusion du composant de la
phase huileuse ayant la température de fusion la plus basse, de maniére a ce que les
composants de la phase huileuse ne se dégradent pas.

Dans un mode de réalisation de l'invention, la température T1 est
supérieure d’environ 10°C, de préférence d’environ 5°C, a la température de fusion du
polymere hydrophobe. Ainsi, le mélange de la phase huileuse est homogéne.

Le polymére hydrophobe sera choisi de facon a ce que sa température de
fusion soit compatible avec la stabilité physicochimique de I'huile, du filtre UV et du
premier agent tensio-actif.

Par exemple, le polymére hydrophobe pourra présenter une température
de fusion inférieure ou égale a 120°C.

Le polymeére hydrophobe peut étre choisi parmi les polymeéres vinyliques,
les polyesters, les polyamides, les polyuréthanes, les polycarbonates, présentant de
préférence une température de fusion inférieure a 120°C, tels que les
polycaprolactones (comme par exemple les poly-e-caprolactones).

La phase huileuse peut comprendre de 0,1 % a 4% en masse, de
préférence de 0,1 % a 0,5 % en masse de polymére hydrophobe.
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Selon une variante de I'invention, la phase huileuse comprend de 0,4 % a
1 % en masse de polymeére hydrophobe.

La phase huileuse contient également au moins un filtre UV qui est
dispersé, sous une forme miscible, soluble ou solubilisée, dans cette derniére.

Le filtre UV est miscible, soluble ou solubilisé dans le mélange composé
du premier agent tensio-actif et de I'huile a la température T1.

Selon une variante de réalisation, le filtre UV est également miscible,
soluble ou solubilisé dans le mélange composé du premier agent tensio-actif et de
I'huile ou du mélange d'huiles, a température ambiante, notamment a 20°C.

Lorsque le filtre UV est solubilisé, sa solubilisation est réalisée par I'action
du premier agent tensio-actif, jouant le réle d'agent solubilisant.

Le filtre UV peut étre choisi parmi les filtres UV organiques, les filtres UV
minéraux ou tout composé possédant un pouvoir de filtration dans les UVB et/ou
UVA.

De maniére avantageuse, le filtre UV est choisi dans le groupe constitué
par:

- les filtres UV organiques absorbants les UV-A tels que lI'oxybenzone, le
sulisobenzone, le dioxybenzone, [I'ethyl anthranilate, I'avobenzone, le
terphatylidene, le dicamphre acide sulfonique et la bis-ethylhexyloxyphenol
methoxyphenyl triazine;

- les filtres UV organiques absorbants les UV-B tels que le para-amino acide
benzoique, le p-amyl dimethyl para-amino acide benzoique, le 2-ethoxyethyl-p-
methoxycinnamate, le digalloyl trioleate, I'ethyl 4-
bishydroxypropylaminobenzone, le 2-ethoxyethyl 2-cyano-3,3,diphenylacrylate, le
2-ethylhexyl-p-methoxy cinnamate, le 2-ethylhexylsalicylate, le glyceryl para-
amino acide benzoique, I'homo-methyl salicylate, le dihydroxyacetone, I'octyl
dimethyl para-amino acide benzoique, le 2-phenylbenzimidazole-acide
sulfonique, le triethanolamine salicylate ;

- les filtres UV minéraux tels que le dioxyde de titane, I'oxyde de zinc, I'oxyde de
cérium, le kaolin et le talc ;

- les molécules naturelles ou les huiles ayant des propriétés de filtration des UVB
et/ou UVA, telles que la cire de carnauba, I'huile d’olive, I’huile de karanja, I'acide
usnique, la propolis et I'extrait de concombre.

Lorsque le filtre UV est un filtre UV minéral, se présentant sous la forme
de particules, lesdites particules sont avantageusement recouvertes d’un revétement
hydrophobe, de préférence a base de méthoxysilane, de diméthicone, de silice ou
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d’alumine, de maniére a ce que ces filtres UV soient solubilisés dans la phase huileuse,
autrement dit qu’ils soient dispersés de maniére homogéne dans la phase huileuse. Ce
revétement hydrophobe est connu de I'homme du métier pour augmenter la
solubilité dans une phase huileuse de filtres UV sous forme minérale.

De plus, ces particules de filtres UV minérales recouvertes d’un
revétement sont avantageusement dispersées dans un mélange de solvants tels que
des silicones, des alcanes ou des huiles végétales pour faciliter leur incorporation dans
la phase huileuse. Ces mélanges sont parfaitement connus de 'lhomme du métier
pour disperser des filtres UV minéraux, avantageusement recouverts d’un revétement
hydrophobe, dans une phase huileuse.

De maniere préférée, le filtre UV que comprennent les nanocapsules en
suspension aqueuse selon linvention est le dioxyde de titane sous forme
nanométrique. De préférence, il s’agit de nanoparticules de dioxyde de titane dont le
diameétre des particules est compris entre 10 et 124 nm, et plus préférentiellement
compris entre 10 et 110 nm. Selon une variante de l'invention, le diameétre des
particules est compris entre 15 et 124 nm.

Par exemple, la phase huileuse comprendra de 0,1 % a 70% en masse de
filtre UV, de préférence de 0,1 % a 20 % de filtre UV.

La phase huileuse comprend également au moins un premier tensio-actif,
qui pourra notamment agir en tant qu'agent solubilisant du filtre UV. Ce premier
agent tensio-actif peut étre du type anionique, cationique, amphotére ou non-
ionique.

Le premier agent tensio-actif peut se présenter sous la forme d'une huile.

Le premier agent tensio-actif peut présenter un HLB compris dans la
gamme allant de 3 3 6.

A titre d'exemple de premier agent tensio-actif, on peut citer les
propyléne glycol laurates, les propyléne glycol caprylates, les polyglycéryl oléates, les
macrogolglycérides caprylocaproyles et les esters de sorbitan.

Selon un mode de réalisation de I'invention, la phase huileuse comprend
de 2 % a 50 %, de préférence de 2 % a 6 %, en masse de premier agent tensio-actif.

Selon une variante de I'invention, la phase huileuse comprend de 4 % a
50 % en masse de premier agent tensio-actif.

Selon une autre variante de l'invention, la phase huileuse comprend de
10 % a 20 % en masse de premier agent tensio-actif.
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Bien entendu, la phase huileuse pourra contenir un seul ou plusieurs
filtres UV et/ou un seul ou plusieurs polyméres hydrophobes et/ou un seul ou
plusieurs premiers agents tensio-actifs, répondant aux critéres ci-dessus.

La phase huileuse peut, par exemple, étre préparée en chauffant le
polymeére hydrophobe, a une température T1 supérieure a sa température de fusion,
puis en ajoutant I'huile, puis le filtre UV. Le premier agent tensio-actif peut étre
introduit a n'importe quel stade de la préparation. Le mélange peut se faire, dans un
tout autre ordre ou l'ensemble des composants peuvent tous étre mélangés
simultanément.

Il est également possible de chauffer I'huile a la température T1, puis
d'ajouter le polymére hydrophobe a I'état liquide, puis les autres composants de la
phase huileuse.

La phase huileuse obtenue devra étre homogéne et, si nécessaire sera
homogénéisée, par exemple sous agitation mécanique.

La phase aqueuse peut en outre contenir au moins un deuxiéme agent
tensio-actif.

Le deuxiéme agent tensio-actif peut étre du type anionique, cationique,
amphotére ou non-ionique.

Selon une variante de réalisation, le deuxiéme agent tensio-actif présente
un HLB supérieur ou égal a 15, et est de préférence choisi parmi les tensio-actifs
neutres (par exemple les polysorbates 20, 60 et 80 ; les macrogol stéarates ; les
macrogol cetostearyl éthers ; les macrogol lauryl éthers ; les macrogol oleyl éthers ;
les macrogol oléates ; I'huile de ricin polyoxyl; I'huile de ricin polyoxyl hydrogénée).

Selon un mode de réalisation, la phase aqueuse comprend de 0,1 % a
12%, de préférence de 5 % a 10 %, en masse de deuxiéme agent tensio-actif.

Selon une variante de I'invention, la phase aqueuse comprend de 0,1 % a
10 % en masse de deuxiéme agent tensio-actif.

Selon une autre variante de I'invention, la phase aqueuse comprend de
0,1% a 5 % en masse de deuxieme agent tensio-actif.

La phase aqueuse pourra contenir un ou plusieurs deuxiémes agents
tensio-actifs répondant aux critéres ci-dessus.

Dans un mode de réalisation de I'invention, la phase aqueuse comporte
en outre au moins un polymére hydrophile sous la forme d'un hydrogel.

Par polymeére « hydrophile », on entend un polymére soluble dans en
solution aqueuse. Par polymeére soluble en solution aqueuse, on entend un polymére
qui, introduit dans de I'eau a environ 20 °C, a une concentration en poids égale a 1%,
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permet I'obtention d'une solution qui présente une valeur de transmittance maximale
de la lumiére, a une longueur d'onde a laquelle le polymeére d'absorbe pas, a travers
un échantillon de 1 cm d'épaisseur, d'au moins 70%, de préférence d'au moins 80%.

Par « hydrogel », on entend un mélange homogéne gélatineux formant
une seule phase contenant de |'eau, et de préférence comportant au moins 0,1 a 5%
en masse d’eau, de préférence 0,15 a 2% en masse d'eau.

A titre d'exemple, le polymére hydrophile peut étre choisi parmi les
dérivés cellulosiques synthétiques, de préférence parmi les éthers de cellulose tels
que la méthylcellulose, [I'éthylcellulose, [I'hydroxyéthylcellulose, I'hydroxy
propylcellulose, I'hydroxyéthyl-méthylcellulose, [I'hydroxypropylméthyicellulose, la
méthyléthylcellulose et la carboxyméthylcellulose sodique et parmi les poloxameres
et les alcool polyvinyliques.

Selon un mode de réalisation, la phase aqueuse comprend de 10 % a
40%, de préférence de 25 % a 35%, en masse de polymeére hydrophile. La phase
aqueuse pourra contenir un ou plusieurs polyméres hydrophiles répondant aux
critéres ci-dessus.

Vraisemblablement dans ce mode de réalisation de linvention, le
polymere hydrophile forme un colloide protecteur autour des nanocapsules, assurant
une plus grande stabilité de la suspension colloidale obtenue et une amélioration du
processus d'émulsification.

La phase aqueuse comprend, le plus souvent, de 60 % a 90%, de
préférence de 65 % a 75%, en masse d'eau ou d'un mélange d'eau avec un ou
plusieurs solvants polaires. A titre d'exemple de solvant polaire, on peut citer
I'éthanol, le 1-propanol et le 2-propanol.

La proportion de phase aqueuse par rapport a la phase huileuse est
variable.

Lorsque la phase aqueuse comporte un polymére hydrophile, on pourra
utiliser un rapport en masse de polymere hydrophobe/polymeére hydrophile inférieur
ou égala0,4.

Le mélange entre la phase huileuse et la phase aqueuse peut étre réalisé
de diverses maniéres. |l est possible de verser la phase huileuse dans la phase aqueuse
ou de mélanger les deux phases au moyen d'un circuit mélangeur en forme de « Y »,
chacune des deux phases étant amenée dans un des deux bras du « Y ». Mais, de
fagcon préférée, le mélange des deux phases est réalisé en ajoutant la phase aqueuse
dans la phase huileuse, sous agitation. La phase huileuse est alors maintenue, lors du
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mélange, a une température T1 souhaitée qui est une température supérieure a la
température de fusion du polymeére hydrophobe.

Au moment du mélange, la phase huileuse se trouve a une température
T1 supérieure a la température de fusion du polymére hydrophobe. Dans un mode de
réalisation, on pourra utiliser une température de 10°C a 30°C supérieure a la
température de fusion du polymere hydrophobe.

Comme mentionné ci-dessus, il est essentiel cette température T1 ne soit
pas trop élevée pour éviter toute dégradation des autres composants utilisés pour
préparer les nanocapsules selon I'invention. Bien entendu, ’lhomme du métier connait
parfaitement les températures de fusion des composants de la phase huileuse et
saura précisément choisir la température T1 pour obtenir un mélange homogéne sans
la dégradation des composants de ladite phase huileuse. A cet égard, les
températures de fusion des composants sont détaillées dans des ouvrages de chimie
de référence ou encore dans les descriptions techniques des fournisseurs des
composants de la phase huileuse.

S’il le juge nécessaire pour obtenir un mélange parfaitement homogene,
’'homme du métier mettra en ceuvre une agitation mécanique du mélange. Les
parametres de la réalisation de I'agitation mécanique sont aussi parfaitement a la
portée de 'homme du métier.

A cette température T1, le mélange composé de I'huile et du premier
agent tensio-actif est miscible au polymeére hydrophobe, et le filtre UV est également
miscible, soluble ou solubilisé, éventuellement grace au premier agent tensio-actif,
dans le mélange composé de I'huile et du premier agent tensio-actif.

Au moment du mélange ou juste avant le mélange, la phase aqueuse
peut étre a température ambiante, notamment a 20°C ou, selon une variante de
réalisation, la phase aqueuse peut étre également chauffée.

Dans un mode de réalisation, la phase aqueuse est portée a une
température T2 inférieure de 2°C a 5°C a la température de fusion du polymere
hydrophobe. Lorsque la phase aqueuse comporte un polymere hydrophile, il est
important de conserver, dans les conditions de mélange, le caractére d'hydrogel du
polymeére hydrophile.

Selon un mode de réalisation avantageux de l'invention, le mélange de la
phase huileuse et de la phase aqueuse est réalisé sous agitation modérée, de
préférence a I'aide de moyens mécaniques fonctionnant a un régime compris dans la
gamme allant de 4 000 a 16 000 tr/min et, selon une variante de I'invention dans la
gamme allant de 6 000 et 8 000 tr/min. A titre d'exemple de dispositif de dispersion
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convenable pour obtenir une suspension aqueuse de nanocapsules selon l'invention,

on peut citer un agitateur mécanique a hélice, a pales ou encore a ancre.

Description de I'unique figure :

La figure 1 est un diagramme des valeurs FPS in

théoriques de 5 formulations selon I'invention.

Partie expérimentale :

vitro mesurées et

Différentes formulations ont été mises en ceuvre pour fabriquer des

suspensions aqueuses de nanocapsules selon I'invention.

Ces formulations sont détaillées ci-dessous avec les pourcentages en

masse (m/m) de chacun de leurs composants.

Les formulations 1 a 8 ci-dessous sont des compositions de suspensions aqueuses de
nanocapsules selon la présente invention.

Les formulations 1 a 8 ont été obtenues selon le procédé de préparation qui a été
décrit ci-dessus.

Formulation 1 :

Dispersion lipidique de filtre UV a base de dioxyde de titane
Cire de Carnauba : 5% ;

Acide Oléique : 5% ;

Polycaprolactone : 0,2 % ;

Sorbitan Oleate : 4,96 %

Polysorbate 20 : 7,04 %

Eau distillée : gsp 100%.

Formulation 2 :

Dispersion lipidique de filtre UV a base de dioxyde de titane
Cire de Carnauba : 5% ;

Acide Oléique : 5% ;

Polycaprolactone : 0,1 % ;

Sorbitan Oleate : 4,96 %

Polysorbate 20 : 7,04 % ;

Polysorbate 80 a 0,15% dans I'eau distillée : gsp 100%.

:25%;

:25%;
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Formulation 3 :

Dispersion lipidique de filtre UV a base de dioxyde de titane : 25 % ;

Mélange huileux d’oleoyl macrogol-6 glycerides, d’oleoyl polyoxyl-6 glycerides,
d’huile de noyau d’abricot et d’esters de polyethyléne glycol et d’acide
stearique (ci-aprés abrégé PEG-6) : 8 % ;

Mélange de polyglyceryl-3-dioleate et de polyglyceryl-3-oleate: 5 % ;
Polycaprolactone : 0,4 % ;

Gel de Poloxamere 188 a 25 % dans une solution de Polysorbate 80 a 0,15 %
dans de I'eau distillée : gsp 100%.

Formulation 4 :

Dispersion lipidique de filtre UV a base de dioxyde de titane : 27 % ;

Mélange huileux d’oleoyl macrogol-6 glycerides, d’oleoyl polyoxyl-6 glycerides,
d’huile de noyau d’abricot et d’esters de PEG-6 : 8 % ;

Mélange de polyglyceryl-3-dioleate et de polyglyceryl-3-oleate: 5 % ;
Polycaprolactone : 0,4 % ;

Parfum:1%;

Phenoxyethanol et ethylhexylglycerine : 1 % ;

Gel de Poloxamere 188 a 27 % dans une solution de Polysorbate 80 a 0,15 %
dans de I'eau distillée : gsp 100%.

Formulation 5 :

Dispersion lipidique de filtre UV a base de dioxyde de titane : 27 % ;

Oxyde de cérium : 1%

Mélange huileux d’oleoyl macrogol-6 glycerides, d’oleoyl polyoxyl-6 glycerides,
d’huile de noyau d’abricot et d’esters de PEG-6 : 8 % ;

Mélange de polyglyceryl-3-dioleate et de polyglyceryl-3-oleate : 5 % ;
Polycaprolactone : 0,4 % ;

Polysorbate 20 : 2% ;

Gel d'alcool polyvinylique a 6% dans le polysorbate 80 a 0,15% dans de I'eau
distillée gsp 100%.

Formulation 6 :

Dispersion lipidique de filtre UV a base de dioxyde de titane : 18,29 % ;
Cirede Carnauba :5%;

Acide Oléique : 5 % ;

Polycaprolactone : 0,2 % ;
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- Polysorbate 20: 8,22 % ;
- Sorbitan oléate : 3,78% ;
- Eaudistillée : 59,51%.

Formulation 7 :

- Dispersion lipidique de filtre UV a base de dioxyde de titane : 6,25 % ;
- Oxyde de cérium : 8%

- Cirede Carnauba:5%;

- Acide Oléique : 5% ;

- Polycaprolactone : 0,2 % ;

- Polysorbate 20:9,72% ;

- Sorbitan oléate : 2,28%

- Eaudistillée : 63,55%.

Formulation 8 :

- Ciredecarnauba:5%;

- Acide oléique : 5% ;

- Oxybenzone :10%;

- Polycaprolactone : 0,2 % ;
- Sorbitan oléate : 0,93 % ;
- Polysorbate 20: 11,07 % ;
- Eaudistillée : gsp 100 %.

En ce qui concerne la composition de la phase huileuse :

La dispersion lipidique de filtres UV minéraux de dioxyde de titane était
une formulation de filtre UV dite « préte a I'emploi». Elle comprenait des
nanoparticules de dioxyde de titane dispersées. Cette dispersion lipidique contenait
en masse 49,8% de particules de dioxyde de titane, dont le diamétre des particules
était compris entre 15 et 124 nm, avec un diamétre moyen de 50 nm. Le fournisseur
de cette dispersion de filtre UV minéraux de dioxyde de titane indiquait un FPS de 2,5
a 3 par pourcentage de dioxyde de titane incorporé dans une formulation d’écran
solaire.

L’oxyde de cérium (CeO) est un filtre UV minéral qui filtre principalement
les UVA.

Le mélange huileux d’oleoyl macrogol-6 glycerides, d’oleoyl polyoxyl-6
glycerides, d’huile de noyau d’abricot et d’esters de PEG-6 est un mélange d’huiles
solubilisantes. Dans les formulations 3 a 5, il s’agit de I'huile de la phase huileuse.
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Le polyglyceryl-3 dioleate et le polyglyceryl-3 oleate sont des tensio-actifs
non solubles dans l'eau dont le HLB sont respectivement de 6 et 5. Dans les
formulations 3 a 5, ils ont été utilisés en tant que tensio-actifs solubles dans la phase
huileuse.

La cire de carnauba est une cire issue des feuilles d’un palmier. Elle est
solide a température ambiante. Elle est utilisée dans les formulations 1, 2, 6 a 8
comme huile de la phase huileuse (en association avec I'acide oléique).

L’acide oléique est une huile riche en acides gras. Il est utilisé dans les
formulation 1, 2, 6 a 8 comme huile de la phase huileuse (et donc en association avec
la cire de carnauba).

Le sorbitan oleate est un émulsionnant lipophile d’origine végétale. Dans
les formulations 1, 2, 6 a 8, il a été utilisé en tant que premier agent tensio-actif.

En ce qui concerne la composition de la phase aqueuse :

Le poloxamére 188 est un polymeére hydrophile, dont la structure
comprend des blocs d’oxyde d’éthyléene (EO) et d’oxyde de propyléne (PO) arrangés
selon la structure tri-blocs suivante : EOx — POy — EOx, et qui se présente sous la forme
d’un hydrogel. Il est utilisé dans les formulations 3 et 4 pour épaissir et améliorer la
texture finale, ainsi que la stabilité de la suspension aqueuse de nanocapsules selon
I'invention.

Le gel d’alcool polyvinylique présent dans la formulation 5 est un
polymére hydrophile sous forme d’hydrogel. Il est utilisé pour épaissir et améliorer la
texture finale, ainsi que la stabilité de la suspension aqueuse de nanocapsules selon
I'invention.

Les polysorbate 80 et 20 sont des agents tensio-actifs solubles dans I’eau
de HLB respectifs 15 et 17. Dans le cadre de I'invention, il s’agit des agents tensioactifs
solubles dans la phase aqueuse.

Le mélange phenoxyéthanol et ethylhexylglycérine est un excipient
soluble dans I’eau qui a été ajouté comme agent conservateur dans la phase aqueuse
de la formulation 4.

La formulation 4 contient aussi un parfum qui a été ajouté dans la phase
aqueuse.

Les suspensions aqueuses de nanocapsules des formulations 1, 2, 6, 7 et
8 ont été réalisées de la maniére suivante :

Du polycaprolactone qui est un polymere hydrophobe a été fondu a
environ 95°C dans un bécher.
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La cire de carnauba, |'acide oléique et le sorbitan oleate ont été mélangés
avec le polycaprolactone fondu, sous agitation mécanique modérée entre 11 000 et
13000 tr/min (tr/min étant I'abbréviation de « tour par minute ») a l'aide d'un
agitateur a pales.

Les filtres UV minéraux ou organique (a savoir I'oxybenzone pour la
formulation 8) détaillés ci-dessus ont été dispersés avec le mélange de
polycaprolactone fondu avec la cire de carnauba, I'acide oléique et le sorbitan oleate
jusqu'a obtention d'un mélange limpide.

La phase aqueuse a été préparée en dispersant le polysorbate 20 dans de
I'eau distillée avec, le cas échéant pour la formulation 2 I’ajout de polysorbate 80.

La solution aqueuse ainsi obtenue a alors été chauffée a 90°C, afin d'étre
dispersée, sous agitation mécanique modérée entre 13 000 et 16 000 tr/min a l'aide
d'un agitateur a pales, dans le mélange comprenant la polycaprolactone fondue, les
filtres UV minéraux (ou le cas échéant le filtre UV organique), la cire de carnauba,
I'acide oléique et le sorbitan oléate.

La formation de nanocapsules en suspension aqueuse selon I'invention a
été spontanée sous l'effet de I'agrégation de la polycaprolactone au contact de la
phase aqueuse.

Les suspensions aqueuses des nanocapsules des formulations 3, 4 et 5
ont été réalisées de la maniére suivante :

De la polycaprolactone a été fondue a environ 95°C dans un bécher.

Le mélange huileux d’oleoyl macrogol-6 glycerides, d’oleoyl polyoxyl-6
glycerides, d’huile de noyau d’abricot et d’esters de PEG-6 et le mélange huileux de
polyglyceryl-3-dioleate et de polyglyceryl-3-oleate ont été mélangés ensemble avec la
polycaprolactone fondue, sous agitation mécanique modérée, a savoir entre 11 000 et
13000 tr/min, a I'aide d'un agitateur a pales.

Les filtres UV minéraux détaillés ci-dessus ont été dispersés avec la
polycaprolactone fondue et le mélange huileux d’oleoyl macrogol-6 glycerides,
d’oleoyl polyoxyl-6 glycerides, d’huile de noyau d’abricot, d’esters de PEG-6, de
polyglyceryl-3-dioleate et de polyglyceryl-3-oleate jusqu'a obtention d'un mélange
limpide.

