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Introduction genérale

La peau est le premier rempart du corps contre les agressions venues de 1’extérieur comme le
chaud, le froid, la pollution, I’exposition au soleil, des micro-organismes pathogénes... Elle
peut étre affectée par des maladies spécifiques qui vont d’une part influencer la santé générale
de I’individu et d’autre part nuire aux relations sociales. Il existe une flore cutanée de surface
constituée de nombreux micro-organismes non-pathogenes (le microbiote cutané). En cas de
traumatisme ou déséquilibre, ils peuvent provoquer des infections, souvent a cause des
streptocoques et des staphylocoques, comme I’impétigo, I’érysipéle, la folliculite... Des agents
pathogénes peuvent également étre viraux ou fongiques, ce qui entraine des verrues, I’herpés,
des dermatophyties... L’inflammation est une autre cause et fait partie de 1’origine des

dermatoses comme la dermatite atopique ou I’acné.

Les produits a base d’actifs hydrophobes restent un grand défi pour 1’industrie pharmaceutique
a I’heure actuelle. Pour la voie locale topique, cela est d0 a la faible perméabilité de la barriére
cutanée vis-a-vis des substances actives. Pour la voie systémique, cela est en général da a la
faible solubilité des molécules actives dans les milieux aqueux, ce qui contribue a la faible
absorption par le tractus gastro-intestinal et a la faible biodisponibilité due a 1’effet de premier
passage hépatique rapide, ce qui limite son application par voie orale. La voie transdermique
pourrait étre une bonne stratégie pour véhiculer ces actifs. Parmi des véhicules potentiels, les
solvants eutectiques profonds semblent étre 1'un des moyens les plus prometteurs, non
seulement dans le traitement des maladies locales cutanées mais aussi dans la prise en charge
par voie générale transcutanée de certaines pathologies, du fait des multiples propriétés de ces
solvants de nouvelles génération en matiere de solubilisation des substances actives peu
solubles dans 1’eau ou les huiles, de stabilisation de ces substances et d’augmentation de la

diffusion cutanée.

Les solvants eutectiques profonds (DES) sont développés depuis les années 2000 comme une
nouvelle génération de liquides ioniques, composés d’un accepteur de liaisons hydrogene,
généralement le chlorure de choline ou la bétaine, et d’un donneur de liaisons hydrogeéne,
principalement des sucres ou des polyols. Leur mélange, a un ratio molaire donné, forme un
réseau de liaisons hydrogéne entrainant 1’abaissement du point de fusion du mélange solide qui

devient liquide a tempeérature ambiante (1). Ce phénomene avait déja été observe de longue date



lors de la formulation de produits pharmaceutiques, notamment les eutectiques camphre-
menthol ou thymol-menthol-salol dans diverses préparations magistrales, mais le mécanisme
sous-jacent n’a été exploré que récemment. Nyqvist-Mayer et ses collegues ont étudié en 1986
la libération in vitro du systeme eutectique composé de lidocaine/prilocaine (1 : 1 masse/masse)
(2). Leurs résultats prometteurs ont constitué la base d’études plus approfondies confirmant la
meilleure pénétration cutanée de ces molécules gréace a ce systeme, ce qui a donné lieu a la

commercialisation du premier produit eutectique pharmaceutique : la créme Emla®. (3)

Pendant ces 5 derniéres années, les solvants eutectiques profonds ont fait 1’objet de plusieurs
études dans de nombreux domaines pour la substitution de solvants toxiques en chimie
organique, pour I’extraction de molécules a haute valeur ajoutee issues des biomasses le tout
pour une approche durable des processus. L’industrie dermo-cosmeétique utilise le concept de
NaDES (solvants eutectiques profonds naturels) défini par Dai et al. en 2013 (4) comme
alternative durable aux solvants d’extraction toxiques. En parall¢le, de nombreuses études ont
démontré I’intérét de certains solvants eutectiques profonds dans la solubilisation de molécules
actives mais aussi I’utilisation comme activateurs de pénétration cutanée ou accélérateurs de
cicatrisation (3,5,6). Malgré des ingrédients récents développés par Gattefossé (Gatuline®
Lift'n'link) ou Naturex (Eutectys®), le transfert vers I’industrie est freiné par deux éléments
majeurs : (i) L’inclusion en formulation : contrairement aux solvants d’extraction classiques
qui sont volatils, NaDES ne peuvent pas étre évaporés et peuvent difficilement étre séparés des
molécules d’intérét. IIs feront partie du produit final. Par conséquent, la composition de NaDES
doit étre conforme a la réglementation cosmétique (par exemple, le chlorure de choline est
interdit dans un produit cosmétique) et compatible avec les autres ingrédients de la formule, (ii)
Il y a un manque de description de leurs mécanismes d’action/ formulation/ innocuité/

propriétés physicochimiques et biologiques.