La phase aqueuse a été préparée en dispersant le gel de poloxameére
dans le cas des fomulations 3 et 4, et le gel d’alcool polyvinylique dans le cas de la
formulation 5, dans une solution de polysorbate 80 sous agitation mécanique lente, a
savoir entre 500 et 1000 tr/min avec, le cas échéant pour la formulation 4 du parfum
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et le mélange phenoxyethanol et ethylhexylglycerine et, pour la formulation 5 du
polysorbate 20.

La solution aqueuse ainsi obtenue a été chauffée a 90°C afin d'étre
dispersée, sous agitation mécanique comprise entre 11 000 et 13 000 tr/min, a l'aide
d'un agitateur a pales, dans le mélange comprenant la polycaprolactone fondue, le
mélange huileux d’oleoyl macrogol-6 glycerides, d’oleoyl polyoxyl-6 glycerides, d’huile
de noyau d’abricot, d’esters de PEG-6, de polyglyceryl-3-dioleate et de polyglyceryl-3-
oleate et les filtres UV minéraux.

La formation de nanocapsules en suspension aqueuse selon I'invention a
été spontanée sous l'effet de I'agrégation de la polycaprolactone au contact de la
phase aqueuse.

Pour les formulations 1 a 8, il a été déterminé :

1) la taille des nanocapsules (en nm) ;
2) le potentiel zéta (en mV) ;

3) lindice de polydispersion ;

4) la longueur d’onde critique (en nm).

Plus précisément, la taille et le potentiel zéta des nanocapsules ont été
déterminés a l'aide d'un granulometre et d’un zétametre (zeta nanosizer ZS, Malvern
Instrument) respectivement selon les principes de diffusion dynamique de la lumiére
et d’électrophorese par effet Doppler.

Le tableau 1 ci-dessous détaille les valeurs obtenues de ces quatre paramétres pour
chacune des formulations 1 a 8.

N° de Taille Indice de Potentiel Longueur
formulation | (nm) polydispersion Zéta (mV) d’onde
critique (nm)

1 148 +1 0,206 + 0,007 -39,0+1,0 369,4+1,0
2 175 +21 0,454 + 0,047 -38,4+1,2 372,0+0,0
3 637 + 18 0,390 + 0,052 -27,6+0,6 379,4 +0,9
4 440+9 0,291 + 0,022 -34,2+1,0 378,7+0,4
5 323+92 0,559 + 0,038 -30,2+2,0 368,8+0,8
6 128 +1 0,137 £ 0,016 -28,6 + 0,685 369,2+0,4
7 194 +5 0,268 + 0,027 -25,5+ 0,453 376,0+0,0
8 768+20 0,670+ 0,01 -32,7+2,02 359,8+0,8

Tableau 1 : Valeurs de la taille, de I'indice de polydispersion, du potentiel zéta et de la
longueur d’onde critique des formulations 1 a 8
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D’aprés les valeurs de taille détaillées dans le tableau 1 ci-dessus, on
reléve que la taille des nanocapsules peut &tre comprise entre environ 100 nm et
environ 770 nm.

L'indice de polydispersion des suspensions de nanocapsules permet
d’évaluer si les nanocapsules sont plus ou moins dispersées dans des populations de
tailles différentes.

Lorsque I'indice de polydispersion est :

- inférieur a 0,05 : la suspension est dite monomodale. Il y a une
seule population de taille.

- compris entre 0,05 et 0,08: la suspension est presque
monomodale.

- compris entre 0,08 et 0,7 : la suspension est de polydispersité
moyenne. Autrement dit, il existe différentes populations de taille
de particules en suspension.

- supérieur a 0,7 : la suspension est trés polydispersée. Autrement
dit, il existe de nombreuses classes de populations de tailles dans
la suspension.

Au vu des valeurs de I'indice de polydispersion détaillées dans le tableau
1, les suspensions de nanocapsules des formulations 1 a 8 sont toutes de
polydispersité moyenne.

La mesure du potentiel z&éta permet d’évaluer la charge des nanocapsules
en suspension dans un solvant et ainsi de déterminer la stabilité de la suspension
aqueuse de nanocapsules.

On estime qu’une suspension de nanocapsules est stable si son potentiel
zéta est supérieur a 30 mV en valeur absolue.

II' y a deux mécanismes qui affectent fortement la stabilité d’une
suspension : la répulsion stérique et la répulsion électrostatique.

Les suspensions de nanocapsules selon la présente invention
comprennent un ou deux polyméres et des tensio-actifs. Ces tensio-actifs vont
largement influencer la stabilité de ces suspensions, puisque les nanocapsules vont se
repousser stériquement et donc cela va inhiber les phénoménes d’instabilité comme
la floculation ou la coalescence des nanocapsules en suspension.

Les suspensions de nanocapsules selon la présente invention présentant
déja un encombrement stérique, on estime qu’un potentiel zéta autour de 28 mV en
valeur absolue indique une stabilité acceptable.
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Au vu des valeurs du potentiel zéta détaillées dans le tableau 1, les
suspensions de nanocapsules des formulations 1 a 8 sont toutes de stabilité
acceptable.

La longueur d’onde critique correspond a la longueur d’onde en dessous
de laquelle I'intégrale de la courbe du spectre d’absorption commengant a 290 nm
atteint 90% de l'intégrale de 290 a 400 nm. Il est connu que pour les écrans solaires
aient une efficacité optimale, il faut qu’ils aient une longueur d’onde critique d’au
minimum environ 370 nm. Au vu des valeurs des longueurs d’ondes critiques
détaillées dans le tableau 1, on reléve que les formulations 1 a 7 valident toutes ce
critére requis quant a la longueur d’onde critique. En effet, les valeurs de la longueur
d’onde critique de ces formulations 1 a 7 sont comprises entre environ 369 nm et 380
nm.

En ce qui concerne la formulation 8 qui est la seule formulation qui
comprend un filtre UV organique (I'oxybenzone), la valeur de la longueur d’onde
critique de 359,8 nm est inférieure a la longueur d’onde critique des formulations 1 a
7 qui comprennent toutes des filtres UV minéraux. Cela s’explique par le fait que
I"oxybenzone est un filtre UV qui est connu pour filtrer essentiellement les UVB. Il n’en
demeure pas moins que la suspension aqueuse de nanocapsules de la formulation 8
pourrait parfaitement étre utilisée dans la formulation d’un écran solaire.

Le tableau 2 ci-dessous détaille pour chacune des formulations 1a 8 :

- Le FPS in vitro « théorique » qui a été estimé a partir des données fournies par
le fournisseur des filtres UV minéraux ou organique (pour le cas de la
formulation 8) utilisés dans les formulations 1 a 8 qui se présentaient sous la
forme de filtres UV minéraux ou organique « préts a I'emploi » (autrement dit
pouvant étre directement incorporés dans une formulation d’écran solaire).

- Le FPS in vitro « mesuré » qui a été déterminé selon les directives de 2011 de
la fédération européenne des industries cosmétiques: la « Cosmetics Europe
Association », anciennement appelée COLIPA.

- L'indice d’augmentation du FPS : I'indice d’augmentation du FPS obtenu du fait
de l'encapsulation du filtre UV dans des nanocapsules selon l'invention par
rapport au FPS de ce méme filtre UV indiqué par le fournisseur, a savoir « sous
forme libre », c’est-a-dire non-encapsulé.
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L'indice d’augmentation du FPS est obtenu selon la formule suivante Il :

Indice d'augmentation du FPS =

(FPS in vitro mesuré)—(FPS in vitro théorique)

(FPS invitro théorique) X100 “I)
N° de FPS in vitro théorique FPS in vitro Indice d’augmentation
formulation mesuré du FPS (%)

1 Entre 30,7 et 36,9 66,2 Entre 79,4 et 115,3
2 Entre 30,7 et 36,9 49,1 Entre 33,1 et 59,9
3 Entre 30,7 et 36,9 46,3 Entre 25,5 et 50,6
4 Entre 33,2 et 39,8 52,1 Entre 30,8 et 56,9
5 Entre 33,2 et 39,8 51,8 Entre 30,1 et 55,8
6 25 62,1 150,0

7 8,5 29,1 243,5

3 11 19 73

Tableau 2 : Valeurs des FPS théoriques et mesurés, ainsi que l'indice d’augmentation
du FPS des formulations 1 & 8

La figure 1 est un histogramme réalisé a partir des valeurs des
formulations 1 a 5 détaillées dans ce tableau 2. Plus précisément, sur cet histogramme
figurent pour les formulations 1a 5 :

- la valeur moyenne du FPS in vitro théorique, avec la barre d’écart-
type;

- lavaleur du FPS in vitro mesuré, et

- lavaleur moyenne de l'indice d’augmentation du FPS (exprimé en
pourcentage).

Le tableau 2 et la figure 1 révélent également que les formulations 1 a 8
selon la présente invention présentent un indice d’augmentation du FPS compris
entre environ 25% et 244%. Cela est tout a fait remarquable et signifie que
I"'encapsulation des filtres UV de maniére a obtenir des nanocapsules en suspension
aqueuse selon l'invention a permis d’augmenter trés significativement le FPS de ces
filtres UV.

Du fait de cet indice d’augmentation du FPS trés important, il convient de
relever que ces nanocapsules en suspension aqueuse selon la présente invention sont
trés avantageuses pour leur utilisation dans la formulation d’écran solaire, en
particulier d’écran solaire comprenant des filtres UV minéraux.
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En effet, dans ces formulations d’écran solaire, la concentration en filtres
UV, en particulier en filtres UV minéraux, pourra étre inférieure a celle que
contiennent les autres formulations d’écran solaire incorporant ces mémes filtres UV
minéraux, et ce tout en offrant une protection solaire parfaitement conforme a la
réglementation en vigueur.

Ainsi, du fait de cette quantité réduite en filtres UV, en particulier en
filtres UV minéraux (par exemple le dioxyde de titane), tout en garantissant une
protection solaire tout a fait acceptable pour les réglementations, les formulations
d’écran solaire comprenant des nanocapsules en suspension aqueuse selon I'invention
limiteront, voire méme supprimeront, le probléeme esthétique des traces blanches
et/ou les difficultés d’étalement de I'écran solaire que pouvaient poser les
formulations d’écran solaire connues contenant ces filtres UV minéraux.

On comprend aisément les avantages procurés par la présente invention
en ce qui concerne la formulation d'écran solaire incorporant des nanocapsules en
suspension aqueuse selon l'invention.

De plus, les formulations A et B ci-dessous d’écran solaire selon la
présente invention ont été préparées.

Les compositions de ces formulations A et B sont détaillées ci-dessous.
Parmi les composants de ces formulations A et B, il y a les suspensions aqueuses de
nanopcapsules des formulations 6 et 7 qui ont été décrites ci-dessus.

Formulation A :
- particulesde CeO :5 % ;
- dispersion lipidique de Zn0:1%;
-  huilede Karanja:5%;
- formulation 6:67 % ;
- formulation7:18 % ;
- di-glycérine:1%;
- parfum:1%;
- Phénoxyéthanol : 1% ;
- sepineoP 600% : 1 %.

Formulation B :
-  particulesde Ce0:3%;
- dispersion lipidique de Zn0 : 2 % ;
- huilede Karanja:8 % ;
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-  formulation 6 : 65 % ;
- formulation7:18 % ;
- di-glycérine:1%;

- parfum:1%;

- Phénoxyéthanol : 1% ;
- Sepineo P 600® : 1 %.

Dans les formulations Aet B :

La dispersion d’oxyde de zinc (ZnO) était une dispersion lipidique de
filtres UV dite « préte a I'emploi ». Elle comprenait 67 % en masse de microparticules
d’oxyde de zinc dont la taille était supérieure a 100 nm. Le fournisseur de cette
dispersion d’oxyde de zinc indiquait un FPS de 1 a 1,5 par pourcentage d’oxyde de zinc
incorporé dans une formulation d’écran solaire.

La di-glycérine est un dimére de glycérine. Le nom commercial du produit
utilisé est « diglycérine S ».

Le Sepineo P 600® est un polymeére épaississant, émulsifiant et
stabilisant. Plus précisément, il s’agit d’'un mélange d’acrylamide, de copolymére de
taurate-acryloyldimethyl de sodium, d’isohexadecane et de Polysorbate 80.

Le tableau 3 ci-dessous détaille pour chacune des formulations Aet B :

- Les pourcentages massiques des filtres UV minéraux que sont le dioxyde de
titane, I'oxyde de zinc et I'oxyde de cérium.

- Le FPS in vivo « théorique » qui a été estimé a partir des données fournies par
le fournisseur des filtres UV minéraux utilisés dans ces formulations A et B, a
savoir la dispersion d’oxyde de zinc, la dispersion de dioxyde de titane
(formulation 6 et 7) et I'oxyde de cerium (formulation 7) et qui se présentaient
sous la forme de filtres UV minéraux « préts a I'emploi » - autrement dit
pouvant étre directement incorporés dans une formulation d’écran solaire.

- Le FPSin vivo « mesuré » qui a été déterminé selon les directives de 2011 de la
fédération européenne des industries cosmétiques: la « Cosmetics Europe
Association », anciennement appelée COLIPA.

- L’indice d’augmentation du FPS : I'indice d’augmentation du FPS obtenu du fait
de I'encapsulation du filtre UV dans des nanocapsules selon I'invention par
rapport au FPS de ce méme filtre UV indiqué par le fournisseur, a savoir « sous
forme libre », c’est-a-dire non-encapsulé.

- Lalongueur d’onde critique (nm).
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N° de % % % | FPSinvivo | FPSin Indice Longueur

formulation | de de de | théorique vivo d’augmentation | d’onde
TiO, | ZnO | CeO mesuré du FPS (%) critique

(nm)
A 6,58 | 0,68 | 6,44 19 37 95 376,3 ¢

0,5
B 6,4 | 1,36 | 4,44 19 42 121 376,2 +

0,4

Tableau 3 détaillant les pourcentages massiques des filtres UV minéraux (TiO,, ZnO et
Ce0), le FPS in vivo théorique, le FPS in vivo mesuré, I'indice d’augmentation du FPS et
la longueur d’onde critique des formulations A et B.

D’apres, le tableau 3, on releve que les valeurs de longueur d’onde
critique des formulations A et B sont supérieures a 370 nm. Cela témoigne d’une
efficacité optimale de protection solaire de ces formulations d’écran solaire.

En outre, on reléve que les formulations A et B présentent un indice
d’augmentation du FPS de respectivement 95% et 121%. Cela témoigne que
I'incorporation de nanocapsules en suspension aqueuse selon l'invention dans des
formulations d’écran solaire A et B a permis d’obtenir des formulations d’écran solaire
dont le FPS a été augmenté trés significativement par rapport au FPS de formulations
d’écran solaire équivalentes mais dans lesquelles les filtres UV n’étaient pas
encapsulés.

Les valeurs de FPS détaillées dans le tableau 3 témoignent de tout
I'intérét d’'incorporer dans des formulations d’écran solaire des filtres UV encapsulés
dans des nanocapsules en suspension aqueuse selon I'invention.

L'exemple détaillé ci-dessous est un exemple comparatif entre une
suspension aqueuse de nanocapsules selon linvention et une suspension de
nanocapsules obtenues selon le procédé décrit dans la demande WO 2010/040194 A2
précitée.

Plus précisément, on a comparé le FPS de deux suspensions aqueuses de
nanocapsules chargées avec 10% de filtre UV chimique (I'oxybenzone) :

- la suspension 1 qui correspond exactement a la formulation 8 qui a été décrite
ci-dessus ;

- la suspension 2 qui a été obtenue a partir du procédé décrit dans la demande
WO 2010/040194 A2.

La suspension 2 avait la composition suivante :
- Oxybenzone :10%;
- Polycaprolactone : 0,19 % ;
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- Sorbitanoléate:2 % ;
- HuiledeKaranja:1%;
- Acétone:27mL;
- Polysorbate 80:2%;
5 - Eaudistillée : qsp 100 %.

La suspension 2 a été obtenue a partir du procédé de préparation décrit
dans l'unique exemple de préparation de nanocapsules de la demande WO
2010/040194 A2, a savoir a la page 17 de cette demande internationale.

10 La suspension 2 a été obtenue de la maniére suivante :

On a préparé une phase aqueuse en dissolvant le polysorbate 80 dans de
I'eau distillée.

On a préparé une phase organique en mélangeant le sorbitan oléate, la
polycaprolactone, I'oxybenzone, I'huile de Karanja dans de I'acétone, et ce de maniére

15 a ce que tous les composants de la phase organique (ou autrement dit la phase
huileuse) soient dissous pour obtenir un mélange homogéne.

Ensuite, on a ajouté la phase organique a la phase aqueuse et soumis le
mélange ainsi obtenu a une agitation pour bien '"homogénéiser.

L’acétone a été évaporée de maniére a obtenir une suspension aqueuse

20  de nanocapsules.

Le tableau 4 ci-dessous détaille le FPS in vitro théorique et mesuré, ainsi
que l'indice moyen d’augmentation du FPS des suspensions 1 et 2.

FPS in vitro . Indice moyen d’augmentation
. . FPS in vitro
Suspensions théorique du FPS (en %)
mesuré
moyen
Suspension 1 11 19 73
Suspension 2 11 4 0

25 Tableau 4 détaillant le FPS in vitro théorique et mesuré, ainsi que l'indice moyen
d’augmentation du FPS des suspensions 1 et 2

D’aprés le tableau 4, on reléve que la suspension aqueuse 1 de

nanocapsules selon l'invention présente un indice d’augmentation du FPS de 73%, et

30 ce a la différence de la suspension 2 pour laquelle lI'indice d’augmentation du FPS est
nul.

Ainsi, par comparaison avec des suspensions agueuses de nanocapsules

obtenues selon un autre procédé de préparation mais avec des quantités équivalentes
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de filtre UV encapsulé, cet exemple comparatif témoigne de tout l'intérét des
suspensions aqueuses de nanocapsules selon I'invention qui :
a) présentent un indice d’augmentation du FPS, et
b) ne nécessitent pas dans leur procédé de préparation la mise en
ceuvre de solvant organique dans la phase huileuse et dont les
inconvénients ont été détaillés ci-dessus.

En d’autres termes, par comparaison avec des suspensions aqueuses de
nanocapules de I'état de l'art, en l'occurrence les suspensions décrites dans la
demande WO 2010/040194 A2, les suspensions aqueuses de nanocapsules selon
I'invention exhibent non seulement des propriétés de protection solaire plus
performantes, mais aussi leur procédé de préparation est moins contraignant et plus
rapide, car il ne nécessite pas une étape d’élimination d’'un des composants de la
phase huileuse, a savoir le solvant organique (par exemple I'acétone) a I'issue de leur
préparation.

En outre, les suspensions aqueuses de nanocapsules selon l'invention,
affranchies de tout solvant organique au cours de la préparation de la phase huileuse,
ne présentent pas le risque de comprendre cette « impureté » consistant en ce
solvant organique. Or, ce risque demeure pour les suspensions aqueuse de
nanocapsules de I'état de I'art précitées, et ce malgré toutes les mesures prises au
cours de I'étape d"élimination de ce solvant organique.
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REVENDICATIONS

1. Suspension aqueuse de nanocapsules qui comprennent un coeur
huileux dans lequel au moins un filtre UV est dispersé de fagon homogéne et une
enveloppe polymérique contenant au moins un polymere hydrophobe, ladite
suspension aqueuse de nanocapsules est susceptible d’étre obtenue par un procédé
de préparation dans lequel on mélange :

a) une premiére phase, dite phase huileuse, qui comporte :

- au moins un polymere hydrophobe,

- au moins une huile,

- au moins un filtre UV, et

- au moins un premier agent tensio-actif,
cette premiere phase étant portée a une température T1 supérieure a la température
de fusion du polymére hydrophobe,
a cette température T1, le polymeéere hydrophobe étant miscible au mélange du
premier agent tensio-actif et de ['huile, et le filtre UV étant miscible, soluble ou
solubilisé, dans le mélange du premier agent tensio-actif et de I'huile ;

b) une deuxiéme phase, dite phase aqueuse, qui comprend de I'eau
et/ou au moins un solvant polaire, et optionnellement au moins un deuxiéme agent
tensio-actif,
de maniére a obtenir la formation de nanocapsules en suspension aqueuse.

2. Suspension aqueuse de nanocapsules selon la revendication 1,
caractérisée en ce que le filtre UV est choisi parmi les filtres UV organiques, les filtres
UV minéraux ou tout composé possédant un pouvoir de filtration dans les UVB et/ou
les UVA.

3. Suspension aqueuse de nanocapsules selon la revendication 2,
caractérisée en ce que le filtre UV est choisi parmi I'oxylbenzone, le sulisobenzone, le
dioxybenzone, I'ethyl anthranilate, I'avobenzone, le terphatylidene, le dicamphre
acide sulfonique, le bis-ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl triazine, le bis-
ethylhexyloxyphenol, le methoxy phenyl triazoeno, le para-amino acide benzoique, le
p-amyl dimethyl para-amino acide benzoique, le 2-ethoxyethyl-p-methoxycinnamate,
le digalloyl trioleate, I'ethyl 4-bishydroxypropylaminobenzone, le 2-ethoxyethyl 2-
cyano-3,3,diphenylacrylate, le  2-ethylhexyl-p-methoxy cinnamate, le 2-
ethylhexylsalicylate, le glyceryl para-amino acide benzoique, ’'homo-methyl salicylate,
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le dihydroxyacetone, I'‘octyl dimethyl para-amino acide benzoique, le 2-
phenylbenzimidazole-acide sulfonique et le triethanolamine salicylate.

4. Suspension aqueuse de nanocapsules selon la revendication 2,
caractérisée en ce que le filtre UV est choisi parmi le dioxyde de titane, I'oxyde de
zinc, 'oxyde de cérium, le kaolin et le talc.

5. Suspension aqueuse de nanocapsules selon la revendication 2,
caractérisée en ce que le filtre UV est choisi parmi les molécules naturelles ou les
huiles ayant des propriétés de filtration des UVB et/ou UVA telles que la cire de
carnauba, I'huile d’olive, I'huile de karanja, 'acide usnique, la propolis et I'extrait de

concombre.

6. Suspension aqueuse de nanocapsules selon l'une quelconque des
revendications 1 a 5, caractérisée en ce que la phase huileuse comprend en masse de
0,1% a70 %, de préférence de 0,1 % a 20 % de filtre UV.

7. Suspension aqueuse de nanocapsules selon I'une quelconque des
revendications 1 a 6, caractérisée en ce que |"huile est choisie parmi les triglycérides,
les propyléne glycol dicaprylocaprates, les macrogolglycérides oléoyles, lauroyles et
linoléoyles, les huiles végétales, les cires animales et les cires végétales.

8. Suspension aqueuse de nanocapsules selon I'une quelconque des
revendications 1 a 7, caractérisée en ce que la phase huileuse comprend de 5 % a 85
%, de préférence de 10 % a 40 %, en masse d’huile.

9. Suspension aqueuse de nanocapsules selon l'une quelconque des
revendications 1 a 8, caractérisée en ce que le polymeére hydrophobe est choisi parmi
les polymeres vinyliques, les polyesters, les polyamides, les polyuréthanes et les
polycarbonates.

10. Suspension aqueuse de nanocapsules selon I'une guelconque des
revendications 1 a 9, caractérisée en ce que la phase huileuse comprend de 0,1 % a
4%, de préférence de 0,1 % a 0,5 %, en masse de polymére hydrophobe.
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11. Suspension aqueuse de nanocapsules selon I'une quelconque des
revendications 1 a 10, caractérisée en ce que le premier agent tensio-actif est choisi
parmi les propylene glycol laurates, les propyléne glycol caprylates, les polyglycéryl
oléates, les macrogolglycérides caprylocaproyles et les esters de sorbitan.

12. Suspension aqueuse de nanocapsules selon I'une quelconque des
revendications 1 a 11, caractérisée en ce que la phase huileuse comprend de 2 % a 50
%, de préférence de 2 % a 6 %, en masse de premier agent tensio-actif.

13. Suspension aqueuse de nanocapsules selon I'une quelconque des
revendications 1 a 12, caractérisée en ce que le deuxiéme agent tensio-actif est choisi
parmi les polysorbates 20, 60, 80, les macrogol stéarates, les macrogol cetostearyl
éthers, les macrogol lauryl éthers, les macrogol oleyl éthers, les macrogol oléates,
I'huile de ricin polyoxyl et I'huile de ricin polyoxyl hydrogénée.

14, Suspension aqueuse de nanocapsules selon I'une quelconque des
revendications 1 a 13, caractérisée en ce que la phase aqueuse comprend de 0,1 % a
12 %, de préférence de 5 % a 10 %, en masse de deuxiéme agent tensio-actif.

15. Suspension aqueuse de nanocapsules selon I'une quelconque des
revendications 1 a 14, caractérisée en ce que les nanocapsules ont un diamétre
inférieur a 1000 nm.

16. Composition d’écran solaire solaire comprenant au moins une
suspension aqueuse de nanocapsules selon I'une quelcongque des revendications 1 a
15.

17. Composition d’écran solaire selon la revendication 16, caractérisée en
ce qu’'elle est formulée sous la forme d’une émulsion fluide, d’une émulsion épaisse,
d’un gel, d’'une huile, d’un stick ou d’une lotion.
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Chapitre IV: Formulation d’un filtre UV chimique, la benzophénone-3, dans des particules lipidiques submicroniques

A- Introduction :

L'utilisation d’écrans solaires est un moyen efficace pour protéger la peau des effets néfastes
du rayonnement UV. Les filtres UV organiques sont les filtres UV préférentiellement
incorporés dans les écrans solaires de par leur facilité a étre formulés et leur fini esthétique
satisfaisant sur la peau [13, 41, 169]. Pour exercer son effet protecteur sur la peau de
maniere optimale, un filtre UV doit rester au niveau des couches cutanées les plus
superficielles. Le SC constitue une barriere efficace contre les agents physiques et chimiques
exogénes pouvant entrainer des effets néfastes s’ils venaient a pénétrer I'organisme.
Cependant, cette barriere peut étre détériorée notamment par le rayonnement UV ce qui
peut faciliter la pénétration de molécules telles que les filtres UV organiques contenus dans
les écrans solaires [170]. Plusieurs études ont montré la capacité de plusieurs filtres UV
organiques a pénétrer la peau en entrainant des effets indésirables [41, 170]. La BP-3 est un
des filtres UV organique les plus controversé puisque, de par ses propriétés
physico-chimiques (Tableau 16), elle a la capacité de pénétrer la peau. En effet, la BP-3 a pu
étre détectée dans le plasma sanguin, le lait maternel et les urines d’individus apres
application topique [91, 171, 172]. Plusieurs études ont montré que la BP-3 peut engendrer
des réactions allergiques et photo-allergiques [173] et également agir comme perturbateur
endocrinien [174]. Depuis une vingtaine d’années, de nombreuses études montrant l'intérét
des micro-transporteurs (i.e. taille > 1 um) et nano-transporteurs (i.e. taille < 1 um)
lipidiques pour formuler les filtres UV organiques ont été publiées. Ces transporteurs
lipidiques permettraient de protéger les filtres UV organiques des phénoménes de
photo-dégradation, qui sont couramment subis par ce type de molécules, et également de
limiter leur pénétration cutanée [175-178]. Des études ont montré que la formulation de la
BP-3 dans des SLN réduisait son absorption percutanée de 50 % par rapport a une émulsion
H/E [152, 154, 179, 180]. Les nanocapsules lipidiques polymériques se sont aussi montrées
efficaces pour réduire la perméation cutanée de la BP-3 tout en augmentant ses propriétés
photo-protectrices dans le domaine UV [181]. Toutes ces études publiées confirment la
nécessité de développer des formulations innovantes pour les filtres UV chimiques qui
permettraient d’obtenir un haut pouvoir photo-protecteur tout en réduisant la perméation
percutanée de ces molécules afin de prévenir les effets indésirables sur I'organisme qu’elles
peuvent engendrer. Les nanoparticules et nanocapsules lipidiques sont des transporteurs
colloidaux particulierement intéressants pour véhiculer des molécules lipophiles
[182, 183, 147]. Ces transporteurs lipidiques permettent de protéger les PA des phénomeénes
de photo-dégradation, d’améliorer leur biodisponibilité et également de contréler leur
libération [184-185]. Ces transporteurs lipidiques colloidaux seraient efficaces pour
permettre aux filtres UV organiques de s’accumuler au niveau des couches cutanées les plus
superficielles pour garantir un effet photo-protecteur optimal [181, 185, 186]. La taille de ces
transporteurs lipidiques (i.e. taille < 1 um) facilite leur incorporation dans des formulations
dermatologiques [187]. Les SLN possédent un cceur lipidique solide a température ambiante
composé par des lipides physiologiquement tolérés et biodégradables [150, 151, 188]. Les
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NLC possedent un cceur lipidique constitué par un mélange de lipides solides et liquides a
température ambiante [181]. Cette seconde génération de SLN permet (i) d’améliorer la
formulation des molécules dans la matrice lipidique, (ii) de moduler le profil de libération de
la molécule formulée et (iii) de prolonger le maintien de la molécule dans le cceur lipidique
durant le stockage de la formulation [189]. La matrice lipidique des NPLC et des NC est
associée a un polymeére hydrophobe. La membrane polymérique des NPLC et des NC permet
la libération prolongée ainsi que la protection des molécules lipophiles encapsulées dans le
cceur de ces transporteurs lipidiques polymériques [183, 147]. Le but de cette étude est de
comparer la capacité des SLN, NLC, NPLC et NC a formuler la BP-3 en réduisant sa
pénétration cutanée vers I'épiderme vivant. Les suspensions de SLN, NLC, NPLC et NC ont
été caractérisées en termes de diameétre hydrodynamique moyen (Z-Ave), de polydispersité
(Pdl) et de potentiel Zeta ({). De plus, le FPS des différentes suspensions a été évalué in vitro.
Les résultats concernant I'absorption percutanée de la BP-3 sont discutés en paralléle des
résultats de granulométrie, de taux d’encapsulation et de FPS.

Tableau 16 : Propriétés physico-chimiques et données toxicologiques publiées de la BP-3.

Propriétés physico-chimiques Données toxicologiques publiées

Nom [UPAC 2-hydroxy-4methoxybenzophenone Dermatites photo-allergiques de contact

[173, 197]

Sr:ruqture Pénétration cutanée chez ’'Homme
chimique
q - [89, 90]

Production de DRO dans le cytoplasme des

Poids -1 kératinocytes humains
moléculaire 228,24 g.mol [198]
Détection dans le plasma, les urines et le lait maternel
Log (KoctEau) 3,7 [87, 88, 199]
§°|Ub‘i”té odans 3,7 mg.L" Activité cestrogénique
I'eau a 20°C [59 61 96]
Point de fusion 62°C — 65°C Polluant écologique et environnemental

[104, 200, 201]

A- Etude comparative de la perméation cutanée de la BP-3 formulée dans des

nanoparticules et des nanocapsules lipidiques:

1- Matériels et méthodes:

a) Formulation des suspensions de nanoparticules et nanocapsules
lipidiques contenant de la BP-3:
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La composition et les modes opératoires de formulation des différentes suspensions sont
présentés dans le Tableau 17 et les Figures 33 et 34. La phase lipidique des suspensions de
SLN, NLC et NPLC a été chauffée a 85°C sous agitation magnétique pendant trente minutes.
La phase aqueuse de ces suspensions a également été chauffée a 85°C avant d’étre ajoutée
dans la phase lipidique sous agitation magnétique. Les deux phases ont été homogénéisées
magnétiqguement pendant trois minutes avant d’étre homogénéisées sous ultrasons pendant
dix minutes. Les suspensions obtenues ont ensuite été refroidies sous agitation magnétique.
Une fois la température des suspensions redescendue sous les 30°C, elles ont été
conditionnées et étudiées.

Concernant la suspension de NC, la phase huileuse a été chauffée a 85°C sous agitation
mécanique et laissée homogénéiser ainsi pendant trente minutes. La phase aqueuse a
également été chauffée a 85°C sous agitation mécanique avant d’étre ajoutée dans la phase
lipidique sous agitation mécanique. La suspension est ensuite laissée a refroidir ainsi jusqu’a
ce que sa température chute en dessous de 30°C. La suspension a alors été conditionnée et
étudiée.

Pour cette étude, une solution aqueuse d’albumine a été préparée comme formulation
témoin en mélangeant de I'albumine dans une solution de tampon phosphate salin (PBS)
pour y solubiliser la BP-3. La solution est laissée a homogénéiser pendant trente minutes
avant d’étre conditionnée. La Figure 35 montre la représentation schématique d’un SLN,
d’un NLC, d’un NPLC et d’une NC.

b) Analyse de la granulométrie et du potentiel Zeta des NLC et des NPLC:

Le Z-Ave, le Pdl ainsi que le potentiel ¢ des SLN, des NLC, des NPLC et des NC ont été
déterminés selon les principes de diffusion dynamique de la lumiere (DDL) et de
I’électrophorese laser Doppler (ELD) respectivement pour le Z-Ave et le Pdl et pour le
potentiel . Le Zetasizer nano ZS® (Malvern Instrument, France) permet d’analyser des
solutions colloidales de suspensions dont la taille des particules se situe entre 0,6 nm et
6 um sous un angle de détection de 173° et une longueur d’onde de 633 nm. Le potentiel ¢
des particules lipidiques en suspension a été mesuré sous une conductivité maximale de
200 mS.cm™. Les formulations ont préalablement été diluées dans de 'eau déminéralisée
avant les mesures. Les mesures ont été réalisées a 25°C + 2°C dans des cuves en polystyréne
adaptées. Les valeurs de Z-Ave, Pdl et de potentiel { correspondent a la moyenne plus ou
moins |'écart-type de 10 mesures expérimentales.
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Tableau 17 : Composition des suspensions de SLN, NLC, NPLC et NC contenant de la BP-3 (% m/m).

Concentrations (% m / m)

Solution aqueuse

Composés SLN NLC NPLC NC d'albumine
Suppocire AIML 10 10 10 - -
Acide oléique - 5 5 - -
Labrafil M1944CS . . . 10 :
Plurol oléique cc497° - - - 10 -
Poly-e-caprolactone - - 0,5 0,5 -
BP-3 5 5 5 5 5
Montane 80 6 4 4 - -
Montanox 80® - - - 0,08 -
Montanox 20® 4 6 6 - -
Poloxamer 188 - - - 24 -
Albumine de blanc d’oeuf - - - - 2
Solution de PBS - - - - Qsp 100
Eau déminéralisée Qsp 100 Qsp100 Qsp100 Qsp 100 -
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Etape 1 Etape 2
Phase lipidique Phase aqueuse
Chauffage a 85°C £ 2°C sous agitation Chauffage a 85°C + 2°C sous agitation
magnétique a 500 rpm pendant 30 minutes magnétique & 300 rpm

—

50
O OD

Etape 3 o™ 0O

Ajout de la phase aqueuse dans la phase lipidique sous agitation magnétique a 1000 rpm.
Homogénéisation magnétique de 2 minutes.

Etape 4

Homogénéisation ultrasonique pendant 10 minutes (25 000 Ws )

Etape 5

Refroidissement a 25 °C + 2 °C sous agitation magnétique 500 Tr/min

Figure 33: Représentation schématique du mode opératoire de formulation des suspensions
de SLN, NLC et NPLC.

174



Chapitre IV: Formulation d’un filtre UV chimique, la benzophénone-3, dans des particules lipidiques submicroniques

Etape 1

Phase lipidique

Chauffage a 85°C + 2°C sous agitation
mécanique a 500 Tr/min pendant 30 minutes

Etape 2

Phase aqueuse

Chauffage & 85°C + 2°C sous agitation
magnétique a 300 rpm

Etape 3

|

Ajout de la phase aqueuse dans la phase lipidique sous agitation
mécanique 500 Tr/min. Homogénéisation mécanique de 2 minutes.

Etape 4

|

Refroidissement a 25 °C + 2 °C sous agitation mécanique 500 Tr/min

Figure 34 : Représentation schématique du mode opératoire de formulation des suspensions

de NC.
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Phase aqueuse Nanoparticules lipidiques Phase aqueuse

Matrice lipidique solide
Matrice lipidique liquide

Tensioactifs

Nanoparticule lipidique solide Transporteur lipidique nanostructuré
(SLN) (NLC)

Nanocapsuleslipidiques Phase aqueuse

Phase aqueuse
- Polymeére amphiphile

Matrice lipidique solide
Matrice lipidique liquide ~——F#

Polymeére hydrophobe
(capsule)

Tensioactifs

Nanocapsule
(NPLC) (NC)

Transporteur lipidique polymérique nanostructuré

Figure 35 : Représentation schématique d’un SLN d’un NLC, d’un NPLC et d’une NC.

c) Etude des fractions de benzophénone-3 libres et encapsulées dans les
différentes suspensions de nanoparticules et nanocapsules lipidiques:

La concentration totale en BP-3 dans les différentes suspensions a été déterminée en diluant
les suspensions dans du méthanol en proportions 1 : 100 (m/m). Les dilutions ainsi obtenues
ont été analysées par chromatographie liquide haute performance (CLHP) et Ia
concentration en BP-3 a été déterminée. La méthode de dosage de la BP-3 est décrite dans
le paragraphe suivant.

Les molécules lipophiles, comme la BP-3, ont tendance a former des cristaux qui précipitent
lorsqu’elles sont sous forme libre dans une suspension aqueuse [190]. Ces cristaux
correspondent a I'agglomération des molécules lipophiles entre elles et ils peuvent donc
étre de taille importante (i.e. > 1 um). Chacune des formulations étudiées a été observée au
microscope optique. Pour cela, une goutte de chacune des formulations étudiées a été
placée sur une lame standard de microscopie optique avant d’étre observée sous
I'objectif X 10. Les cristaux de BP-3 qui ont pu étre observés montraient une taille supérieure
a 2 um. La concentration en BP-3 contenue dans les nanoparticules et nanocapsules
lipidiques a été déterminée selon le protocole suivant : chaque suspension a été diluée dans
de I'eau déminéralisée en proportions 1 : 10 (m/m). La dilution de la suspension de SLN a été
filtrée a travers une membrane en nitrocellulose dont le diamétre des pores est de 1,2 um
compte tenu de la taille plus importante des SLN par rapport aux autres nanoparticules
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lipidiques étudiées. Les dilutions des suspensions de NLC, NPLC et NC ont été filtrées a
travers une membrane en poly(fluorure de vinylidene) (PVDF) dont les pores ont un
diamétre de 0,45 um. Les filtrats obtenus ont directement été dilués dans du méthanol en
proportions 1 : 100 (m/m) avant d’étre analysés en CLHP.

La concentration en BP-3 non contenue dans les nanoparticules et nanocapsules lipidiques a
été déterminée en extrayant la BP-3 contenue dans les membranes de filtration. Pour cela,
les membranes ont été plongées dans 18 g de méthanol et laissées sous agitation
magnétique toute la nuit de maniére a ce que toute la BP-3 en soit extraite. Les solutions ont
ensuite été diluées dans du méthanol en proportions 1: 100 (m/m) avant d’étre analysées
par CLHP. Tous les résultats obtenus correspondent a la moyenne plus ou moins I'écart-type
de 3 mesures expérimentales.

d) Etude de I’absoption percutanée de la BP-3 a travers la peau porcine:

L'absorption percutanée de la BP-3 a été étudiée ex vivo sur de la peau d’oreille porcine
selon le protocole décrit par I'OCDE [129].

Les oreilles porcines ont été décongelées a température ambiante vingt minutes avant
I'expérience. Les oreilles ont été tondues avant d’étre lavées et séchées avec du papier
absorbant. La peau porcine a été dermatomée sur une épaisseur de 600 um avant d’étre
montée sur cellule de Franz entre les compartiments donneur et receveur. L'intégrité de la
peau a été vérifiée en mesurant la perte insensible en eau (PIE) au tewameter. Les morceaux
de peau dont la PIE était supérieure a 14 g.m2.h™ ont été écartés de I'étude.

Le compartiment donneur des cellules de Franz a été rempli avec 1 mL de chaque
formulation testée afin d’avoir une dose infinie de BP-3. La surface de diffusion était de
0,78 + 0,10 cm?. Durant I’étude d’absorption percutanée, les cellules de Franz ont été
placées dans un bain thermostaté a 37°C afin de maintenir une température de 32°C a la
surface de la peau.

Les milieux receveurs étaient constitués par une solution d’albumine a 2 % (m / V) dans du
PBS afin de garantir la solubilité de la BP-3. Les cellules de Franz ont été placées sous
agitation magnétique pendant toute la durée de I'étude. Toutes les heures durant les six
premieres heures puis a 22, 23 et 24 heures, un échantillon de 500 pL de milieu receveur a
été prélevé et immédiatement remplacé par le méme volume de milieu receveur frais.

La distribution de la BP-3 au sein des différentes couches cutanées a été étudiée 24 heures
aprés le début de I'étude de perméation cutanée. Les échantillons de peau ont été retirés
des cellules de Franz. La surface des échantillons de peau a été soigneusement lavée avec du
papier absorbant humidifié dans de I'eau déminéralisée. Le SC a été entiérement retiré en
appliquant vingt morceaux d’adhésifs (dimensions 5,1 x 1,9 cm) successifs a la surface des
échantillons de peau. Les morceaux d’adhésifs ont ensuite été placés dans un mélange de
méthanol et d’eau déminéralisée (90 : 10, V/V) pendant 24 heures afin d’extraire la totalité
de la BP-3. Lépiderme et le derme des échantillons ont ensuite été séparés mécaniquement

177



Chapitre IV: Formulation d’un filtre UV chimique, la benzophénone-3, dans des particules lipidiques submicroniques

avec un scalpel avant d’étre pesés et broyés au bead beater dans un mélange de méthanol
et d’eau déminéralisée (90 : 10, V/V).

Les échantillons prélevés dans les compartiments receveurs des cellules de Franz ont été
dilués dans un mélange de méthanol et d’eau déminéralisée (90 : 10, V/V) avant d’étre
centrifugés pendant 20 minutes a 6000 g et filtrés a travers une membrane en PVDF dont le
diameétre des pores est de 0,45 um. Les résultats obtenus correspondent a la moyenne plus
ou moins I'écart-type de la moyenne de 9 (pour les suspensions de SLN et de NLC), de 8
(pour les suspensions de NPLC et de NC) et de 6 (pour la solution aqueuse de BP-3 et
d’albumine) mesures expérimentales.

En considérant que le transport des molécules a travers le SC suit habituellement une
diffusion Fickienne a travers une membrane homogeéne et étant donné que (i) la BP-3 est
appliquée sur la peau en dose infinie avec une concentration constante dans le véhicule, (ii)
qgue le SC ne contient pas de BP-3 avant le début de I'étude et que (iii) I'épiderme vivant
respecte les conditions sink vis-a-vis de la BP-3, |'absorption percutanée de la BP-3 a travers
la peau a été modélisée en intégrant les résultats expérimentaux de quantités cumulées de
BP-3 dans le milieu receveur au cours du temps dans la solution mathématique de la
seconde loi de Fick (Equation 14).

Q. =Cd.(KL) [L% .t—%—%z 1(_:2) .exp (—% : nz.ﬂz.t))] (Eq. 14)
n:

Avec:

Q:: quantités cumulées de BP-3 (pug.cm™) dans le milieu receveur

Cd : concentration en BP-3 (ug.cm) appliquée dans le compartiment donneur
L : épaisseur de la peau (m)

t : temps (h)

K : coefficient de partition entre la peau et le véhicule

D : coefficient de diffusion (cm2.h™).

Les coefficients de corrélation (R?) determinés en appliquant I'équation 14 aux données
expérimentales de perméation sont tous supérieurs ou égaux a 0,99. Les parameétres (D/L?)
et (KL) ont donc été determinés ce qui a permis de calculer le coefficient de perméabilité
(Kp) de la BP-3 a I’équilibre selon I'équation 15.

Kp =—. KL (Eq.15)

Le flux de BP-3 a I’équilibre a été determiné selon I'’équation 16.
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Flux (Jss)=Kp.Cd  (Eq. 16)

La masse de SC (en g) retirée par tape stripping a été déterminée en prenant en compte
I’épaisseur (x en cm) de SC attachée sur la surface (A) de chaque tape en considérant que la
densité du SC (p) est d’environ 1g.cm™[191] en utilisant I’équation 17.

m(g)=x.Axp (Eq. 17)

En considérant que I'épaisseur du SC (x en cm) est proche de 10 um [192].

e) Dosage de la BP-3 par chromatographie liquide haute performance
(CLHP):

La concentration en BP-3 des échantillons a été dosée par CLHP. Les conditions
chromatographiques sont détaillées dans le Tableau 18. Les gammes d’étalonnage
comprennent des concentrations en BP-3 comprises entre 0,08 pg.mL'1 et 5,55 ug.mL'l,
0,02 },lg.mL'1 et 6,4 ug.mL'1 et entre 3,2 ug.mL'1 et 400 },lg.mL'1 respectivement pour les
échantillons du milieu receveur, du stratum corneum, et de I'épiderme et du derme. Toutes
les concentrations en BP-3 dosées entraient dans ces gammes d’étalonnage. Le taux de
recouvrement est de 90 a 110 %. Les équations de calibration sont [y = 104,18 x — 0,894],
[y = 16,268 x — 0,0759] and [y = 17,45 x — 6,32] respectivement pour les échantillons du
milieu receveur, du stratum corneum, et de I'épiderme et du derme. Les limites de détection
(LDD) sont de 0,07 pg.mL™*,0,01 ug.mL™ et 0,90 pg.mL™ et les limites de quantification (LDQ)
sont de 0,21 pg.mL?, 0,03 pg.mL " and 2,71 pg.mL" respectivement pour les échantillons du
milieu receveur, du stratum corneum, et de I'épiderme et du derme. La méthode CLHP
utilisée est répétable et reproductible.

179



Chapitre IV: Formulation d’un filtre UV chimique, la benzophénone-3, dans des particules lipidiques submicroniques

Tableau 18 : Conditions chromatographiques pour la détermination des concentrations en BP-3 dans le milieu
receveur, dans le stratum corneum (SC), dans I'épiderme (E) et le derme (D).

Milieu receveur Stratum corneum Epiderme, Derme
Pré-colonne C18,4,6 x 2.5 mm, 5 um C18,4,6 x 2.5 mm, 5 um C18,4,6 x 2.5 mm, 5 um
C18 Hypersil Gold 150 mm C18 Hypersil Gold 150 mm C18 Hypersil Gold 150 mm
Colonne
x 4,6 mm,5pum x 4,6 mm,5pum x 4,6 mm,5pum
Phase mobile Methanol : Eau Methanol : Eau Methanol : Eau
(80:20) (V:V) (70:30) (V:V) (80:20) (V:V)
Débit 0,8 mL.min™ 0,8 mL.min™ 0,8 mL.min™
Detection 287 nm 287 nm 287 nm
Volume d’injection (pL) 60 10 10
Temps de rétention
4,8 8,2 4,9

(minute)

f) Evaluation du FPS, du FPUVA et de la A. des différentes formulations
étudiées:

Le pouvoir filtrant dans le domaine UV des formulations a été caractérisé en mesurant la
transmittance UV a travers une plaque en polyméthacrylate de méthyle (PMAM) recouverte
de la formulation a caractériser.

Cette analyse a été réalisée a l'aide d’un spectrophotomeéetre comprenant une sphere
d’intégration : le Labsphere® UV 2000 S. Les plagues de PMAM dont les dimensions sont de
5 x 5 x 0,3 cm ont été recouvertes de formulation, appliquée en multiple gouttelettes, en
respectant une quantité pesée de 1,3 mg.cm™. La formulation a ensuite été étalée sur la
plagque PMAM en un film uniforme. Les plagques ont ensuite été stockées a I'obscurité
pendant au minimum 15 minutes avant mesure.

La transmittance UV a travers les plaques de PMAM a été mesurée entre 290 et 400 nm
selon un intervalle de mesure de 1 nm. Une plague PMAM recouverte de glycérine a été
utilisée comme blanc afin de calibrer le spectrophotométre.

Pour chaque formulation testée, 3 plagues de PMAM ont été preparées et la transmittance
UV a travers ces plaques a été mesurée sur six localisations différentes. Le FPS des
formulations testées est calculé selon I'équation (18). Le FPUVA ainsi que la A. des
formulations ont été déterminés respectivement selon les équations (19) et (20). Les valeurs
de FPS et de A. correspondent a la moyenne, plus ou moins I'écart-type, de 18 mesures
expérimentales tandis que les valeurs de FPUVA correspondent a la moyenne plus ou moins
I'écart-type, de 6 mesures expérimentales.
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400 400
S0 E2S,4, fiz0 259,
FPS = (Eq. 18) FPUVA = (Eq. 19)
400 400
fzgo EAS f320 E)LSK AA

Avec:

Ey: spectre d’action érythémale de la longueur d’onde A donné par la commission
internationale de I'éclairage

Sy:irradiance spectrale de la longueur d’onde A

T): transmittance spectrale de la longueur d’onde A

d;\: domaine d’intégration

Ac 400
j 1g[m)]dx 0,9x j 1g[m)] A\ (Eq. 20)
290 290

Avec:
Tx: transmittance spectrale de la longueur d’onde A

d;\: domaine d’intégration

g) Analyse statistique des résultats:

Les résultats obtenus expérimentalement ont été analysés en utilisant les logiciels Excel® et
Kaleidagraph®. Le test de Wilcoxon-Mann-Whitney a été utilisé pour mettre en évidence les
différences significatives entre les différentes données obtenues expérimentalement avec
une probabilité < 0,05 fixée comme seuil significatif.

2- Résultats et discussion:

Le Z-Ave des nanoparticules et des nanocapsules lipidiques, leur potentiel T ainsi que le Pd/
des suspensions sont présentés dans le Tableau 19. Les nanoparticules et nanocapsules
lipidiqgues montrent un Z-Ave inférieur a 1 um dans un intervalle compris entre 175 nm et
403 nm. Le ZAve des SLN est plus important que celui des autres nanostructures lipidiques
suivi par celui des NLC, des NPLC et enfin des NC. Le Pd! des différentes suspensions se situe
entre 0,07 et 0,7 ce qui indiqgue une polydispersion. Les SLN, qui sont les plus grosses
particules lipidiques, ont un coeur lipidique purement solide contrairement aux autres
suspensions dont le cceur des nanoparticules lipidigues comprend un mélange de lipides
solides et liquides. La diminution de la viscosité de la matrice lipidique en y intégrant des
lipides liquides pourrait étre a l'origine de la diminution de la taille des particules en
suspension. En effet, la composition de la matrice lipidique semble influencer la taille des
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nanoparticules lipidiques. En diminuant la viscosité du cceur lipidique, les nanoparticules
lipidiques peuvent étre dispersées plus facilement dans la phase aqueuse [193].

Les NPLC et les NC dont la matrice lipidique comprend un polymére hydrophobe montrent
les plus petits Z-Ave. Les NC sont dispersées dans un gel de poloxamer qui est un polymére
amphiphile comprenant un bloc lipophile d’oxyde de polypropyléne (OPP) qui peut
s’attacher sur la capsule lipophile des NC et de chaines hydrophiles d’oxyde de polyéthylene
(OPE) qui vont préférentiellement se tourner vers la phase dispersante aqueuse de la
suspension (Figure 36). Le gel de poloxamer constituant la phase aqueuse des NC semble
diminuer le Z-Ave des capsules en suspension. En effet, le Z-Ave des NC est inférieur a celui
des NPLC qui ne sont pas dispersés dans un gel de poloxamer.

Toutes les nanoparticules et nanocapsules lipidiques ont un potentiel ¢ négatif. La valeur du
potentiel ¢ influence la stabilité physique des particules en suspension. Plus sa valeur est
élevée (en valeur absolue) et plus les particules seront moins susceptibles de s’agréger entre
elles. Certaines études montrent qu’un potentiel { supérieur ou égal a | 20 mV | permet
d’éviter aux particules de s’agréger entre elles [163]. Le potentiel { des SLN, NLC et NPLC est
supérieur a | 40 mV | tandis que celui des NC est de | 25 mV |. Une étude a montré que les
polymeres tels que les poloxamers avaient tendance a réduire la valeur du potentiel ¢ des
particules en suspension [194]. Cependant, la présence de ce polymeéere entraine un
encombrement stérique autour des particules ce qui permet de prévenir leur agrégation.
Toutes les suspensions montrent donc un potentiel de stabilité satisfaisant.

Tableau 19 : Z-Ave, Pd| et potentiel { des suspensions de SLN, NLC, NPLC et NC.

Suspensions Z-Ave(nm) Pd| Potentiel T (mV)
SLN 412 + 15" 0,242 +0,16™" -40,2+3,6™"
NLC 315 + 12 0,362 + 0,06™" -43,2 42,0
NPLC 242 + 5% 0,265 + 0,02 -43,6 + 1,4
NC 175 + 23 0,091 + 0,03"* -26,0+2,8""

Les valeurs de Z-Ave et de Pdl correspondent a la moyenne plus ou moins I’écart-type de 30
mesures expérimentales. Les valeurs de potentiel T correspondent a la moyenne plus ou
moins I'écart-type de 23 et 30 mesures expérimentales respectivement pour la suspension
de SLN et pour les suspensions de NLC, NPLC et NC.

" Significativement différent de la suspension de SLN (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)

" Significativement différent de la suspension de NLC (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
: Significativement différent de la suspension de NPLC (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
* Significativement différent de la suspension de NC (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)

Les taux d’encapsulation de la BP-3 dans les quatre types de nanoparticules et nanocapsules
lipidiques sont présentés dans le Tableau 20. Les taux de recouvrement de la concentration
en BP-3 totale formulée dans les différentes formulations sont compris entre 97 et 101 %.
L’écart entre la concentration théorique en BP-3 et celle réellement mesurée n’excéde pas le
seuil limite de 5 %. Les SLN et NLC montrent significativement les taux les plus bas de BP-3
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encapsulée (respectivement 32,8 et 33 %) par rapport aux NPLC et aux NC (respectivement
56,3 et 35,1 %). Les NPLC semblent donc étre significativement les plus performants pour
encapsuler la BP-3 au sein de leur matrice lipidique comparées aux SLN, aux NLC et aux NC.
Le faible taux de BP-3 encapsulée dans les NC peut étre expliqué par leur petit Z-Ave
(i.e. 175+ 0,1 nm) comparée a celui des autres particules lipidiques. Contrairement a ce qui
pouvait étre supposé, la présence d’acide oléique (lipide liquide) dispersé dans la matrice
lipidique solide des NLC ne permet pas d’augmenter le taux de BP-3 encapsulée. La BP-3
montre donc une faible affinité pour la matrice lipidique des SLN, des NLC et des NC.

Molécule de poloxamere 188

CH3
CH C /CH
{ A LS }L QCHZE;;OH
a

Chaine hydrophile Bloc lipophile
d’ OPE d’OPP

/% /
20

Augmentationde la température: Augmentation de la température:
Formation de micelles formation d’un gel

Figure 36 : Représentation schématique du processus de gélification du Poloxamer 188. Le
poloxamer 188 est un copolymere d’oxyde de polypropylene (OPP) formant un bloc central
lipophile (b) et d’oxyde de polyéthyléne (OPE) formant des chaines hydrophiles (a). Le bloc
central d’OPP est d’environ 1800 g.mol™ tandis que les chaines d’OPE représentent environs
80 % de la masse moléculaire totale du polymére. En augmentant la température, les
molécules de poloxamer s’assemblent en micelles ce qui entraine la formation d’un gel.
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Tableau 20 : Efficacité d’encapsulation des SLN, NLC, NPLC et NC.

. Concentration Concentration Concentration en BP-3
Suspensions , . . .
théorique en BP-3 (%)  réelle en BP-3 (%) encapsulée (%)
SLN 5 5,03 +0,02 32,8 +2,15%
NLC 5 4,83 +0,15 33,0+1,97*
NPLC 5 4,93 +£0,21 56,3 + 2,18
NC 5 4,95+ 0,02 35,2 +0,32""

Les valeurs correspondent a la moyenne plus ou moins I’écart-type de 6 mesures expérimentales.

* Significativement différent de la suspension de SLN (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)

5 Significativement différent de la suspension de NLC (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
" Significativement différent de la suspension de NPLC (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)
£ Significativement différent de la suspension de NC (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)

Concernant les résultats de I'étude de perméation de la BP-3 ex vivo, la solution aqueuse de
BP-3 et d’albumine, représentant la formulation témoin de cette étude, montre le flux de
BP-3 a travers la peau le plus important (Figure 37). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que
la BP-3, qui est en solution aqueuse, va préférentiellement passer du véhicule au SC de par
son bas poids moléculaire et son log (Koct/eau) caractéristique d’une molécule lipophile
(Tableau 12). Les flux de BP-3 obtenus lorsqu’elle est formulée dans les SLN et dans les NLC
ne différent pas significativement de ceux obtenus lorsqu’elle est formulée dans la solution
aqueuse d’albumine. Ceci pourrait montrer que ni les SLN ni les NLC ne favorisent le passage
transcutané de la BP-3 mais que la BP-3 non encapsulée dans la matrice lipidique des
nanoparticules va pénétrer la peau [195]. Le flux de BP-3 a travers la peau est
significativement plus bas lorsqu’elle est formulée dans les NPLC et les NC comparé a celui
obtenu avec la solution aqueuse d’albumine, les SLN et les NLC. Les NPLC montrent le taux
d’encapsulation de la BP-3 le plus élevé et le flux de BP-3 a travers la peau le plus faible. La
présence de PCL dans la matrice lipidique des NPLC semble agir en retenant la BP-3 a
I'intérieur de la nanostructure. Les NC montrent un faible taux d’encapsulation de la BP-3
mais également un faible flux de BP-3 a travers la peau. Le gel de poloxamer constituant la
phase dispersante aqueuse des NC pourrait solubiliser la BP-3 non encapsulée de par ses
propriétés amphiphiles (Figure 36). Ceci pourrait augmenter I'affinité de la BP-3 libre dans la
phase dispersante des NC pour la suspension et donc limiter sa pénétration cutanée. De
plus, la présence de poloxamer dans la phase dispersante aqueuse de la suspension de NC
contribue a augmenter sa viscosité. Or, une étude a révélé que la viscosité du véhicule
influence la perméation de la BP-3 a travers la peau en réduisant sa pénétration lorsque la
formulation est appliquée en dose infinie comme cela est fait dans cette étude [196]. Une
étude réalisée au laboratoire tend également a montrer que le poloxamer 188 a tendance a
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déshydrater la peau ce qui peut contribuer a diminuer la pénétration cutanée de la BP-3
(données non publiées). Une autre étude a révélé que les nanoparticules lipidiques
polymériques exercent un effet cutané local en favorisant la rétention des PA qu’elles
vectorisent au niveau des couches cutanées superficielles (i.e. SC) et ne permettent donc pas
de favoriser la perméation cutanée des PA contrairement aux nanoparticules lipidiques non
polymériques (i.e. SLN et NLC) [157].

2,6 -

2,4

2,2
2

1,8

1,6

1,4

"
1.

Solution aqueuse NPLC
de BP-3 et d'albumine

Flux de BP-3 (pg.cm2.hr?)

Figure 37: Evolution du flux de benzophénone-3 a travers la peau porcine en fonction de son
véhicule.

Les valeurs de flux correspondent a la moyenne plus ou moins I'écart-type de la moyenne de
6 (pour la solution aqueuse de BP-3 et d’albumine), 9 (pour les SLN), 11 (pour les NLC), 8
(pour les NPLC) et 7 (pour les NC) mesures expérimentales.

§ Significativement différent de la solution aqueuse de BP-3 et d’albumine et de BP-3
(p £0,05; Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)

i Significativement différent des suspensions de SLN et de NLC (p < 0,05 ; Test de Wilcoxon-
Mann-Whitney)

L'affinité des molécules pour leur véhicule est un paramétre important qui influence la
pénétration cutanée des molécules. A partir des résultats de distribution de la BP-3 au sein
des différentes couches cutanées (Figure 38), les coefficients de partage (K) de la BP-3 entre
le SC et le véhicule (K sciven) ainsi qu’entre I'épiderme et le SC (K g/sc) ont pu étre calculés
(Figure 39). Les paramétres d’absorption cutanée de la BP-3 formulée (KL et D / L) dans les
différents véhicules étudiés ont été calculés en intégrant les données de perméation
obtenues expérimentalement dans la solution mathématique de la seconde loi de Fick
(Eg. 14) (Tableau 21). Les parametres de perméation de la BP-3 calculés a partir de I'Eq. 14
sont bien corrélés aux coefficients de partage qui ont été calculés a partir des données
obtenues expérimentalement (Figure 39). En effet les coefficients de partage (K) de la BP-3
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entre le véhicule et la peau montrent la méme tendance que les coefficients de partage de la
BP-3 entre le SC et le véhicule (K sc/ven) Obtenus expérimentalement ce qui confirme que le
SC est la principale barriere cutanée face a la pénétration de la BP-3. En paralléle, les valeurs
de diffusion de la BP-3 (D /L?) sont corrélées avec les coefficients de partage de la BP-3 entre
I'épiderme et le SC (K ¢/sc) obtenus expérimentalement. Le coefficient de partage de la BP-3
entre le SC et la suspension de SLN ne différe pas significativement de celui obtenu entre le
SC et la solution aqueuse de BP-3 et d’albumine. La BP-3 semble montrer une affinité plus
importante pour les suspensions de NLC, NPLC et NC. Cependant, une fois que la BP-3 a
traversé le SC, elle montre une forte tendance a pénétrer I'épiderme vivant. Comparée aux
suspensions de NPLC et de NC, la suspension de NLC ne permet pas de limiter le passage de
la BP-3 du SC vers I'épiderme vivant. En effet, le coefficient de partage de la BP-3 entre
I'épiderme et le SC (K ¢/sc) lorsqu’elle est formulée dans la suspension de NLC est le plus
élevé de tous. En 2011, une étude réalisée par Marcato et al. a également montré que les
SLN étaient moins efficaces que les nanoparticules polymériques, comportant une un
polymere hydrophobe, pour limiter la pénétration cutanée de la BP-3 [181]. Les suspensions
de NPLC et de NC semblent étre les plus efficaces pour limiter la perméation cutanée de la
BP-3 comparées aux autres formulations étudiées.

Les résultats concernant I'étude du pouvoir photo-protecteur dans le domaine UV des
différentes formulations sont présentés sur la Figure 40. La suspension de NC montre
significativement le plus haut FPS (12,2 + 1,5) suivie par la suspension de NPLC (9,6 + 1), la
suspension de NLC (8,7 + 0,6), la suspension de SLN (5,5 + 0,5) et enfin la solution aqueuse
de BP-3 et d’albumine (3 + 0). Le FPS refléte le pouvoir photo-protecteur d’'une formulation
au niveau du domaine UVB. La suspension de NC montre également de maniére significative
le plus haut FPUVA (5,44 + 0,35) suivie par la suspension de NPLC (4,67 £ 0,21), la suspension
de NLC (4,59 + 0,03), la suspension de SLN (3,64 + 0,05) et enfin la solution aqueuse de BP-3
et d’albumine (2,72 + 0,08). La A. d’'une formulation correspond a la longueur d’onde en
dessous de laquelle la formulation exerce 90 % de son efficacité filtrante dans les domaines
UVB et UVA. Les A, des SLN, NLC, NPLC et NC ne different pas significativement entre elles.
La solution aqueuse de BP-3 et d’albumine montre significativement la plus haute A.. Ceci
s’explique par l'allure plate du spectre d’absorption dans le domaine UV de la solution
aqueuse de BP-3 et d’albumine. Cette solution filtre peu au niveau des domaines UVB et
UVA et montre des valeurs de FPS et de FPUVA trés proches l'une de I'autre. Les quatre
types de nanoparticules et nanocapsules lipidiques peuvent agir a la fois comme des filtres
UV inorganiques, de par leur structure physique qui peut refléter une partie du
rayonnement UV, et des filtres UV organiques en absorbant une autre partie du
rayonnement UV [186]. Ce sont les nanoparticules lipidiques polymériques (i.e. NPLC et NC)
qui montrent la plus forte efficacité anti-UV. La suspension de NC montre un FPS ainsi qu’un
FPUVA significativement plus élevés que ceux de la suspension de NPLC. Cette différence
pourrait étre due au gel de poloxamer constituant la phase dispersante aqueuse de la
suspension de NC qui améliorerait les propriétés filmogénes de la suspension et donc qui
faciliterait la formation d’'un film homogéne de suspension sur la plague de PMAM a
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I'’étalement. En effet, I'uniformité du film formé par une formulation comportant des filtres
UV peut influencer le FPS évalué. Les NPLC et les NC montrent les propriétés
photo-protectrices les plus importantes tout en ayant les plus faibles coefficients de
perméabilité de la BP-3 (Figure 41). Ce sont donc les structures lipidiques les plus
intéressantes pour formuler un écran solaire avec de la BP-3.

Dans cette étude, le FPS des formulations a été étudié in vitro ce qui ne permet pas de
prendre en compte l'influence de la pénétration cutanée de la BP-3 sur le FPS puisque les
formulations sont étalées sur des plaques en PMAM. Cependant, il est communément admis
qgue l'efficacité optimale des filtres UV est exercée lorsque ces molécules restent localisées
au niveau des couches cutanées les plus superficielles. 1l est donc probable que les
suspensions de NPLC et de NC montrent de hauts FPS in vivo.
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Figure 39: Coefficient de partage de la BP-3 entre le stratum corneum (SC) et les
formulations (K sc / ven) (a) et entre I'épiderme (E) et le SC (K g/ sc) (b). Les valeurs
correspondent a la moyenne plus ou moins I'écart-type de la moyenne de six (pour la
solution aqueuse de BP-3 et d’albumine), neuf (pour la suspension de SLN), onze
(pour la suspension de NLC), huit (pour la suspension de NPLC) et sept (pour la
suspension de NC) mesures expérimentales.

" Significativement different de la solution aqueuse de BP-3 et d’albumine (p < 0,05 ;
Test de Wilcoxon-Mann-Whitney)

§ Significativement different de la suspension de SLN (p < 0,05 ; Test de Wilcoxon-
Mann-Whitney)
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Tableau 21 : Parametres d’absorption de la BP-3 a travers la peau porcine 24 h suivant
I'application cutanée de quatre formulations en contenant.

10%e KL (cm)  10%e D/L?(h™) 10’ e Kp (cm.h™)

Formulations [1] [2] [3]
Solution aqueuse de BP-3 et d’albumine 0,07 £ 0,02 7,30+1,2 4,3+0,5
SLN 0,12 +0,08 530 +2,3 43%0,5
NLC 0,06 +0,05 ° 9,70 £ 6,7 3,3£0,5
NPLC 0,05+0,03° 13,5+3,9° 2,540,478
NC 0,03+0,01° 11,6 +2,3° 2,6+05"°

Ces parametres ont été calculés en intégrant les données de perméation obtenues
expérimentalement ex vivo a la solution mathématique de la seconde loi de Fick (Eq. 14). Les
valeurs correspondent a la moyenne plus ou moins I'écart-type de la moyenne de 6 (pour la
solution aqueuse de BP-3 et d’albumine), 9 (pour la suspension de SLN), 11 (pour la
suspension de NLC), 8 (pour la suspension de NPLC) et 7 (pour la suspension de NC) mesures
expérimentales.

[1]: K est le coefficient de partage de la molécule d’intérét entre le véhicule et la peau.

[2]: Rapport entre le coefficient de diffusion (D) de la molécule d’intérét et le chemin de
diffusion (L) au carré.

[3]: Kp = KL ® D/L?

5 Significativement différent de la solution aqueuse de BP-3 et d’albumine (p < 0,05; Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney)

* Significativement différent de la suspension de SLN (p < 0,05; Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney)
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Chapitre IV : Formulations d’un filtre UV chimique, la benzophénone-3, dans des particules lipidiques submicroniques

B- Conclusion :

Les écrans solaires constituent le moyen de photo-protection le plus largement utilisé par les
individus soucieux de protéger leur peau des effets délétéres du rayonnement UV. Les filtres
UV organiques, simples a formuler et esthétiquement agréables a utiliser, sont les filtres UV
les plus couramment incorporés dans les écrans solaires bien que certains d’entre eux soient
a l'origine d’effets indésirables parfois sérieux. En effet, plusieurs de ces molécules ont la
capacité de pénétrer la peau. Il est donc nécessaire de trouver des formulations innovantes
pour ces molécules permettant de les maintenir a la surface de la peau tout en les
protégeant des phénomeénes de photo-dégradation et en garantissant un effet photo-
protecteur optimal pour l'utilisateur. La BP-3 est un des filtres UV organiques les plus
controversé compte tenu du nombre de données publiées sur cette molécule concernant sa
toxicité pour l'organisme. Cette étude montre que les suspensions de nanoparticules
lipidiques polymériques de type NPLC et NC semblent étre des véhicules intéressants pour
formuler la BP-3. En effet, les suspensions de NPLC et de NC permettent de limiter la
pénétration percutanée de la BP-3 tout en améliorant son pouvoir photo-protecteur dans le
domaine UV. Les nanoparticules lipidiques polymériques pourraient étre intéressantes pour
formuler d’autres actifs. En effet, les actifs contenus dans les répulsifs anti-insectes doivent
également rester a la surface de la peau afin d’exercer leur role répulsif de maniére
optimale. Il serait donc intéressant d’étudier la capacité des nanoparticules lipidiques
polymériques a maintenir les actifs répulsifs a la surface de la peau et donc, a augmenter
leur efficacité. Une méthode de dosage de I'IR3535®, qui est un actif répulsif, a d’ailleurs été
publiée en vue de futures études. Cette publication est présentée en Annexe 4.
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Ces travaux ont permis de mettre en évidence l'intérét des nanoparticules lipidiques
polymériques (i.e. NPLC et NC) dans la formulation des filtres UV inorganiques et organiques.

La PCL est un polymere hydrophobe largement utilisé dans le domaine pharmaceutique. En
effet, la PCL est trés étudiée pour développer des nano et microspheres polymériques
pouvant véhiculer un large pannel de PA dans I'organisme [202, 147, 203, 204].

La PCL est également étudiée dans le domaine de I'ingénierie tissulaire pour développer des
biomatériaux pouvant étre utilisés dans le domaine de la santé [205-210]. De nombreuses
études montrent l'intérét et la multiplicité d’application des matériaux composites
constitués par |'association de polymeres et de composés inorganiques [211-213].

Plusieurs associations PCL-composé inorganique sont décrites comme |’association
PCL-hydroxyapatite [214], I'association PCL-argile [215], I'association PCL-silice [216] et
I'association PCL-TiO, [217]. L’association PCL-TiO, est notamment étudiée pour développer
des films polymériques a hauts indices de réfraction et des catalyseurs pouvant étre intégrés
dans les panneaux solaires.

Concernant |'étude réalisée dans le chapitre Ill, 'augmentation du pouvoir photo-protecteur
du TiO, dans le domaine UV pourrait étre due a son association avec la PCL. Les
nanoparticules de TiO, incorporées dans les suspensions de NPLC présentent un enrobage
inorganique d’Al,Os; permettant d’inhiber le potentiel photocatalytique des nanoparticules
de TiO, et un enrobage organique constitué par de l'acide stéarique et de I'acide
polyhydroxystéarique qui permet de disperser les nanoparticules de TiO, dans un mélange
lipidique.

Des études suggerent que le groupe carbonyle de la PCL formerait des interactions de Van
der Walls avec les groupes alkyles des composés d’enrobage des nanoparticules de TiO,
[167]. L'acide stéarique et I'acide polyhydroxystéarique qui enrobent les nanoparticules de
TiO, pourraient étre a l'origine de la présence de groupes alkyles a la surface des
nanoparticules de TiO,. L'interaction de la PCL avec les groupements alkyles des composés
d’enrobage du TiO, permettrait une dispersion optimale des nanoparticules de TiO, dans la
matrice polymérique constituée par la PCL en réduisant les phénomeénes d’agrégations entre
les particules comme cela a déja été montré [167].

Les nanoparticules de TiO, utilisées dans cette étude ont une taille de 15 nm tandis que leurs
agrégats sont de 124 nm. Les nanoparticules de TiO, (i.e. < 100 nm) sont plus efficaces pour
réfléter le rayonnement UV que les particules de TiO, dont la taille est supérieure a 100 nm.
L'interaction entre la PCL et les nanoparticules de TiO, permettrait d’inhiber la formation
d’agrégats de particules de TiO, ce qui pourraient conduire a une efficacité anti-UV optimale
(Figure 42) [218, 219].
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a)
Matrice lipidique exempte de PCL
= Agrégats de nanoparticules de TiO,
Tensio-actifs
b)

Matrice lipidique comprenant de la PCL
- —> Nanoparticules de TiO, dispersées

Tensio-actifs

Figure 42 : Représentation schématique des agrégats de nanoparticules de TiO, dispersés
dans une matrice lipidique exempte de PCL (a) et des nanoparticules de TiO; dispersées dans

une matrice lipidigue comprenant de la PCL (b).

En considérant la suspension de NPLC #11 formulée avec 11,71 % de nanoparticules de TiO,,
le Z-Ave des NPLC en suspension est de 137 nm. Les NPLC ont donc un volume de
1,35.10° nm®. Les nanoparticules de TiO, ont une taille de 15 nm et donc un volume de
1,77.10° nm?. En calculant le rapport entre le volume d’une NPLC et celui d’une
nanoparticule de TiO,, il peut étre supposé que 761 nanoparticules de TiO, peuvent remplir
une NPLC (Tableau 22). L’encapsulation des nanoparticules de TiO, dans les NPLC est donc

envisageable.

Les particules de CeO, incorporées dans les suspensions de NPLC ont une taille supérieure a
200 nm et pas d’enrobage. Leur taille importante ainsi que le fait qu’elles n’aient pas
d’enrobage ne permet pas la dispersion de ces particules dans la matrice de PCL. Le CeO,
exercerait donc son effet anti-UV en dehors de la structure polymérique des NPLC.
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Tableau 22 : Modélisation de I’encapsulation des nanoparticules de TiO, dans les NPLC
de la suspension #11.

NPLC (Suspension #11) Nanoparticule de TiO,
Diameétre (nm) 137 15
Rayon (nm) 68,5 7,5
Volume (nm?3) [1] 1,35.10° [2] 1,77.10° [3]
Ratio [4] 761,88
41'tr3
[1] =
3

[4]=1(2]/13]

Des études complémentaires sont nécessaires afin de caractériser la possible interaction
entre la PCL et les nanoparticules de TiO, qui pourrait étre a I'origine de I'augmentation du
pouvoir photo-protecteur dans le domaine UV des nanoparticules de TiO,. En effet, la
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier pourrait permettre de caractériser la
surface des nanoparticules de TiO, incorporées dans les NPLC. Cette technique pourrait
également mettre en évidence les interactions entre la PCL et les nanoparticules de TiO,.
Des études de microscopie électronique a transmission (MET) et a balayage (MEB)
permettraient de caractériser la morphologie des NPLC et de localiser les nanoparticules de
TiO,.

Concernant |'étude réalisée dans le chapitre 1V, il serait intéressant de visualiser la
morphologie des SLN, des NLC, des NPLC et des NC en MET et en MEB afin de mieux
comprendre comment les NPLC et les NC retiennent plus efficacement la BP-3 a la surface de
la peau. De plus, cette étude pourrait étre réalisée de nouveau mais en exposant la surface
cutanée en contact avec les formulations des compartiments donneurs des cellules de Franz
au spectre de la lumiére naturelle qui comprend les rayonnements UVB et UVA. En effet, la
désorganisation de la fonction barriére cutanée par le rayonnement UV pourrait contribuer a
augmenter la perméation cutanée de la BP-3. Il conviendrait donc de vérifier que les
structures lipidiques polymériques permettent de maintenir la BP-3 a la surface cutanée
méme sous rayonnement UV.
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Ces dernieres décennies, l'incidence des cancers cutanés (mélanomes et carcinomes) a
considérablement augmenté dans le monde. Les individus ont pris conscience des risques
liés aux expositions solaires sans protection cutanée. Les écrans solaires, lorsqu’ils sont
utilisés correctement, constituent un moyen de photo-protection efficace pour prévenir les
dommages cutanés photo-induits. Leur efficacité repose sur les filtres UV qui y sont
incorporés mais également sur la dispersion de ces filtres UV dans la formulation.

Les filtres UV inorganiques sont plus efficaces que les filtres UV organiques et plus
respectueux pour la peau. Cependant, la plupart des écrans solaires ne contenant que des
filtres UV inorganiques ne sont pas agréables a utiliser compte tenu de leur fini esthétique
insatisfaisant. Les filtres UV inorganiques sont donc la plupart du temps incorporés sous
forme de nanoparticules afin d’améliorer les qualités esthétiques des écrans solaires
minéraux. De nombreuses études montrent le potentiel toxique de certains filtres UV
organiques, pour I'Homme. De méme, des études tendent a montrer les filtres UV
inorganiques sous forme de nanoparticules pourraient exercer des effets déléteres sur
I'organisme siils venaient a pénétrer la peau.

Ainsi, le développement de nouvelles formulations pour les filtres UV est nécessaire afin de
diminuer les effets indésirables dont ils peuvent étre a l'origine. Les nanoparticules et
nanocapsules lipidiques sont intéressantes pour formuler les filtres UV organiques et
inorganiques. En effet, ces structures lipidiques submicroniques permettent (i) d’améliorer
I'efficacité des filtres UV et (ii) de réduire la perméation percutanée des filtres UV
organiques. La formulation des filtres UV dans des nanoparticules et nanocapsules lipidiques
permet de réduire les concentrations en filtres UV organiques et inorganiques dans les
écrans solaires tout en maintenant un fort pouvoir photo-protecteur. Les filtres UV ne sont
pas uniqguement présents dans les écrans solaires. En effet, un large pannel de produits
cosmétiques en contiennent ce qui peut augmenter les concentrations en filtres UV
auxquelles les individus sont exposés et donc le risque de développer des effets indésirables.
Le développement de nouvelles formulations d’écrans solaires permettant de réduire les
concentrations en filtres UV incorporées permettrait donc de diminuer les concentrations
auxquelles les individus sont exposés.

Ce travail a mis en évidence l'intérét des nanoparticules lipidiques polymériques pour
formuler les filtres UV organiques et inorganiques en augmentant leur pouvoir
photo-protecteur dans le domaine UV tout en limitant leur perméation percutanée. La
matrice lipidiqgue des NPLC comprend de la PCL qui pourrait interagir avec les nanoparticules
de TiO, en augmentant leur pouvoir photo-protecteur ce qui permet de réduire
drastiguement les concentrations en filtres UV utilisées pour formuler des écrans solaires.
Des études complémentaires sur les nanoparticules et nanocapsules lipidiques utilisées dans
cette étude sont nécessaires afin de caractériser de maniere plus approfondie ces
transporteurs lipidiques. A partir de ces résultats expérimentaux, des émulsions solaires ont
pu étre développées. Un lot pilote d’émulsion solaire a d’ailleurs été réalisé en vue de leur
prochaine commercialisation.
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Theaim of the present study was to objectively quantify and predict bioavailability of three sunscreen agents
(i.e., benzophenone-3, 2-ethylhexylsalicylate, and 2 ethylhexyl-4-methoxycinnamate) in epidermis
treated by petrolatum and emulsion-based formulations for 7 and 30 min on four human volunteers.
Profiles of sunscreen agents through stratum corneum (SC), derived from the assessment of chemical
amounts in SC layers collected by successive adhesive tape-stripping, were successfully fitted to Fick's
second law of diffusion. Therefore, permeability coefficients of sunscreen agents were found lower with
petrolatum than with emulsion based formulations confirming the crucial role of vehicle in topical
delivery. Furthermore, the robustness of that methodology was confirmed by the linear relationship
between the chemical absorption measured after 30 min and that predicted from the 7-min exposure
experiment. Interestingly, in this dermatopharmacokinetic method, the deconvolution of permeability
coefficients in their respective partition coefficients and absorption constants allowed a better
understanding of vehicle effects upon topical bioavailability mechanisms and bioequivalence of skin
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products.
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1. Introduction

Chronic solar ultra-violet (UV) radiations, while determinant in
vitamin D and melanin synthesis, are undoubtedly involved in the
genesis of skin cancers and premature skin aging. Although
prophylactic sunlight exclusion is ultimate skin protection,
chemical protection conferred by sunscreen agents was reported
to reduce the incidence of squamous-cell carcinoma and actinic
keratosis (Green et al., 1999) while preserving skin synthesis of
vitamin D (Sollitto et al., 1997). Likely, sunscreen formulations are
the cosmetic products in which the intrinsic efficacy would have
the most extrinsic impact upon public health over next decades
taking into account modern lifestyle, the increase of UV irradiation
at Earth surface from ozone depletion.

* Corresponding author at: Laboratoire de Pharmacie Galénique Industrielle,
Plateforme FRIPHARM, Faculté de Pharmacie - 8, avenue Rockefeller, F-69373 Lyon
cedex 08, France. Tel.: +33 4 78 77 71 67; fax: +33 4 78 77 28 60.

E-mail addresses: fabrice.pirot@univ-lyon1.fr, http://www.fripharm.com
(F. Pirot).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2014.12.026
0378-5173/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

The efficacy of sunscreens is usually determined by in vivo
determination method of sun protection factor (SPF) (FDA, United
States; Cosmetics Europe, European Union; AAN, Australia) where
SPF value is defined as the UV energy required to produce a
minimum erythemal dose (MED), or redness, on protected skin
divided by the UV energy required to produce an MED on
unprotected skin (COLIPA, 1994; Food and Drug Administration,
2011). Furthermore, in vitro measurements of SPF based on UV
transmittance analysis have been reported in earlier studies
(Bendova et al., 2007; Springsteen et al., 1999).

The extent of sunscreen agent penetration into the stratum
corneum (SC) is strongly dependent on vehicle properties and time
of exposure. However, the correlation between sunscreen agent
content into the SC and SPF measurements is still questioning
since mineral based sunscreen agents exhibiting minimal pene-
tration show high or very high SPF. Nevertheless, the characteri-
zation of topical bioavailability of UV filter based sunscreen agents
(i.e., lipophilic chemicals) is highly desired for safety reasons and
to appraise the bioequivalence of these topical products. The
techniques for the assessment of topical drug bioavailability in vivo
are focused essentially on tape-stripping and microdialysis while
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skin biopsy, suction blister, follicle removal and confocal Raman
spectroscopy techniques are less used (Herkenne et al., 2008).
Tape-stripping seems well adapted technique to assess the
bioavailability of UV filter in SC acting as penetration barrier,
drug reservoir and target site. The simplicity of the tape-stripping
procedure is, however, fully informative since (i) the successive SC
thickness (x) removed and the total SC thickness (L) might be
estimated gravimetrically or by protein assay, (ii) drug content
collected onto adhesive might be quantified allowing to draw the
profile of drug concentration through total or normalized (x/L) SC
thickness. Additionally, the partition coefficient (K) and first-order
rate constant (D/L?) characterizing the extent and the rate of drug
absorption through the SC are straightforwardly obtained from the
fitting of drug profile to Fickian diffusion model, which might be
usefully integrated to yield an area under the curve (AUC) giving
the total concentration of drug in the SC. Furthermore, bioequiva-
lence of topical products might be estimated from the comparison
of AUC, K and D/L? parameters from diverse exposure scenarii.

Inthe presentstudy, we characterized, by coupling tape-stripping
and Fickian diffusion modelling, the topical bioavailability of three
chemical UV filters (i.e., oxybenzone or benzophenone-3, BP-3, 2-
ethylhexylsalicylate or octylsalicylate, OS, and 2 ethylhexyl-4-
methoxycinnamate or octyl-methoxycinnamate, OMC) carried in
three formulations (two petrolatum jellies and an emulsion-gel)
after short and then more prolonged exposures and, subsequently,
the bioequivalence of these sunscreen topical products. The
robustness of such technical and dermatopharmacokinetic ap-
proach was discussed from predicted and experimental assessment
of UV filter topical bioavailability.

Table 1

2. Materials and methods
2.1. Sunscreen products

Physico-chemical properties of the three chemical UV filters (i.
e., BP-3, OS and OMC) tested in this study and the composition of
three sunscreen products applied on human volunteers, included a
commercial Daylong™ 15 formulation (i.e., BP-3, OS and OMC
loaded-liposomes in oil/water emulsion-gel, Galderma-Spirig,
Egerkingen, Switzerland) and two laboratory-produced petrola-
tum jellies including BP-3, OS and OMC, are reported in Table 1. All
sunscreen products respected the maximal concentrations autho-
rized by the directive adopted by European Union (Cosmetic
Directive 76/768/EEC, Annex VII. Part 1).

2.2. Human volunteers

Four healthy volunteers (42-65 years old) presenting no history
or clinical signs of atopic dermatitis or contact dermatitis were
included in this study. Written informed consent was obtained
from all volunteers.

2.3. Topical treatment protocol

Skin areas (14 x 2cm?) were delimited onto the back of each
volunteer. Each sunscreen formulation was applied, under non
occlusive conditions, using a pre-filled tuberculin syringe onto skin
areas (3.57 mg/cm?) for 7min and 30 min. The dose applied was
calculated weighing the syringe before and after application. A skin
area was left untreated as control.

Physico-chemical properties and concentrations of benzophenone-3 (BP-3), octylsalicylate (OS), octylmethoxycinnamate (OMC) in sunscreen formulations (Daylong™ 15, E,

Petrolatum jellies, P1 and P2) tested in the present study.

uv Chemical formula MW Maximal absorption wavelength Concentration
Filters (gmol ") (nm)
E P1 P2
BP-3 0 22824 3.64+037 288-325 5.0% 7.0% 5.0%
(0.22M) (031 M) (0.22M)
HsC
N
0] OH
oS OH 0 250.33 5.77+024 307 3.0% 6.0% 3.0%
(0.12M) (0.24M) (0.12M)
0 CH,
CH,
OMC CH, 290.40 5.66+025 311 7.5% 10.0% 7.5%
(0.26 M) (0.35M) (0.26 M)
o)
He”
P
0 CH,

* log P: octanol/water partition coefficient determined by using Prolog P" software (ChemCad Obernai, France).
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2.4. Tape-stripping (TS) procedure

After 7min and 30min of skin exposure, the excess of
formulation was removed gently with cotton swabs and, then,
SC was progressively removed by applying fifteen successive TS
(12.5 x 1.6cm, 3M book tape 845; 3 M, St. Paul, MN, USA). The
adhesive tape was pressed onto the skin using a metallic bar to
stretch the skin surface in order to minimize the influence of
furrows and wrinkles under the TS procedure (Lademann et al.,
2009). That procedure was similar throughout the study in order to
reduce experimental variation.

The mass of SC on each tape was determined using a
microbalance (Mettler-Toledo, Columbus, OH). By measuring
transepidermal water loss (TEWL) with an evaporimeter (Tewa-
meter TM 210, Courage et Khazaka, Electronic Gmbh, Kéln,
Germany) before and after the fifth, tenth and fifteenth tapes,
the SC thickness on each treated and untreated areas was
determined as described above. The time necessary for tape-
stripping (fifteen tapes) and concomitant TEWL measurements
was about 5 min.

2.5. SC thickness removed (x) by TS and SC thickness (L) determination

The SC thickness (x) removed by TS was determined from the
mass (m) of cellular materials attached to well-defined surface (A)
of each TS taking into account the density (p) of SC is ~1 g/cm”® as
followed (Anderson and Cassidy, 1973):

m

Therefore, successive TS were followed by TEWL measurements. A
linear relationship between 1/TEWL and SC thickness removed by
TS (x) was reported earlier as followed (Kalia et al., 1996; Pirot et al.,
1997):

L X

,]_
(TEWL): ~yxDyxD

(2)
where y is the viable SC - viable tissue partition coefficient of
water multiplied by the water concentration difference across the
membrane, and D, the diffusion coefficient of water in the SC. The
intercept of the curve on the x-axis equals the SC thickness (L).

In previous report, similar procedure was used to determine the
SC thickness after application of ibuprofen solution under
occlusive polyester film (Scotchpak, 3 M, St. Paul, MN), affixed to
the skin with adhesive polyurethane (Herkenne et al., 2007).

2.6. High performance liquid chromatography (HPLC) assay

A surface of 1¢m x 1¢m was cut on each tape. Strips 1-3, 4-6,
7-10 and 11-15 were pooled separately, then powdered in a steel
ball grinder mill (Retsch, D-Haan) working under liquid nitrogen
and finally extracted with 2 x 2 ml of methanol (Clarys et al., 2001).

Therefore, UV filter content in methanol solutions was
determined using HPLC analysis (Thermo Finnigan, USA). Briefly,
methanol solutions (10l) were injected in HPLC system
composed of liquid mobile phase (methanol/water/acetic acid;
83/17/0.01, v/v/v) flowing at 0.4ml/min through a 250 x 4 mm
Nucleosil C18, HD, 3 wm column (Macherey & Nagel, Oensingen,
Switzerland). The detection of UV filter was made by a diode-array
detector (UV-6000, Thermo Finnigan, USA) settled at 288 nm. UV
filter concentrations were determined from standard curves of
pure compounds in methanolic solution. The limits of detection
(LOD) and quantification (LOQ) were ~0.01 p.g/ml and 0.1 g/ml,
respectively for the three UV filters.

2.7. Concentration profiles of UV filters into SC

Amounts of UV filters (i.e., ~umol.cm?) recovered in the
collected tapes 1-3, 4-6, 7-10 and 11-15 were re-expressed as the
amount divided by the thickness (cm) of SC removed given UV
filter concentration in pooled TS (mmolcm ). Thus, UV filter
concentration profiles through the SC were plotted as the molar
concentration of compounds within the SC as a function of its
relative depth (x/L) into the barrier, in order to facilitate intra- and
inter-individual comparisons. After in vivo exposure of human skin
to sunscreen products for 7min, the chemical analysis of the
sequentially tape-stripped SC yielded values of ((x) as a function of
position x/L.

Considering that the transport through the SC generally follows
Fickian diffusion through a simple, homogeneous membrane
(Scheuplein, 1967), thus, under the boundary conditions of the
experiments performed:

(i) Dose of the drug applied is infinite, C,., remains thus
constant throughout the application time (t).

(ii) SC initially contains no drug at t=0.

(iii) Viable epidermis respect sink condition for the active
ingredient. ((x)=0 at x=L for t >0.

The 7-min and 30-min profiles of concentration were fitted to a
mathematical solution of Fick’s second law in order to determine
dermato-pharmacokinetic (DPK) parameters of UV filters, K and D/
12, as followed (Crank, 1975).

x

X\ 2 =KCyep . /nmx D
C(x) = KCW.,(I - i) - ;nz; ,:°“51n(T)exp(-L—2n2n2t) (3)

where Cyep, is the permeant’s concentration in the vehicle, K is the
partition coefficient of the chemical between the SC surface and
the vehicle. L and D are the diffusion pathlength and the coefficient
of diffusion of the chemical across the SC, respectively.

The validity of Eq. (3) also assumes that (i) all transport of
chemical substance across the SC takes place by passive diffusion,
(ii) the vehicle in which the chemical is presented to the SC does
not modify the membrane or act as a carrier for the compound, and
(iii) that no others skin layers contribute to the total barrier. The
permeability parameters (K and D/L?) were determined by non-
linear regression using Kaleidagraph software™ (Synergy Software,
Reading, PA, USA). Permeability coefficient, K, was calculated as
reported earlier as followed (Anissimov et al., 2013):

Kp(cms™') =L x K x g (4)

where K,D/L? and L were obtained from Egs. (2) and (3).

2.8. Chemical absorption into SC

Furthermore, chemical absorption into the SC after 7-min and
30-min exposure was calculated from area under the curve (AUC)
(M) of chemical concentration as function of x/L. Predicted
chemical absorption at 30 min derived from permeability param-
eters determined after 7-min exposure was compared to
experimental chemical absorption after 30-min exposure.

2.9. Statistical analysis

Experimental and predicted chemical absorptions into the SC
were compared by using Mann-Whitney-Wilcoxon test. The
influence of formulations upon the permeability of chemicals was
tested by comparing permeability coefficients using Mann-
Whitney-Wilcoxon test. The level of significance chosen was
p <0.05.
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3. Results and discussion

In the present study, bioavailability of sunscreen agents was
assessed on human volunteers by using TS procedure and
subsequent analysis of SC chemical content. Therefore, the profiles
of chemical concentration were successfully fitted to Fickian model
of diffusion giving the permeability parameters of sunscreen
agents through the SC treated with various formulations.

3.1. Application of Fickian diffusion model to characterize sunscreen
agent penetration into SC

TS is a convenient method to assess the chemical content in SC
regions. As earlier reported, the amount of SC removed by TS is not
linearly proportional to the number of tapes removed (Pinkus,
1951). Furthermore, operating mode (Bashir et al., 2001; Tsai et al.,
1991), skin hydration, cohesion between cells (which increases
with SCs depth), body site and inter-individual differences
(Marttin et al., 1996) were reported as factors affecting the
relevance of TS in topical drug biovailability studies. Finally, the
quantification of SC (e.g., by gravimetric measurements or protein
assays) onto TS is still subject of controversial debates.

In the present study, SC amount was quantified onto TS by
gravimetric approach while concomitant TEWL measurements
allowed to determined total SC thickness from the relationship
between 1/TEWL and SC thickness recovered by TS (Fig. 1). The
estimation of total SC thickness of treated zones in human
volunteers is reported in Table 2. Large intra- (35%) and inter-
individual (35%) variations were noted confirming the necessity to
determine SC thickness instead of basic SC surface in topical drug
bioavailability studies. Occlusive effect, induced potentially by
formulation, would have for consequence a built-up of water in SC
thickness, which should reduce the gradient for water from the
inner to the upper part of SC. Finally, a rupture of the gradient of
water concentration would not allow to apply the Fickian model of
diffusion used for SC determination. The regression coefficient of 1/
TEWL and SC thickness removed was ranged between 0.950 and
0.999, confirming that SC determination was not interfering by
formulation effect.

From the accurate estimation of SC thickness, the chemical
concentration at normalized position within the SC might be
expressed, reducing the operating and inter-individual variations.
The profile of chemical concentration through normalized SC
thickness was established without discarding first TS as recom-
mended by FDA guidelines (Shah, 1998), considering that (i) excess

0.15
(o BN
X =-0.0067 x + 0.1231
R*=0.9886
£ 0.10 )
L o
9 ~
:
0.05 ]
S
-
O\ 3
0.00 y
0 5 10 15 20

Fig. 1. Typical linear relation between 1/TEWL and SC thickness removed by TS
following 7-min exposure to petrolatum based formulation. SC thickness (L) is equal
to the intercept of the curve on the x-axis.

X (um)

Table 2

Determination of stratum corneum thickness (L) in untreated skin area and after
topical application of sunscreen formulations (Daylong™ 15, E, Petrolatum jellies,
P1 and P2) for 7 min and 30 min in four volunteers, as earlier reported (Pirot et al,,
1997). SD: standard deviation. The regression coefficient of 1/TEWL and SC
thickness removed was ranged between 0.950 and 0.999.

Volunteers L (jm)
7 min 30 min Control
E P1 P2 E P1 P2

#1 25 17 18 17 28 23 21

#2 25 17 15 17 21 18 10

#3 32 31 9 38 33 25 13

#4 5 12 8 4 1 4 21

Mean+SD 22+12 19+8 13+5 19414 23+10 18+9 16+6

of formulation was efficiently removed by cotton swabs, and (ii)
adsorbed chemical onto SC surface (i.e., unabsorbed in the first SC
layer) might potentially diffuse into underlying SC layers (N'Dri-
Stempfer et al., 2009). Therefore, Fickian model of diffusion was
used to characterize the profile of chemicals through the SC and to
estimate the permeability parameters (ie., K and D/L?) of
sunscreen agents with regard to formulations (Table 3). No
significant difference of D/L? (i.., first-order rate constant for
drug transport through the SC) was reported whatever the
sunscreen based formulations tested in this study. Although, no
significant difference was shown for K values, likely due to small
number of volunteers, higher partition of chemicals between SC
and emulsion based vehicle was evidenced as compared to
petrolatum formulations, confirming the crucial role of physico-
chemical properties of vehicle for the topical delivery of lipophilic
compounds. This assumption was confirmed by the comparison of
permeability coefficients of UV filters (Eq. (4), Fig. 2) showing
higher values for emulsion as compared to petrolatum formula-
tions. In a previous study, Treffel and Gabard reported likewise
higher UV filter penetration in SC treated with emulsion as
compared to petrolatum formulations, likely due to solubilizing
properties of surfactants contained in emulsion toward SC lipids
(Treffel and Gabard, 1996).

Interestingly, the effects of excipients used in formulations
might be explained from the absorption parameters. Emulsion
vehicle acted as chemical penetration enhancer by favoring
partition of UV filters into SC, as reported in Table 3, although
petrolatum reduced drastically sunscreen agent partition leading
to a lower permeability coefficient (Fig. 2). Generally, petrolatum is
known to induce occlusive effect, which could raise the diffusion of
hydrophilic compounds through the SC and thus their permeation
(Flesch, 1963). Due to the high lipophily of BP-3, OS and OMC, the
promoting effect of occlusion induced by petrolatum did not
impact UV filter diffusion. Additionally, OMC, exhibiting higher
molecular weight and the smallest partition coefficient (K) values,
whatever the vehicles considered, showed the smallest perme-
ability coefficients as compared to BP-3 and OS.

Numerous studies mentioned toxic effects of BP-3 especially by
generating reactive oxygen species (ROS) into human living
epidermis keratinocytes (Gilbert et al., 2013; Hanson et al.,
2006). Furthermore, BP-3 was detected into volunteer urine and
breast milk after sunscreen application (Hany and Nagel, 1995;
Janjua et al., 2008; Walters and Roberts, 2002). Besides, allergic
reactions and toxic effects of OS (Bruynzeel, 2001; Morohoshi et al.,
2005) and OMC (Hanson et al., 2006; Treffel and Gabard, 1996)
were reported. Consequently, a restriction of UV filter permeability
into living epidermis is highly recommended and might be
obtained by varying the physico-chemical properties of vehicles.
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Table 3

Absorption parameters of benzophenone-3 (BP-3), octylsalicylate (OS) and octylmethoxycinnamate (OMC) in human SC (n=4 volunteers) following 7-min exposure to three
sunscreen products (E, P1 and P2) in vivo. Those parameters were calculated from the fit of a mathematical solution of Fick's second law (Eq. (3)) tothe 7-min in vive data. Each

data is the mean £ SD of four experimental determinations,

Formulation Volunteers 105 DJI2 (s7') K
BP-3 0s oMC BP-3 0s oMcC

E #1 3.58 4.28 359 18.83 20.25 5.26

#2 3.34 3.62 234 8.27 9.75 197

#3 699 14.90 11.51 1.69 1.25 0.31

#4 3.45 347 1.95 2547 32.75 13.46

Mean +5D 434 +1.77 6.57 + 557 485+ 450 13.60 + 10.60 16.00+ 13.60 525+5.85
P1 #1 10,02 13.50 978 1.30 1.00 067

#2 533 5.05 419 0.78 0.88 0.29

#3 417 417 426 1.79 2.50 1.04

#4 6.62 1.87 6.99 212 4.42 0.93

Mean +5D 6.54 +2.53 6.15+5.08 6.31+2.66 1.50 40,58 220+ 165 073 +033
P2 #1 16.84 11.01 6.32 0.91 133 031

#2 3.27 2.73 24 3.58 5.25 1.24

#3 8.58 935 4.02 2.80 3.58 1.28

#4 296 292 147 9.19 13.17 452

Mean + 5D 791 +6.49 6.50 +4.30 355+212 412 +3.56 583+5.15 1.84 +1.85

Any significant difference of DJL* and K parameters was reported between formulations (p >0.05; Mann-Whitney-Wilcoxon test),
* Ratio of the diffusion coefficient (D) of the chemical to the diffusion pathlength (L) squared.
b K is the partition coefficient of the chemical between the vehicle and the stratum comeum.

0.0

K, (10 cm.s?)
SE&a®GERN N
FH },}
by *

0s omc

Fig. 2. Comparison between permeability coefficient (K,) of three UV filters in SC treated with three sunscreen products calculated from Eq. (4) with data obtained from

concentration profiles at 7-min.
Values are expressed as mean < SD of four experimental data.
*: p<0.05 (Mann-Whitney-Wilcoxon test).

White columns: Emulsion formulation; light gray columns: P1 formulation; black columns: P2 formulation.

3.2. Application of Fickian diffusion model to predict sunscreen agent
penetration into SC

K and D/L? determined from 7-min experiment were used to
predict UV filter concentration profiles into the SC after 30-min
exposure (Fig. 3). Therefore, straightforward estimation of UV filter
concentration within the SC was made from experimental (7 min
and 30min) and predicted AUC (Table 4). Clearly, UV filter
concentrations (BP-3, 0S5, OMC) in SC treated with
P2 formulation were found significantly lower than those deter-
mined with emulsion treatment confirming the major role of
formulation upon SC delivery of compounds. Furthermore, no
significant difference (p >0.05) was shown between predicted and
experimental UV concentrations within SC confirming the rele-
vance of Fickian based prediction. A significant relationship was
established between predicted and experimental UV filter concen-
trations treated by petrolatum and emulsion formulations.
However, the accuracy of the prediction estimated by the slope
of the regression curve showing an overestimation for highly
lipophilic UV filters (05 and OMC, log P: 5.77 and 5.66, respectively)

as compared to quasi-exact prediction for BP-3 (log P: 3.64). The
slope of the regression curves of 0S and OMC has been considered to
be over the range between 0.80 and 1.25, which is considered to be
the acceptable range for bioequivalence criteria. In similar
approaches, a good correlation between predicted and experimen-
tal cutaneous bioavailability was reported for ibuprofen and
terbinafine exhibiting comparable lipophily (logP: 3.97 and 3.3,
respectively) to BP-3 (Alberti et al., 2001; Herkenne et al., 2007).

The method is not claimed to have an accurate estimation of the
UV filter concentration as a function of time exposure (no
toxicological interest) but the method seems very adequate for
the screening of different formulations. It is worth noting that the
emulsion induced an increase by 6-10 of the concentration of UV
filter as compared to petrolatum which is therefore much more
important than the over estimation of the predicted data.

A key-point of this DPK method was dependent on time to carry
out TS and to record the changes in TEWL values, which were
estimated in the present study at 5 min. The impact of this delay
did not modify significantly the accuracy of characterization and
prediction of UV filter cutaneous bioavailability (data not shown).
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Fig. 3. Experimental (a) and predicted (b) concentration profiles of BP-3 though SC treated by (M) 3.5% BP-3 emulsion, (@) 7% BP-3 petrolatum P1 and (@) 3.5% BP-
3 petrolatum P2 for 30 min. Predicted profile was established from absorption parameters (i.e., K and D/L?) determined from fitted experimental data obtained after 7-min

exposure to Fickian diffusion model (see Section 2.8 into the text).

Table 4

Comparison between experimental and predicted UV filter concentrations (M) in SC following 30-min exposure in vivo calculated from the area under the curve AUC of the UV
filter concentration profile. Predicted curve was obtained with the fit of a mathematical solution of Fick's second law (Eq. (3)) from experimental data obtained after 7-min
exposure (see Section 2.8 into the text). Each data is the mean + SD of four experimental determinations.

Formulation Concentration (M)

BP_3I.2,.| osl.Z.b OMcl,Z.(

Experimental Predicted Experimental Predicted Experimental Predicted
E 0.65+0.77 0.81+063 141 £2.24 0.76 +0.63 0.49 +0.75 0.49 +0.52
P1 0.09 +0.05 0.20+0.07 0.08 +0.04 0.20+0.13 0.05+0.03 0.11 £0.05
P2 0.05+0.03 0.16 +0.08 0.06 +0.03 0.17 +0.08 0.0240.01° 0.09 +0.05

" Significantly different from emulsion group (p < 0.05; Mann-Whitney-Wilcoxon test).
' No significant difference between experimental and predicted concentrations into SC (p>0.05; Mann-Whitney-Wilcoxon test).
2 Significant linear relationship between predicted (y) and experimental (x) concentrations into SC (n =12, 4 experimental and predicted data point per formulation):

3 y=0.92x - 0,09, R=0.847, p< 0,01,
b y=2.61x - 049, R=0.849, p < 0.01.
€ y=127x-0.11, R=0.940, p < 0.001.

Further studies will be necessary (i) to correlate UV filter
concentration into the SC with effective UV protection after several
skin exposure scenarii and skin toxicity, and (ii) to determine the
interval of topical application insuring proper sunscreen activity.

4. Conclusion

In the present study, we used Fickian model to characterize and
predict cutaneous bioavailability of UV filters from different
formulations. Partition of UV filters into SC, greatly dependent on
vehicle used, was believed to be the key point conditioning further
SC permeability. This approach was enough accurate to establish
the cosmetic equivalence of different formulations and topical
bioavailability mechanisms.
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New easy handling and sampling device for
bioavailability screening of topical formulations

Biopharmaceutical assessment of topical drug formulations is widely
carried out by using vertical diffusion cells (Franz type cell). Although
Franz diffusion cell model is well designed for percutaneous absorp-
tion studies, the extent of drug penetration within the skin requires
more adapted device. Recently, we have developed a new patented ver-
satile, easy-to-use, and disposable diffusion cell called VitroPharma.
In this study we have assessed the cutaneous bioavailability of caf-
feine as hydrophilic compound model using Franz diffusion cell and
VitroPharma. The percutaneous absorption of caffeine assessed with
Franz diffusion cell and VitroPharma was characterized by using (i) finite
dose model and (ii) classical pharmacokinetic analysis. Furthermore,
the follow-up of caffeine penetration within the skin was determined
by sequential measurements of tissular drug concentration through-
out the time of skin exposure with VitroPharma. However, classical
experimental design using Franz diffusion cell involved unique deter-
mination of tissular concentration at the final point of skin exposure
protocol. Finally, device equivalence between Franz diffusion cell and
VitroPharma was claimed from percutaneous absorption data analysis.
Concomitant assessment of dual penetration and permeation kinetics by
using VitroPharma reinforced the understanding of skin drug delivery.

Key words: caffeine, Franz diffusion cell, permeability assay, porcine

<damien.salmon01@chu-lyon.fr>

pithelia are biological membranes at the interface

between the environment and the internal body.

They have widely diversified throughout evolution
to support many biological functions such as (i) gas and
nutriment absorption (ii) body protection against exter-
nal threat (iii) secretion and (iv) water homeostasis. The
study of interactions between chemical compounds and
epithelia is the object of biopharmacy that is to con-
sider physiologic characteristics of epithelia together with
physico-chemical characteristics of medicines in order to
regulate the absorption of a compound within the body
and allow a therapeutic concentration thereof to reach
its target site [1-3]. A wide range of applications exist
for biopharmaceutical studies, notably in drug develop-
ment, such as (i) novel drug screening (ii) drug candidate
characterization, (iii) medicine formulation, (iv) clinical
trial authorization application [4] and (v) drug marketing
authorization application. Furthermore, biopharmaceutical
studies enable toxicological assessment of broad exposure
to chemical compounds [5, 6]. Each epithelia considering
its physical, chemical and biological properties, constitutes
a potential route of administration.
During the preclinical phase of drug development, vari-
ous types of studies can be designed, including in vitro
and in vivo assays. Preclinical animal in vivo assays give
information about drug behavior in complete metabolic
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skin, VitroPharma

conditions and may then be extrapolated to human admin-
istration. However, in vivo assays implicate complex and
expensive experimental procedures. Furthermore, legisla-
tion tends to limit, if not abolish, animal experimentation for
ethical reasons [7]. Oppositely, upstream the drug develop-
ment process, in vitro assays enable early low cost and high
throughput evaluation of compounds permeability through
biological structures [8, 9].

In between, ex vivo assays using human or animal epithelial
explants are useful to obtain physiologically relevant data
with few ethical considerations and at relatively low cost.
In such assays, experimental devices called diffusion cells
are used to expose an epithelium explant to a drug product
and study their interactions, especially (i) the penetration of
the compound inside the epithelium and (ii) its permeation
through the epithelium.

A diffusion cell consists in (i) a donor compartment filled
with the studied product, (ii) a receptor compartment con-
taining a receptor fluid, separated (iii) by the epithelial
explant. Both compartments need to be sealed hermetically
throughout the assay time (e.g., 24 hours) during which
the whole cell is maintained at physiological temperature.
The apparition of the drug product is monitored over time
from the donor product, through the epithelial explants
inside the receptor fluid. Depending on experimental con-
ditions (i.e., finite or infinite dose) results can be either (i)

To cite this article: Salmon D, Gilbert E, Gioia B, Haftek M, Pivot C, Verrier B, Pirot F. New easy handling and sampling device for bioavailability screening of topical
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Franz cell

Saarbrucken model

=M

Transwell® device

Mah’s micro diffusion
cell

Receptor 9mL Solid

Donor 3mL Systematic occlusion

4 Possible occlusion
2
E Membrane 0.76 cm? Full thickness and
7 From full thickness skinto ~ dermatomed skin
ultrathin artificial membranes
Sealing system  Mettallic champ Punch + polymeric joint

Flow through Depends on multiple well plate

dimensions (from 6 1o 96 wells)

283 uL Depends on multiple well plate
dimensions (from 6 to 96 wells)
0.283 cm? Cell mono layer

Artificial membrane
Reconstructed tissue

Used with rat skin

Sliding system Not applicable

Advantages Worldwide recognition Penetration data

Available to automation
Serial industrial production
Possibility of single use

Small amount of product
required

Handcraft fabrication

Cost No permeation data
Complex handling Systematic occlusion
Fragility (glass made)

Drawbacks

Not for ex vivo studies
(PAMPA, Cell mono layer)
Non keratinized epidermis (Episkin®)

Few data avialable
Only on rat skin yet

Figure 1. Comparison of structural parameters of various existing diffusion cells displaying advantages and drawbacks (D: donor

compartment, M: membrane, R: receptor compartment).

directly extrapolated to human administration or (ii) fitted to
a mathematical model to obtain drug product permeability
characteristics, respectively [10].

Worldwide harmonized experimental protocols for skin per-
meability studies are proposed by the Organization for
Economic Cooperation and Development [10]. Moreover,
the European Union Reference Laboratory for Alternative
to Animal Testing (EURL ECVAM) is meant to develop,
validate and valorize alternative in vitro methods [7]. There-
fore, a great scientific and regulatory interest exists for
ex vivo permeability studies, although they are not yet
sufficient by their own to secure human exposure down-
stream. In this context, optimization of experimental setup
is required to expend the scope of in vitro / ex vivo
permeability assays. Furthermore, in the future, the devel-
opment of biomedicines and the complexity of formulations
will require extensive characterization and optimization of
permeability mechanisms to ensure quality, security and
efficiency of new drug products [11].

Various different types of diffusion cells have been pro-
posed with different applications (figure 1) [8, 9, 12, 13].
Franz diffusion cells are OECD compliant and widely
used in permeability assays worldwide. However, literature
describes yet unsolved drawbacks related to Franz diffusion
cell use [14] among which, (i) the formation of bubbles
at the membrane-receptor fluid interface due to degasing
of receptor solution upon heating and (ii) the overhydra-
tion of ex vivo explants which may modify compounds
partition coefficient of drug and the relevance of penetra-
tion data. In this context, the development and validation
of a versatile, robust and readily accessible diffusion cell

for extensive ex vivo permeability studies is required. To
overcome difficulties identified using Franz diffusion cells,
we have developed an innovating patented diffusion cell
called VitroPharma designed for dual drug penetration and
permeation studies (figure 2) [15].

In this study, the percutaneous absorption of caffeine
through porcine skin treated by a finite dose of commercial
topical formulation was studied by using Franz diffusion
cell and VitroPharma according to OECD Guideline n°428
[10]. Additionally, lateral and vertical penetration of caf-
feine into skin was assessed and discussed. Finally, device
equivalence was discussed based on permeability and phar-
macokinetic parameters.

Materials and methods

Caffeine and caffeine based formulation

Caffeine and commercial 5% (m/m) caffeine based
hydroalcoholic gel were provided by Sigma-Aldrich (Saint-
Louis, Missouri, USA) and Pierre Fabre Medicament

(Percutafeine® 5%, Boulogne, France), respectively. The
physico-chemical properties of caffeine and composition

of Percutafeine® 5% are reported in figure 3.

Franz diffusion cell and VitroPharma

Franz glass diffusion cells were provided by Ver-
rerie Villeurbannaise (Villeurbanne, France). VitroPharma

EJD, vol. 25, Suppl. 1, April 2015
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Franz cell

VitroPharma

Figure 2. Photography of Franz diffusion cell displaying donor (D) and receptor (R} ) compartments and photographic operating
mode for VitroPharma: (1) Presentation of the device including donor compartment (D;) with its screwable cap and sealing
system. (2) Empty donor compartment is turned head down. (3) Membrane (e.g., silicone membrane) is deposited onto donor
compartment. (4) Sealing system is hermetically applied by simple pressure. (5) Receptor fluid is poured in multiple well plate
receptor compartment (R,). (6) Donor and membrane assemblage is positioned on receptor compartment. (7) Donor fluid is
poured in donor compartment at t = 0. (8) Permeability assay takes place under controlled temperature conditions.

i CH?
HiC\ N/
N
)\ I /> Log P: - 0.07
0 T i

CH?

Caffeine'? Percutafeine® 5%
Melting point: 238 °C Caffeine (5%)
Molecular weight: 194.2 g/mol Carbomer

Water solubility (25°C): 16mg/ml.
Ethanol solubility (25°C): 15.15mg/mL

Triethanolamine

Cethiol He (PEG-7 Glycerol Cocoate)
Ethanol 96%

Purified water

Figure 3. Physico-chemical properties of caffeine and qualitative composition of caffeine based hydroalcoholic gel (Percutafeine®

5%).

Source: ': Sigma-Aldrich product information sheet; 2 www.DrugBank.ca

polypropylene prototype was designed by plastic specialist
(Maire SA Oyonnax, France) accordingly to VitroPharma
patent [15]. VitroPharma is based on a multiple well plate
exhibiting standardized dimensions. Patent claims include
(i) description of sealing system operating by sliding (ii)
design of donor compartment able to cooperate with multi-
ple well plates and (iii) characteristics of receptor medium.
Graphical instructions for the use of this new device are
depicted in figure 2. Franz diffusion cells and VitroPharma
were used uncapped in this study. Receptor compartments
of (i) Franz diffusion cells and (ii) VitroPharma were
filled with 9 mL and 1.5 mL, respectively, of 0.0001%
Patent Blue V (Guerbet, Roissy France) saline solution
(NaCl0.9%, B. Braun Medical SAS, Boulogne, France).
Absorbance of Patent Blue V saline solution was mea-
sured at 640 nm by using V-630 spectrophotometer (Jasco,
Bouguenais, France). Further determination of absorbance
of Patent Blue V saline solution was carried out in order
to appreciate the extent of receptor fluid water-loss in both
Franz diffusion cell and Vitropharma (see next sections).

EJD, vol. 25, Suppl. 1, April 2015

Unscalded porcine ears obtained from local slaughter house
were frozen before use. Storage at4°C for 12 hours allowed
slow thawing of porcine ears which were clipped then
dermatomed (500 pm in thickness) using a dermatome
(Aesculap AG, Tuttlingen, Germany). Finally, skin explants
(total surface area: 5.31 cm?) were isolated using a biopsy
punch. Therefore, skin explants were mounted on (i) Franz
diffusion cells (n = 4; unexposed and exposed skin sur-
face area: 4.53 cm? and 0.78 cm?, respectively) and (ii)
VitroPharma (n = 32; unexposed and exposed skin sur-
face area: 4.60 cm® and 0.71 cm?, respectively). Skin
barrier integrity was checked by measuring transepidermal
water loss (TEWL) using a Tewameter® (Courage Khaz-
aka, Cologne, Germany). Skin samples exhibiting TEWL
higher than 15 g/m*/h were discarded. Then, Franz diffu-
sion cell and VitroPharma were immersed intoa 37 °C water
bath and left for 1 hour to achieve temperature equilibration
(~32°C). Percutafeine® 5% was applied by using lab-made
applicator to the surface of mounted skin explants (Franz

© John Libbey Eurotext, 2012



diffusion cell: 7.28 + 0.33 mg; caffeine: 364 + 17 pg;
467 + 21 pg/em?; VitroPharma: 7.55 + 1.24 mg; caffeine:
378 + 62 pg: 532 & 87 pg/em?).

Percutaneous absorption of caffeine

Franz diffusion cell

Receptor fluid aliquots (500 L) were collected at 1 h, 2 h,
3h,4h,5h,6h,23 hand 24 h and then replaced by fresh
receptor fluid. Absorbance of receptor fluid aliquots were
measured at 640 nm as described in previous section and
then diluted in 500 pL. methanol:water mixture (60:40 v/v)
for further analysis (see section 2.5). After 24 h, cells
were disassembled. Donor formulation was recovered from
skin surface using cotton swabs soaked with distilled
water and then immerged in 1 mL methanol:water mixture
(60:40 v/v). Skin explants were collected and preserved at
4 °C in aluminum foils for further analysis.

VitroPharma

Four individual VitroPharma cells were disassembled at 1 h,
2h,3h,4h,5h, 6h 23 hand 24 h. Whole receptor
solution was recovered, then its absorbance was measured
at 640 nm as described in previous section and finally,
500 pL aliquots were diluted in 500 wL methanol:water
mixture (60:40 v/v). Donor formulation was recovered
from skin surface using cotton swabs soaked with distilled
water and then immerged in | mL methanol:water mixture
(60:40 v/v). Skin explants were collected and preserved at
4 °C in aluminum foils.

Caffeine cutaneous bioavailability

Treated skin surface (i.e., exposed skin, 0.78 cm’ and
0.71 ¢cm? in Franz diffusion cell and VitroPharma, respec-
tively) was separated from unexposed skin parts using a
biopsy punch. Unexposed and exposed skin samples were
saved in 1 mL of methanol:water mixture (60:40 v/v)
for separated analysis. Skin tissues were homogenized
by using Mini-Bead Beater TM (Biospec Products,
Bartlesville, USA) to ensure caffeine extraction for two
minutes. Finally, tissue suspensions were centrifuged at
15 000 g for 20 minutes and supernatants were collected
into vials.

Caffeine content analysis

Caffeine content in receptor solution and supernatants
was assayed by high performance liquid chromatography

Table 1. Characteristics of caffeine assay by HPLC.

(HPLC) as reported in table 1. Limit of detection and limit
of quantification were .02 pwg/mL and 0.06 pg/mL, respec-
tively.

Data analysis and mathematical model

Considering that the transport through skin explant
generally follows Fickian diffusion through a simple
homogeneous membrane [16], thus under the boundary
conditions of the experiment performed:

- Dose of the drug applied is finite, caffeine concentration
in the vehicle (C,) decreases through the application time
(Eq. 1.

— Skin explant initially contains no drug at t = 0 (Eq. 2).

— Receptor fluid respects sink condition for caffeine

(Eq. 3).

dCl 8Cm
V M 'm X 2
dt &R ox yeo (- 1)
Ca(L,)=0 (Eq.2)
Cy=0atx=Lfort>0 (Eq.3)

Parameters defining the transport of caffeine through skin
explants were calculated from the non-steady state solu-
tion to Fick’s second law for single layer membrane [17]
following Eq. 4:

2exp ( —;xt)
cos(l+AL %)

Where Q;: cumulated amount of caffeine in receptor at t;
C\. C,, and C,: concentration of caffeine in (i) the vehicle,
(ii) the membrane and (iii) the receptor, respectively; A:
diffusion area, V,: volume of the vehicle, A,: thickness of
the vehicle and L: thickness of the membrane.

The validity of Eq. 4 also assumes that (i) all transport
of chemical substance across skin explants takes place
by passive diffusion, (ii) that none other skin layers con-
tribute to the total barrier. The permeability parameters
(KL and D/L?) were determined by non-linear regression
using Kaleidagraph® software (Synergy Software, Read-
ing, PA, USA). Permeability coefficient, K}, was calculated
following Eq. 5 [18]:

Q; = Cy0Ahyx |1 — (Eq. 4)

K,,(cm-s ) KLxg (Eq.5)

Equipment Modular HPLC, Agilent 1200 series (Agilent Technologies SAS, Les Ulis, France)
Column Gemini C18, 110 A, 250 x 4.6 mm, 5 m (Phenomenex, Le Pecq, France)
Pre-column C184.6 x 2.5 mm, 5 pm
Mobile phase (v/v) 60% HPLC grade methanol/40% purified water
Flow 1.0 mL/min
Detection UV lamp 270 nm
Injection volume 20 pL
Retention time 3.5 min

EJD, vol. 25, Suppl. 1, April 2015

© John Libbey Eurotext, 2012



Area under the curve (AUC) of cumulated amounts of
caffeine permeated through skin either mounted in Franz
diffusion cell or in VitroPharma, as function of time
were calculated by using Kaleidagraph® software (Syn-
ergy, Reading, PA, USA). Device equivalence (DE) was
estimated by using equation 6.

DE = Dose ranz celt X AUCVitro Pharma

(Eq. 6)

Doseviro Pharma X AUC Franz cell

Permeability data obtained with (i) Franz diffusion cell and
(ii) VitroPharma were compared using Wilcoxon-Mann-
Whitney non-parametric test for unpaired data. P<0.05 was
chosen as significant level.

Results and discussion

Penetration and permeation of caffeine
through porcine skin

Classical permeation experiments are performed by using
Franz diffusion cell and sampling of receptor solutions
withdrawn at regular intervals of time. Therefore, samples
are assayed for the determination of permeant content while
permeant into the skin is usually determined at the end of
skin time exposure. Saarbriicken model was designed to
study the rate and the extent of drug penetration into skin
tissues maintained hydrated by filter paper impregnated
with Ringer solution. Taking into account its design, Saar-
briicken model is not suitable for percutaneous absorption
investigation, although penetration/permeation data corre-
lation from Saarbriicken model and Franz diffusion cell was
reported [12].

In the present study, we detailed a “hybrid” model, for
dual assessment of penetration and permeation of drug
into and through the skin, suitable e.g., for the study of
bioequivalence of topical products. Finite dose skin absorp-
tion experiments were conducted using conventional Franz
diffusion cell and VitroPharma and by the application of
semisolid formulation (i.e., Percutafeine® 5% gel) ranging
from 1 to 10 mg/cm? as recommended by OECD Guideline
428 [10]. The profiles of (i) cumulative amounts absorbed
through porcine skin mounted in Franz diffusion cell and
VitroPharma and (ii) caffeine penetration into porcine skin
mounted in VitroPharma are depicted in figures 4 and 5,
respectively. Permeation curve shapes confirmed finite
dosing conditions which thus were significantly fitted to
Fickian diffusion model. Therefore, cumulative amount of
caffeine absorbed into the skin increased exponentially,
reached a maximum and then decreased (figure 5). Con-
versely, cumulative amount of caffeine absorbed through
the skin increased exponentially, and then reached a
plateau (figure 4). Similar value of caffeine penetration in
whole skin was obtained in both devices after 24 hours
(~6 pglem?).

Characterization of caffeine permeation
through porcine skin

The permeability of caffeine through porcine skin was
characterized by determining KL and D/L? parameters cal-
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Figure 4. Permeation profile of caffeine through 500 pm der-
matomed porcine skin explants mounted in (O) Franz diffusion
cell and (@) VitroPharma. Each data point is the mean = SEM
of four experimental determinations.

culated from Fickian model, which were combined for the
calculation of permeability coefficient, Kp. Furthermore,
conventional pharmacokinetic analysis was undertaken
enabling the determination of the maximum of cumulated
caffeine absorbed (Qpay), and the AUC of cumulated
permeant as function of time exposure. Therefore, device
equivalence was calculated as the ratio of AUCs and applied
doses. Permeability and pharmacokinetic parameters were
reported in table 2. Permeability parameters of caffeine
from Franz diffusion cell and VitroPharma were not sig-
nificantly different confirming that the experimental setups
achieved comparable percutaneous absorption. Moreover, it
is worth noting that the partitioning and diffusion properties
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Figure 5. Penetration profile of caffeine into 500 wm der-
matomed porcine skin explants mounted in VitroPharma. Each
data point is the mean £+ SEM of four experimental determi-
nations.

were strictly comparable between both devices. Although
the receptor solution was unstirred in VitroPharma, Q..
and AUC values were found similar to those obtained from
stirred receptor solution in Franz diffusion cell. These sim-
ilarities might be explained in considering that the maximal
caffeine concentration in receptor solution in both devices
was much lower (~4 pg/mL) that the limit of aqueous solu-
bility of caffeine (~16 mg/mL at 25 °C and ~26 mg/mL at
32°C). Therefore, although boundary aqueous layersin the
vicinity of dermis might interfere with proper homogeneity
of receptor solution and overall diffusion of caffeine, that
potential pitfall was not contributive in the present study.
The importance of skin surface/ receptor volume ratio (Vit-
ropharma: 0.47 cm™' versus Franz diffusion cell: 0.09 cm™)
in diffusion experiment will be studied in further experi-
ments. However, the absence of stirring in VitroPharma
might be questionable for the assessment of percutaneous
absorption of highly lipophilic compounds. In earlier study,
permeation of caffeine through human skin treated by
commercial caffeine formulations was conducted by using
modified Franz diffusion cell with reduced active surface
area (1 cm?) and receptor phase volume (4 mL; i.e., skin
surface/receptor volume ratio: 0.25 cm™') [19]. Permeabil-
ity coefficients of caffeine (0.3 - 3 x 10”7 cm/s) obtained

previously ranged favorably with those determined in the
present study (~6 x 107 cm/s). Finally, device equiva-
lence between Franz diffusion cell and VitroPharma was
confirmed from pharmacokinetic analysis in which AUCs
to dose ratio was found equal to 109% within acceptable
range.

Lateral diffusion and finite dose

Lateral diffusion of permeant within skin.structure dur-
ing permeability assay impairs drug recovery and requires
supplementary lateral skin compartment in permeability
modelling [20]. It was shown that lateral diffusion depends
on drug lipophilicity and molecular weight. Therefore, lat-
eral diffusion might have important clinical consequences
(e.g., reduction of drug bioavailability and formation of an
undesirable drug reservoir out of treated area). Previous
study reported fast lateral diffusion with a peak spreading
inside outermost layers of the skin within minutes followed
by a decrease over time [21].

In the present study, lateral penetration of caffeine was
assessed in Franz diffusion cell and VitroPharma. Lateral
untreated and treated skin areas represented ~85% and
~15% of total skinarea (5.31 cm?), respectively. After 24
hours, 17% == 10% and 31% + 10% of initial caffeine dose
was recovered in untreated skin mounted in Franz diffu-
sion cell and VitroPharma, respectively. Visual aspect of
unexposed lateral skin in Franz diffusion cell was markedly
dehydrated as compared to normal aspect in VitroPharma
after 24 h. These discrepancies might be explained by the
experimental setups where the skin is compressed between
both donor and receptor compartments in Franz diffusion
cell limiting dramatically water flux toward lateral skin
areas, whereas water-tightness was insured by smooth slid-
ing of skin between donor compartment and sealing ring
(figure 3). Therefore, VitroPharma may respect more in use
conditions where natural spreading of topical formulations
occurs from the initial deposit. Complementarily to pene-
tration experiment an assessment of lateral diffusion should
be considered in permeation studies.

Conclusion

Cutaneous bioavailability of drug in formulation requires
a relevant assessment of penetration and permeation when
using diffusion cells. In the present study, we presented a
new device enabling dual assessment of penetration and
permeation of drug into and through the skin. Permeabil-
ity of caffeine chosen as hydrophilic compound model was
found similar in conventional Franz diffusion cell and Vit-
roPharma, confirming biopharmaceutical equivalence of

Table 2. Permeability and pharmacokinetic parameters obtained from non-steady state solution to Fick’s second law for single
layer membrane displayed in section 2.6. Each data is the mean =+ standard deviation of 4 experimental determinations.

Devices 10? x KL 10° x D/L? 107 x Kp Op AUC

(cm) (s (cm/s) (pg/em?) (pg-h/em?)
Franz cell 2.24 4+ 0.89 2.80 4 0.97 6.26 + 0.32 6.04 +2.70 85.01 + 44.44
VitroPharma 2.00 + 0.46™ 2.87 + 097N 5.74 + 0.62N 5.32 4 3.34NS 96.17 4 41.62N

NS: Not significantly different from Franz cell group (Wilcoxon-Mann-Whitney non-parametric test for unpaired data).
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both devices. However, VitroPharma allowed a convenient
evaluation of caffeine penetration profile confirming the
importance of lateral diffusion in overall cutaneous trans-
port. Further studies using a lipophilic compound will be
conducted to achieve complete agreement to OECD proce-
dure and to confirm the robustness of VitroPharma as dual
penetration/permeation device for appropriate screening of
topical formulations

Disclosure. Financial support: none. Conflict of interest:
Authors DS, CP and FP declare being listed as inventors
in the VitroPharma patent.
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Abstract: Skin and mucosal infections constitute recurrent pathologies resulting from either
inappropriate antiseptic procedures or a lack of efficacy of antimicrobial products. In this field,
nanomaterials offer interesting antimicrobial properties (eg, long-lasting activity; intracellular
and tissular penetration) as compared to conventional products. The aim of this work was to
produce, by a new solvent-free process, a stable and easily freeze-dryable chlorhexidine-loaded
polymeric nanocapsule (CHX-NC) suspension, and then to assess the antimicrobial properties
of nanomaterials. The relevance of the process and the physicochemical properties of the CHX-
NCs were examined by the assessment of encapsulation efficiency, stability of the nanomaterial
suspension after 1 month of storage, and by analysis of granulometry and surface electric charge
of nanocapsules. In vitro antimicrobial activities of the CHX-NCs and chlorhexidine digluconate
solution were compared by measuring the inhibition diameters of two bacterial strains (Escheri-
chia coli and Staphylococcus aureus) and one fungal strain (Candida albicans) cultured onto
appropriate media. Based on the findings of this study, we report a new solvent-free process for
the production of nanomaterials exhibiting antimicrobial activity, suitable stability, and casily
incorporable as a new ingredient in various pharmaceutical products.

Keywords: nanomaterial, nanocapsules, antiseptic, chlorhexidine, solvent-free process

Introduction

Chlorhexidine (CHX) is a bis-biguanide showing broad-spectrum antiseptic activity
against Gram-positive and Gram-negative bacteria, and fungi. Its efficient antimi-
crobial activity finds numerous pharmaceutical applications, notably in mucosal and
cutaneous antisepsis." Oral mucosa antisepsis is challenging, since saliva bathing
and enzymes are responsible for the clearance and degradation of drugs.? In this
field, CHX is widely used, and its efficacy has been fully described.’* However,
oral mucosa administration of CHX exhibits potential side effects (eg, tooth stain-
ing, taste alteration, burning sensation, low bioavailability®), so original formula-
tions were developed (eg, gels, varnishes, mucoadhesive tablets, and orthodontic
materials), allowing controlled drug release.”*” Furthermore, the use of antiseptic
agents is mandatory to prevent surgical site infection and to reduce nosocomial
infections responsible for morbidity and mortality incidence and growing economic
pharmaceutical care.* In this context, CHX was proven efficient in reducing the
occurrence of resistant bacterial strains, especially methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus and extended-spectrum B-lactamase,' and is recognized to produce
an efficient, immediate, and sustained antiseptic effect maintained beneath surgical
gloves.' However, compliance with antiseptic use is followed by only 50% of medi-
cal and nursing staff in care units.'* Reiterated and time-consuming applications, as
well as the misuse of antiseptics, reveal the necessity of a new strategy for a rapid
and sustained antiseptic activity,'*'?
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An alternative to conventional formulations is found in
nanomedicine supporting drug targeting and sustained phar-
macological activity.' In this field, polymeric nanocapsules
(NCs) present many advantages, such as their ability to dis-
play immediate and sustained drug release while preventing
chemical degradation."” In previous publications, we have
provided an in vitro release study, an ex vivo cutaneous
permeability study, an in vivo human sustained antibacterial
efficiency study, and a minimum inhibitory concentration
determination for CHX-loaded poly-e-caprolactone (PCL)
NCs."*2 However, CHX-NCs were prepared by conven-
tional interfacial deposition, where PCL was dissolved in
organic solvent, the latter being therefore eliminated from
the aqueous phase by evaporation and multiple purification
steps questioning the presence of solvent residue and the
feasibility of industrial scale-up.?’ The main objective of
this study was to prepare by an original solvent-free process
a stable and easily freeze-dryable CHX-NC suspension as
a new antimicrobial nanomaterial. Physicochemical and
granulometric characterization of CHX-NCs is provided that
correlates with previous findings. Furthermore, the in vitro
antimicrobial efficiency of CHX-NCs was verified using an
agar-diffusion method** and compared to 1% CHX diglu-
conate aqueous solution.,

Materials and methods

Materials

CHX base was purchased from Inresa (Bartenheim, France),
Montanox 80 (polysorbate 80, hydrophilic surfactant) was
given by Seppic (Castres, France), and Lutrol* F68 (polox-
amer 188, molecular mass 7,680-9,510 g/mol, 81% poly-
oxyethylene units) was provided by BASF (Ludwigshafen,
Germany). Labrafil* M1944CS (mixture of mono-, di-,
and triglycerides and mono- and difatty esters of polyeth-
ylene glycol 300) and Plurol® Oléique CC 497 (polyglyc-
eryl-6 dioleate) were provided by Gattefossé (St Priest,
France). PCL (molecular mass ~80,000 Da) was purchased
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Miiller-Hinton
agar plates and bacterial and fungal strains were provided
by Nosoco Tech (Lyon, France).

Nanocapsule production

In a recent patent, we reported a new solvent-free process
for the production of polymeric NCs.** Briefly, a hydro-
phobic crystalline or amorphous polymer (ie, PCL) was
melted or dispersed above the glass-transition temperature
in an oily mixture containing triglycerides and a lipophilic
surfactant. Then, the oily phase was mixed in an aqueous gel

containing hydrophilic surfactant, enabling the formation
of polymeric NCs suspended in gelified suspension. In the
present study, the oily phase was a mixture of Plurol Oléique
CC 497 (HLB =6; 4 g), and Labrafil M1944CS (HLB =4;
0.36 g) heated at 60°C-70°C. Afterward, PCL (0.37 g) and
CHX base (1 g) were introduced into the oily mixture
and mechanically stirred (600 rpm) until a homogeneous
and clear dispersion was obtained. Also, poloxamer 188 (34 g)
hydrogel was prepared in a 0.15% Montanox 80 (HLB =15)
aqueous solution (60.27 g) and heated at 60°C-70°C. Finally,
the oily mixture and hydrogel were mixed under mechanical
stirring (600 rpm), allowing the spontaneous formation of
polymeric NCs. The theoretical CHX concentration in NC
suspension was 1% (weight/weight [w/w]). CHX-NCs in
suspension represented 5.73% (w/w).

Freeze-drying of nanocapsule suspension
CHX-NC suspensions was frozen for 48 hours at —80°C, then
freeze-dried for 24 hours (Heto Power Dry LL3000 freeze-
dryer; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Additionally, freeze-dried powder was passed through a
2 mm sieve. Rehydration of 0.5 g freeze-dried CHX-NC
powder in 10 mL of purified water enabled the restitution
of the initial CHX-NC suspension.

Granulometric analysis

Particle size, polydispersity index, and zeta potential were
determined using a coupled granulometer and zeta-potential
analyzer (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern,
UK). This instrument enables the measurement by dynamic
light scattering of particle sizes between 0.6 nm to 8.9 um
(detector angle 173°, wavelength 633 nm). Zeta potential is
achieved by laser Doppler electrophoresis (maximum con-
ductivity 200 mS/cm). Adequate dilutions of each formula-
tion in demineralized water were analyzed at 25°C+2°C ina
dedicated vial (Plastibrand™ 70 pL micro; Sigma-Aldrich).
Measurements were performed on three different batches of
CHX-NC suspensions. Each measurement was repeated ten
times, and results are expressed as means of ten measure-
ments + standard deviation.*

High-performance liquid-chromatography
analysis

CHX was analyzed by reverse-phase chromatography
using high-performance liquid chromatography (HPLC;
1200 series; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
according to a method described previously.”” A C18 column
was used (Zorbax, 150x3 mm, 3.5 um particle size; Agilent
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Technologies). The mobile phase was composed of ace-
tonitrile and 30 mM sodium acetate buffer (1:1, volume/
volume [v/v]) adjusted to pH 3.3 with acetic acid (96%).
Samples were filtered through 0.45 um polyvinylidene
difluoride membranes (Millex® filter; EMD Millipore, Bil-
lerica, MA, USA) and degassed by ultrasonication. The
injected sample volume was 40 uL, and the flow rate of
the mobile phase was (.8 mL/minute. The retention time of
CHX detected at 260 nm was 1.3 minutes. For concentrations
between 6.25 and 300 pg/mL, chromatograms were linear
with a correlation factor 0f 0.999. The limit of quantification
of CHX was ~20 ng/mL.

Determination of encapsulation efficiency
Total CHX in suspension and freeze-dried powder
The total amount of CHX in suspension and freeze-dried
powder was determined by HPLC analysis. CHX-NC sus-
pension (1 mL) was diluted in the mobile phase (1:100), and
freeze-dried CHX-NC powder (0.5 g) was firstly dispersed
in 10 mL mobile phase and then diluted in the mobile phase
(1:100). Complete dissolution of NCs and subsequent CHX
release were ensured by dilution in the mobile phase. Samples
were filtered before analysis, as described in the “High-
performance liquid-chromatography analysis” section.

Unencapsulated CHX in suspension

and freeze-dried powder

The unencapsulated CHX amount in the CHX-NC suspen-
sion was determined by dilution of the CHX-NC suspen-
sion in purified water (1:100), then filtration through an
Ultrafree®-CL filter (0.1 wm, polyvinylidene difluoride mem-
brane; EMD Millipore), which was centrifuged (4 minutes,
6000 g). Thereafter, the collected unencapsulated CHX
in ultrafiltrate was assayed by HPLC, as described in
the “High-performance liquid-chromatography analysis”
section."” Similarly, freeze-dried CHX-NC powder (0.5 g)
dispersed in 10 mL of purified water and then diluted
in purified water (1:10) was ultrafiltrated, as described
previously.

Encapsulation efficiency

The encapsulation efficiency (EE) of the CHX input (Q,,,, ...p...)
was calculated from the total CHX amount in the CHX-NC
suspension (Q .y e wepension) A1d the CHX amount recovered

in ultrafiltrate (Q,y s CalCulated as follows:

EE (%) = QCHX-NCsuspmslon = QCHX ultrafiltrated % 100' ( | )

chx input

Morphology of nanocapsule suspensions

and freeze-dried powder

CHX-NC and freeze-dried CHX-NC morphology was stud-
ied by using an S800 scanning electron microscope (Hitachi,
Tokyo, Japan) after gold-palladium coating.

Study of CHX-NC suspension stability
CHX-NC suspension stability was assessed using a Turbiscan™
Classic MA 2000 (Formulaction, L’Union, France), in
which the CHX-NC suspension filled aseptically in a sterile
glass tube (filling height 50 mm) was scanned vertically
by an 850 nm incident beam (ie, analysis of backscattering
detection at a 180° angle). Turbiscan measurements were
performed each day during the first week and every 3 days
thereafter for 1 month while in storage at an ambient tempera-
ture (20°C£5°C).>** Additionally, granulometric analysis
was performed as described in the “Granulometric analysis”
section after | month’s storage at an ambient temperature.

In vitro antimicrobial efficiency

The antimicrobial efficiency of the CHX-NC suspension
and CHX-NC freeze-dried powder was compared to CHX
digluconate solution (1%) by using an adapted antibio-
gram test.”’** The choice of bacterial strains was driven by
European Pharmacopoeia recommendations.?® In vitro
antimicrobial activity of CHX nanomaterials and CHX
digluconate solution was determined against clinically iso-
lated bacterial (Escherichia coli, Staphylococcus aureus)
and fungal (Candida albicans) strains on Miiller-Hinton
and Sabouraud media, respectively. Impregnated disks of
tested formulations (2 pL) were deposited onto the surface
of the culture media, and inhibition diameters of strains
exposed to the CHX-NC suspension, freeze-dried CHX-NC
powder dispersed in purified water, the CHX digluconate solu-
tion, and an unloaded PCL NC suspension (ie, NCs produced
as detailed in the “Nanocapsule production” section without
CHX load), which were measured after 24 hours at 37°C.

Statistical analysis

The granulometry and surface electric charge of the CHX-NC
suspension were compared before and after 1) an immediate
freeze-drying process by using the nonparametric Mann—
Whitney—Wilcoxon test for unpaired data and 2) 1 month
of storage by using the nonparametric Mann-Whitney—
Wilcoxon test for paired data. The Kruskal-Wallis rank-sum
test was performed for multiple comparisons between the
antibacterial/antifungal activity of formulations. The level of
statistical significance was chosen as P<(.05.
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Results

Formulation and characterization
of CHX-NC suspension

and freeze-dried powder

The CHX-NC suspension was characterized macroscopically
as a homogeneous milky dispersion easily freeze-dried and
sieved as a white powder (Figure 1D). Granulometry and
surface properties of CHX-NC suspensions and freeze-dried
CHX-NC powder are reported in Table 1. Submicronic size
and mid-range polydispersity of the CHX-NC suspension
were confirmed before and after 1 month of storage at an
ambient temperature. As reported in our previous study,
CHX-NCs exhibited a permanent positive surface electric
charge throughout storage, due to CHX dissociation at the

water-polymeric wall interface compared to negatively
charged unloaded NCs."” No significant differences in
granulometry and surface properties were observed between
batches (n=3) of CHX-NC suspensions. Furthermore, imme-
diate freeze-drying of CHX-NC suspensions did not signifi-
cantly affect either granulometric or surface electric charge
parameters. Electron microscopy observation of CHX-NC
suspensions confirmed the nanometric spherical shape of
CHX-NCs (Figure 1, A and B). The aggregated structure of
freeze-dried CHX-NC powder was evident from scanning
electron microscopy (Figure 1C).

Recovery of the initial CHX input was found between
85% and 89%, respectively, in suspension and after freeze-
drying process. Total recovery was assumed as CHX loss

I —
1um 1cm
Figure | Scanning electron microscopy images of (A) chlorhexidine-loaded nanocapsules (CHX-NCs), (B) CHX-NC suspension, (C) freeze-dried CHX-NC powder,

and (D) photograph of freeze-dried CHX-NC powder.
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Table | Loading, granulometric, and surface electric properties of chlorhexidine nanocapsule (CHX-NC) suspensions (CHX 1%, | mL)
and freeze-dried CHX-NC powder (CHX 2.5%, 0.5 g)

Formulation CHX amount (mg) EE (%) Average size 10*PI ¢ (mV)
(nm)
Input Recovered Encapsulated Ultrafiltrated Day0 Day30 Day0 Day30 Day0 Day30
CHX-NC 100  85:0.1 6.9+0.3 1.610.3 6913 225+2  247+3 1607 19402 1815  |3+4
suspension (NS) (NS) (NS)
Freeze-dried 125  |1.110.| 6.2+1.6 4916 50+13 2241 ND 42+09* ND 10+4*  ND
CHX-NC (NS)

Notes: *Significantly different from CHX-NC suspension day 0 group (Wilcoxon test for unpaired data test, P<0.05). Chlorhexidine amounts are expressed as
means + standard deviation of at least three experimental determinations. Granulometric data (average size, polydispersity index [PI], and zeta potential [(]) are expressed
as means + standard deviation of at least ten experimental determinations on each batch (n=3). Storage of suspensions was performed at room temperature (20°C+5°C)

and protected from light.
Abbreviations: EE, encapsulation efficiency; NS, not significant; ND, not determined.

inferior or equal to 15%. In order to confirm the relevance of
the new solvent-free process, the EE of CHX into polymeric
NCs was evaluated from the ratio of unencapsulated CHX
to initial input. At the outset, encapsulation of CHX was
close to 70%, which was consistent with that determined
in previous studies'’?' reporting CHX encapsulation in
PCL NCs obtained by a conventional interfacial deposition
technique involving predissolution of polyester in acetone
and a subsequent solvent-evaporation step. Nevertheless,
the EE of CHX assessed in freeze-dried CHX-NC powder
was found to be lower than that of the CHX-NC suspen-
sion. Accordingly, the ultrafiltrated CHX rate was 2.5 times
higher after freeze-drying (~44%) than that of the initial
CHX-NC suspension (~18%). Different assumptions might
be advanced to explain these discrepancies, such as a shrink-
ing of nanocapsules during the freezing phase favoring oily
mixture diffusion through the NC wall, or a breakage of NCs
during freeze-drying releasing oily content into the suspend-
ing solution. However, no variation in CHX-NC size was
evident, suggesting no dramatic breakage of nanomaterial,
but higher polydispersity and lower surface electric charge
tended to confirm a reversible and nondestructive shrinking
of CHX-NCs following freeze-drying. Turbiscan analysis
did not show any sedimentation or creaming in CHX-NC
suspensions stored for 1 month, but negligible flocculation
was assumed, as a minor variation (<10%) of suspension
backscattering was observed over 1 month (Figure 2). These
results were consistent with granulometry and surface electric
charge findings determined after 1 month’s storage at an
ambient temperature (Table 1).

Antimicrobial activity

In vitro antimicrobial activity of encapsulated CHX was com-
pared to CHX digluconate solution against common clinically
isolated pathogenic bacterial and fungal strains (Figure 3).

Inhibition diameters of strains exposed to antimicrobial
formulations are reported in Table 2, showing no significant
difference of antimicrobial activity. However, antibacte-
rial activities of CHX-NC suspensions and freeze-dried
CHX-NC powder were slightly more important against
S. aureus (5.340.1 cmand 5.1+0.3 cm, respectively) and E. coli
(6.4+2.3 cm and 5.0+0 cm, respectively) than CHX diglucon-
ate (3.6+1.1 cmand 4.0+0.9 cm, respectively). As expected, no
antimicrobial activity was evident with unloaded NCs.

The minimum inhibitory concentration for CHX-NCs had
already been determined in a previous publication.'” Only the
preparation method was changed: from interfacial polymer
deposition following solvent displacement to a solvent-free
method. Since NC-characterization results were consistent
in both publications, minimum inhibitory concentration was
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CHX-NC suspension
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i
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Figure 2 Turbiscan analysis of chlorhexidine-loaded nanocapsule (CHX-NC)
suspension backscattering profile evolution over | month of storage at 20°C+5°C.
Notes: There was no evidence of sedi ation or creaming, while flocculation was
observed. The extent of flocculation estimated from the variation of backscattering
did not exceed 10%.
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Figure 3A-C Photographs of inhibition diameters of Staphylococcus aureus stain exposed to chlorhexidine (CHX) for

(2 pL illlyl 34 on paper dISkS)

Notes: (A) CHX nanocapsule (CHX-NC) formulations (ie, CHX-NC suspension [c] and freeze-dried CHX-NC powder resuspended in purified water [$]). (B) 1% CHX
digluconate solution (positive control), and (C) unloaded NC suspension (negative control).

assumed to be comparable with the new process using the
same polymer. Therefore, inhibition diameters obtained by
disk diffusion were considered sufficient to verify antisep-
tic activity, since a complete antiseptic-activity profile had
already been determined in a previous publication.'

Discussion

The use of conventional CHX solutions is frequently the subject
of controversy (eg, taste masking, low bioavailability),” sug-
gesting the need for new formulation strategies. Polymeric
NCs have been extensively studied in the development of
drug carriers. However, most NC-preparation methods, such
as nanoprecipitation® and emulsification diffusion,” use
organic solvents (eg, alcohol, acetone, chloroform, dichlo-
romethane), which must be eliminated at the final step
of preparation to obtain a therapeutically usable form.*'

The use of organic solvents presents an important drawback,
due to their toxicity and the need for multiple purification
steps, including long-lasting or complex processes, such
as evaporation or solvent-diffusion steps. Moreover, solid
lipid nanoparticles have been proposed as an alternative
to polymeric NCs, with the major advantage of avoid-
ing organic solvents. Solid lipid nanoparticle solvent-free
preparation techniques like high-shear or high-pressure
homogenization present some limitations, such as energy
consumption, drug degradation, and lipid crystallization
and modifications.”> These considerations are important to
take into account in the perspective of industrial scale-up of
polymeric and lipid nanoparticles. The method described in
this study is solvent-free and consists of a two-step process
(ie, separate oily and aqueous phase preparation and mix-
ing) resulting in a stable and freeze-dryable NC suspension

Table 2 Comparison of inhibition diameters of Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Miller-Hinton medium), and Candida albicans
(Sabouraud medium) strains exposed to chlorhexidine nanocapsule (CHX-NC) suspensions (CHX 1%), freeze-dried CHX-NC powder
(CHX 2.5%) dispersed in purified water (CHX 0.6%), 1% CHX digluconate solution (positive control), and unloaded nanocapsule

suspension (negative control)

Formulation Inhibition diameter (cm)
Staphylococcus Escherichia Candida
aureus (NS) coll (NS) albicans (NS)
CHX-NC suspension 5.30.1 64123 3812
Freeze-dried CHX-NC 5.1+0.3 5.0+0.1 3.240.2
CHX digluconate solution 3.6%l.1 4.0+0.9 54108
Unloaded NC suspension 0 0 0

Notes: Data are expressed as means * standard deviation of three experimental determinations. NS (P>0.05; Kruskal-Wallis rank-sum test).

Abbreviation: NS, not significant.
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ready for freeze-drying. The advantage of freeze-drying is to
maintain stability, thus allowing longer lasting conservation
of nanocapsules.*

The average size of CHX-NC suspensions was in accor-
dance with other NC-preparation methods,*' and microscopic
observation showed that the CHX-NC structure was defined by
a clear wall formed by polymer, as observed previously."” EE
was found to be in the same range as previously described in
the literature (ie, 50%-70%,*' 60%'’) but was decreased by
the freeze-drying process. Flocculation was assumed, since a
decrease of backscattering was reported after gentle agitation
ofthe CHX-NC suspension (data not shown). Furthermore, the
positive charge at the surface of CHX-NCs, evidenced by zeta-
potential measurements, contributed to suspension stability.

The bactericidal effect of CHX-NC was proved to be
equivalent to that of solubilized CHX toward Gram-negative
(E. coli) and Gram-positive (S. aureus) bacteria and fungi
(C. albicans). Recently, antimicrobial silver-based nanoma-
terials have been reported, including nanoparticles,*** and
in wound dressing and surgical sutures.**” However, their
safety is often controversial, considering silver cytotoxicity
on keratinocytes and fibroblasts® and side effects (eg, cost,
definitive tegument coloration). In contrast, the encapsula-
tion of CHX limits drug diffusion into tissular and cellular
structures, potentially reducing recurrent side effects by
appropriate targeting against microorganisms. Furthermore,
in a previous study, we reported that encapsulation of CHX
enabled immediate and sustained antimicrobial activity
against resident and transient skin flora."® These results
were explained by both adhesion properties of nanoparticles
based on their physicochemical properties (eg, size, surface
charge)* and controlled release of CHX from nanocapsules
deposited onto the skin surface and accumulated in cutane-
ous appendages.*

Moreover, biocompatible and biodegradable polymer
enhances the tolerance and safety of the formulation,'” and
thermosensitive active pharmaceutical ingredient encapsula-
tion, including peptidic structures, is claimed by substitut-
ing crystalline polymer (ie, PCL melting point ~60°C) with
an amorphous low glass-transition temperature polymer
(eg, poly[lactide-co-glycolide acid] glass-transition tem-
perature ~40°C).

Conclusion

In the present study, a stable formulation of antimicrobial
NCs produced by a new solvent-free method was successfully
tested against several strains of bacteria. The simplicity of
the process enables the industrial scale-up of ready-to use or

freeze-dried products for widespread use in daily care prac-
tices, eg, in hand-washing hospital procedures or in dentistry.
Eventually, such versatile nanoprocesses might encapsulate
various chemical compounds for further pharmaceutical or
cosmetic applications.
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Annexe 4:

Development of a simple HPLC method using
core-shell particles column for quantification of
IR3535 in insect repellent liquid formulations
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ABSTRACT

A simple, fast, precise and sensitive method for the quantification of IR3535”, an insect repellent used in topical
formulations, was developed by reversed-phase high performance liquid chromatography. The separation was
carried out by using a core-shell silica particles column (Kinetex” C18, 5um, 4.6 mm x 150 mm) with a mobile
phase consisting of 0.1% formic acid and methanol (40 : 60 v/v) in an isocratic mode at 0.5 ml/min and UV
detection at 220 nm. The calibration curve was linear from 10 to 400 uM, with regression coefficient * = 0.9999.
Limit of detection (LOD) and Limit of quantification (LOQ) were found to be 1 and 10 uM, respectively. Precision
and accuracy fulfilled the acceptance criteria. This method was validated and may be routinely used for quantitative
analysis of IR3535” from various topical insect repellent liquid formulations.

Keywords: Insect repellent - IR3535 - HPLC - Validation

INTRODUCTION

Mosquitoes and ticks are common vectors of
numerous infection diseases in human. Their saliva
injected during blood feeding can cause swelling and
irritation, as well as transport of viruses, bacteria and
vector-borne pathogens'“.. Thus currently, USA and
other countries in Europe have approved the use of
repellents as an important tool to protect people from
these infections'. Repellents are chemical substances
that alter insect flight behavior and inhibit these
pathogen vectors from landing on the skin and
clothes'?. Ideally, repellents should protect against
biting insects with a long-lasting effectiveness and
cause no adverse reactions'®, Published data indicate
that repellent efficacy and protection duration vary
considerably among products and among mosquito or
tick species” . It is also significantly affected by
other factors such as ambient temperature, level of

www.pharmascholars.com

human activity, amount of perspiration, or exposure
to water"*!. Several insect repellents were evaluated
and registered by the U.S. Environmental Protection
Agency for skin application, such as DEET (N,N-
diethyl-meta-toluamide), Picaridin, IR3535" or Oil of
Lemon Eucalyptus (OLE)"".The most widely
marketed chemical-based insect repellent is DEET,
which is effective against many species of
mosquitoes, biting flies and ticks. Although known as
the “standard™ repellent, DEET has problems with
safety due to its high skin permeability, unpleasant
odors and several side effects''*", Moreover, recent
studies have revealed that some individual insects are
becoming increasingly resistant to DEET!?., Besides,
IR3535" is a good DEET alternative with the same
advantages and fewer disadvantages. Developed in
the early 1970s, IR3535°, chemically ethyl
butylacetylaminopropionate or 3-(N-acetyl-N-butyl)
aminopropionic acid ethyl ester (Figure-1), is derived
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from a natural amino acid, p-alanine™**. Despite its
marketed history of 25 years in european countries,
this chemical has d’ust been introduced as a product in
USA from 1999". As well, the active ingredient is
not under patent.

In comgarison with other common insect repellents,
IR3535" has very low toxicity at equal efficacy™”.
This chemical has been tested for a number of toxic
risks and showed accepted side effects. Even though
eye irritant and sometimes skin irritant may occur, it
still exhibits an excellent skin tolerance and general
safety™ . In 2001, the World Health Organization
decllgll'ed this repellent safe and effective for human
use' .

The repellent effects of IR3535" and DEET against
mosquitoes (Culex, Anophelesspecies) have shown
comparable protection efficacy™. Depending on
mosquito species and testing method, IR3535" has
demonstrated widely variable effectiveness with
complete protection times ranging from 23 minutes to
over 10 hours"*"**% Tt also provides up to 12 hours
of protection against blacklegged ticks'”".

Due to its interesting cosmetic properties (non-sticky,
odorless), IR3535” can be used in various cosmetic
formulations, such as aqueous alcoholic lotions, oil-
in-water or water-in-oil emulsions, Ipump sprays,
aerosols, roll-ons, gels, and creams'®"**'.

Repellent products containing alcohol are thought to
be able to permeate deeper into the skin, which
results in a faster loss of effectiveness' and the rapid
absorption of dermally applied IR3535“ may lead to
toxicity"", Therefore, our research group has
investigated to develop an alcohol-free formulation
of IR3535" that allows better efficacy and safety.

Despite currently used in over 150 consumer
products worldwide, there are few documents related
to the validation of a IR3535" quantitative method
reported in the literature!"®. Thus, the aim of the
present study was to develop and validate a simple
and reliable HPLC method for quantification of
IR3535 assay from a topical repellent formulation.

MATERIALS AND METHODS

Apparatus: The liquid chromatographic system
included a Waters Alliance 2795 pump, an auto
injector and a Waters 2996 UV DAD detector
(Waters Corporation, USA). Integration of the
detector output was performed using the Waters
Empower "2 software (Waters Corporation, USA).

www.pharmascholars.com
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Chemicals and reagents: IR3535" was received from
the Merck company. The formulations containing 8%
or 10% (w/w) IR3535"° were supplied by
pharmaceutics laboratory (ISPB, Claude Bernard
Lyon 1 University, Lyon, France) and were stored at
room temperature. Methanol and formic acid of
HPLC-quality grade were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). Water purified through a
Purelab® Option purifying system (ElgaLabWater)
was used in all procedures.

HPLC conditions: Analysis of IR3535" was
performed under isocratic elution, using a Kinetex”
column, C18, 5um, 4.6mm x 150mm (Phenomenex,
USA). The mobile phase consisted of 0.1% formic
acid (pH = 2.89) and methanol in a ratio of 40:60 v/v.
The run time was set up at 10.0 min. Analysis was
executed at room temperature (25+1°C). Prior to
injection, the column was equilibrated for 30 min
with the mobile phase. Detection was set at 220 nm
with a flow rate of 0.5 mL.min"and the volume of
injection was 15 pL.

Stock and working solutions: The stock solution was
obtained by dissolving 22 uL of IR3535” with
purified water in a 250 mL flask to obtain a final
concentration of 400 uM. From the stock solution,
working standard solutions of IR3535" were prepared
in the range of concentration from 10 to 400 uM to
establish the calibration curve as well as to evaluate
the precision and accuracy of the method. Dilutions
were performed with water.

Preparation of alcohol-free formulation of
IR3535%: The formulation was designed as alcohol-
free lipidic nanoparticle liquid suspension.
IR3535"was dispersed into oily phase consisted of
different waxes, a solubilizing agent and surfactants.
This oily phase is dispersed into an aqueous phase
consisted of only water or water associated with a
thickening agent.

Preparation of sample solution: To quantify
IR3535” in a topical formulation, samples required
dilution up to 1000-fold or 2000-fold (for formulation
containing 8% or 10% IR3535°%, respectively) with
regard to the linear range of the calibration curve.
First, acetonitrile was added into a 5 mL flask
contained 0.5 mL of the liquid formulation. Sample
was then vortexed 5 min and centrifuged 10 min at
3000 rpm, 20°C. Supernatant was filtered through a
0.20 pum PTFE membrane (Phenomenex, USA).
Subsequently, 1 mL of this solution was diluted 10
fold with mobile phase and vortexed 2 min. Finally,
the above solution was diluted 10-fold or 20-fold
with mobile phase for 8% and 10% IR3535"
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formulations respectively and vortexed 2 min. The
last solution was then injected into the column.

METHOD VALIDATION

The validation of the chromatographic method was
carried out according to the procedures described in
the International Conference on Harmonization (ICH)
guidelines'.

(a). Linearity: Linearity of proposed analytical
method describes the relationship between analyte
concentration in the sample and the peak area. In our
study, the linearity was evaluated by analyzing
IR3535" solutions at six concentration levels (10, 25,
50, 100, 200, 400 pmol/L) and in quadruplicate
(n=4). Calibration curve was obtained from the least-
squares regression model. For acceptance, a
correlation coefficient () of 0.997 or better was
required.

(b). Precision: Repeatability (intra-day) was obtained
by measuring five replicates of quality control
samples at 300, 150, 25 pM and the limit of
quantification (LOQ) on the same day. Intermediate
precision (inter-day) was verified by repeating the
above procedure on five different days. Intra-day and
inter-day precision were presented as relative
standard deviation (RSD). The precision around the
mean value should be equal or inferior to 15% for
normal concentrations and to 20% for LOQ.

(¢). Accuracy: Accuracy was expressed as a
percentage error (PE) from the theoretical
concentration. PE should not exceed 15% for the
quality control samples, except for the LOQ which
should not exceed 20%'*2",

(d). Limit of detection (LOD): To determine the
LOD, the graphic approach was used. A signal-to-
noise ratio of 3:1 is considered acceptable for
estimating the detection limit'*?.,

(¢). Limit of quantificaion (LOQ): LOQ was
determined during precision and accuracy evaluation.
The acceptance criteria of these two parameters at
LOQ are 20% for both RSD and PE. The LOQ was
used as the smallest concentration on the calibration
curve'®,

RESULTS AND DISCUSSION

Method development: The aim of this work was to
develop a simple and reproducible analytical method
to determine the amount of IR3535” in topical
formulations. Currently, only two publications related
to the analysis of IR3535" were reported. One was
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about the determination of IR3535" in biological
samples from human subjects after dermal
application"”. A ReproSil Pur ODS3 column (150 x
2 mm, 5pm) was used. Mobile phases consisted of
0.1% formic acid : methanol 40:60 (v/v) in a gradient
elution mode. Flow rate is only 200pL/min but
retention time of the compound of interest is more
than 14 minutes. A triple stage quadrupole mass
spectrometer was needed for quantification of
IR3535” in biological materials.

The other method proyosed consists in the
determination of IR3535" in an insect repellent
gel"™. A Hypersil ODS-C18 column, (250 x 4.6mm,
5pm) was used. The mobile phase was water:
acetonitrile 40:60 (v/v), using gradient elution mode
and UV detection. Retention time of IR3535" was 8
minutes with a flow rate of 1.0mL/min.

In our study, a Kinetex” C18 column (150 x 4.6mm,
5pm) was chosen. This stationary phase exhibited
less band broadening compared to fully porous
particles and thus results in better resolution, higher
sensitivity and low back pressure *'. The optimal
mobile phase composition was confirmed to be 0.1 %
formic acid and methanol (40:60, v/v) as reported in
the first paper™. However, even using a simple
isocratic elution mode, IR3535% was eluted in a
shorter retention time (6.2 minutes). The choice of
methanol versus acetonitrile contributes to reduce the
cost of the analysis.

As shown in Figure-2 corresponding to the typical
chromatogram of the repellent formulation containing
8% of IR3535", no interference of any excipients
which are included in the formulation was observed.
Compared to the only HPLC method reported in the
literature for analysis of IR3535" in a gel
formulation"®, the method described is simpler and
cheaper due to short time analysis and the use of
methanol instead of acetonitrile.

Method parameters: A typical calibration curve
within a range from 10 to 400 pM (n = 6) was
obtained by the following linear regression line: y =
3803.3x — 11218 with a high correlation coefficient
(r? = 0.9999) (Figure-3). Intra-day and inter-day
precision and accuracy are shown in Table-1 and
Table-2. All values fulfilled acceptance criteria
proposed by the ICH guidelines. As shown in table 1
and table 2, RSD and PE were 6.60% and 6.68% for
intra-day and 7.47% and 11.39% for inter-day
measurements, respectively for a concentration of 10
pM. The LOQ was defined as 10 pM. LOD was
found at 1 pM.
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CONCLUSION

The described HPLC method using core-shell silica
particles as stationary phase provided satisfactory
outcomes with symmetric peak, high resolution from
excipients in the formulation and low back pressure.

ISSN 2249-1848

We have succeeded in finding out a suitable, simple
and rapid HPLC method using an isocratic mode.
With results of linearity, precision, and accuracy, this
method may be adequately used for quantitative
routine analysis of IR3535” in topical insect repellent
liquid formulations.
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Fig-1: Structure of IR3535"
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Fig-2: Chromatogram of IR3535" (tz=6.2mn) in a topical 8% formulation.
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Fig-3: Calibration curve for IR3535"

Table-1: Intra-day precision and accuracy (n=5)

Theoretical Mean + SD
conc. (M) M) RSD (%) PE (%)

10 10.67 £ 0.70 6.60 6.68
25 25.30 £ 0.49 1.93 1.19
150 146.31 + 1.71 1.17 2.46
300 296.31 + 3.19 1.08 1.23

Table-2: Inter-day precision and accuracy (n=5)
Theoretical Mean + SD o .
conc. (M) ©M) RSD (%) PE (%)

10 11.14 + 0.83 747 11.39
25 25.50 + 0.83 3.27 2.01
150 143.67 + 4.20 2.92 4.22
300 296.11 + 3.11 1.05 1.30

REFERENCES

1. Fradin MS, Day JF. N Engl ] Med, 2002; 347(1): 13-18.

McHugh CP. Lab Med, 1994; 25(7): 429-37.

Debboun M, Frances SP, Strickman D. Insect repellents: principles, methods and uses. Boca Raton, FL:
CRC Press; 2006. P. 405-414.

Lupi E, Hatz C, Schlagenhauf P. Travel Med Infect Dis, 2013; 11: 374-411.

Debboun M, Strickman D. Med Vet Entomol, 2013; 27: 1-9.

Brown M, Hebert AA. ] Am Acad Dermatol, 1997; 36(2): 243-249.

Carroll SP. ] Med Entomol, 2008; 45(4): 706-714.

Naucke TJ, Lorentz S, Griinewald HW. Int ] Med Microbiol, 2006; 296 (S1): 230-232.

S g

90,1 O%; Ch: o

www.pharmascholars.com 13



Roselyne, et al. Int ] Pharm 2015; 5(1): 9-14 ISSN 2249-1848

11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.
24.
25.

Semmler M, Abdel-Ghaffar F, Al-Rasheid KAS, Mehlhorn H. Parasitol Res, 2011: 108: 899-904.

. Center for disease control and protection [Internet]. Atlanta: Protection against mosquitoes, ticks, & other

insects & arthropods - Chapter 2 [updated 2013 Aug 1; cited 2014 Oct 14]. Available from:
http://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2014/chapter-2-the-pre-travel-consultation/protection-against-
mosquitoes-ticks-and-other-insects-and-arthropods

US Environmental protection agency [Internet]: Insect repellents: use and protection times [updated 2013
Apr 10; cited 2014 Oct 14]. Available from: http://cfpub.epa.gov/oppref/insect/

Katz TM, Miller JH, Hebert AA. ] Am Acad Dermatol, 2008; 58(5): 865-871.

Qiu H, Jun HW, McCall JW. ] Am Mosquito Control,, 1998; 14(1): 12-27.

Broschard TH, Bohlmann AM, Konietzny S, Schauer UMD, Dekant W. Toxicol Lett, 2013; 218: 246-252.
Marselos SC, Archontaki HA. ] Chromatogr A, 2002; 946: 295-299.

World Health Organization [Internet]. Geneva: Specifications and evaluations for public health pesticides:
Ethyl Butylacetylaminopropionate also known as IR3535®, 3-(N-acetayl-N-butyl) aminopropionic acid
ethyl ester; 2006 [cited 2014 Oct 14]. Available from:
http://www.who.int/whopes/quality/en/IR3535_eval_april_2006.pdf?ua=1

World Health Organization [Internet]. Geneva: Report of the 4th WHOPES working group meeting —
IR3535, KBR3023, (RS)-methoprene 20% EC, pyriproxyfen 0.5% GR and lambda-cyhalothrin 2.5%GS;
2001 [cited 2014 Oct 14]. Available from: http://apps.who.int/iris/handle/10665/66683

Thavara U, Tawatsin A, Chompoosri J, Suwonkerd W, Chansang UR, Asavadachanukorn P. ] Am
Mosquito Control, 2001; 17(3): 190-195.

Barnard DR, Xue RD. ] Med Entomol, 2004; 41(4): 726-730.

Tawatsin A, Asavadachanukorn P, Thavara U, Wongsinkongman P, Bansidhi J, Boonruad T, et al.
Southeast Asian ] Trop Med Public Health, 2006; 37(5): 915-931.

Merck performance [Internet]. Merck performance materials - Insect repellent IR3535: compatibility and
formulations [updated 2013 Jan 24; cited 2014 Oct 14]. Available from: http://www.merck-performance-
materials.com/en/cosmetics/dermacosmetics/ir3535_compatibility_and_formulations/ir3535_compatibility
_and_formulations.html

International conference on harmonization of technical requirements for registration of pharmaceuticals for
human uses [Internet]. Validation of analytical procedures: text and methodology Q2(R1), 2005[cited 2014
Oct 14]. Available from:
http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q2_R1/Step4/Q2_R1__
Guideline.pdf

Bressolle F, Bromet-Petit M, Audran M. ] Chromatogr B 1996; 686(1):3-10.

Peters FT, Drummer OH, Musshoff F. Forensic Sci Int, 2007; 165: 216-224.

Hayes R, Ahmed A, Edge T, Zhang H. ] Chromatogr A, 2014; 1357: 36-52

www.pharmascholars.com 14