Cette thése consiste en une étude bibliographique résumant les publications sur les solvants

eutectiques profonds a visée cutanée des 10 dernieres années. Elle est divisée en trois parties :

Une premiére partie abordant la problématique du développement des produits dermo-
cosmétiques a travers la peau ;

Une deuxiéme partie ou nous résumons les différentes méthodes d’incorporation des
molécules actives dans les systemes DES a visée cutanée avec leurs caractérisations
physico-chimiques afin de mieux comprendre ces systémes eutectiques.

Dans la troisiéme partie, la tolérance cutanée des solvants eutectiques profonds est
discutée avant 1’évaluation in vitro et ex vivo du potentiel de ces solvants dans
I’amélioration de la pénétration cutanée des actifs ainsi que leurs effets
pharmacologiques (antimicrobien, anti-inflammatoire et antioxydant). Les études
biologiques sur les produits finis pharmaceutiques et cosmétiques contenant des DES
sont également présentées dans ce chapitre.

Enfin, une conclusion générale suivie par les perspectives cloture I’ensemble de la

revue.
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Partie 1
Problématique du développement des produits a visée

cutanée

1. La peau : premiere barriere pour 1’administration des actifs

pharmaceutiques et cosmétiques

La peau « miroir de I’ame » (Claude Benazeraf) est la premiere barriere de défense de
I’organisme. Il s’agit du systéme tégumentaire qui fait I’interface entre le milieu extérieur et
intérieur du corps. Cet organe remarquable, a la fois le plus lourd (12-15% du poids du corps)
et le plus étendu (2 m2 environ) héberge deux types d’annexes : les phanéres (ongles et poils)
et des glandes (glandes sudoripares eccrines et apocrines et glandes sébacées généralement

associées aux poils) (7).

La peau est plus ou moins épaisse selon la localisation : trés fine au niveau du visage (les
paupiéres en particulier), épaisse au niveau de plante des mains et des pieds, aisselles ou
périnée. Outre son rdle d’enveloppe, elle participe aux processus physiologiques et
pathologiques locaux et généraux du corps. Ses nombreuses fonctions et sa grande surface
attirent de plus en plus d’attentions dans le développement de molécules pharmaceutiques en

tant que cible thérapeutique d’intérét.

Dans un objectif thérapeutique, la peau peut étre considérée comme 1’organe cible. Il s’agit
alors de traiter des pathologies locales ou dermatoses, des blessures superficielles telles que les

plaies ou les brilures. C’est la voie de traitement cutané ou dermique.

La peau peut aussi servir de passage intermédiaire. En effet, sa surface d’échange étendue peut
étre utilisée comme une voie d’administration alternative efficace pour le traitement de
pathologies systémiques type antalgiques ou insuline. Dans ce cas on parle de voie transcutanée

ou transdermique.
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1.1. Histologie — anatomie de la peau

Au plan histologique la peau est constituée de trois couches superposees : le plus externe est
I’épiderme, qui repose sur le tissu intermédiaire qui est le derme, lui-méme reposant sur

I’hypoderme qui est la couche la plus profonde et proche des muscles (figure 1).

COUPE DE LA PEAU

pores 4 tige d'un follicule pileux (poil)

surface de la peau

pore de

= épiderme
transpiration

capillaires

muscle érecteur
du poil

glande sudoripare
exocrine

derme

. hypoderme
réseau veineux - »

réseau artériel -

. ' " tissu conjonctif
cellules adipeuses terminaison nerveusecellules matricielles

(graisseuses) WL InFavisual.inf
Figure 1. Structure générale de la peau humaine normale et ses annexes. D’aprés le site :

https://infovisual.info/fr/corps-humain/peau, consulté le 27/11/2022. (8)

1.1.1. L’épiderme (Figure 2) est un épithélium de revétement pavimenteux, stratifié, kératinisé
avec ’épaisseur variant entre 1,5 mm (au niveau palmo-plantaire) et 0,05 mm (au niveau de
paupieres). Cette partie est constituée de quatre types de cellules: les kératinocytes, les
mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel répartis en plusieurs couches
superposées (9).
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Epiderme

Couche cornée

Couche granuleuse c Unité épidermique

de mélanisation
Couche muqueuse .
Kératinocytes

Couche Basale E

mélanocytes '

mélanocytes mélanosomes
Figure 2. Schéma de différentes couches de I’épiderme. Adapté de Cichorek et al., 2013 (10)
par Allouche et al. (11)

Les différentes couches se distinguent de la profondeur vers la surface :

- La couche basale de cellules germinatives (stratum germinativum) est une monocouche
de cellules kératinocytes, dont le cytoplasme est riche en organites cellulaires et en
mélanosomes. Chaque kératinocyte se divise en deux cellules filles identiques, 1’une
restant sur place, 1’autre migrant vers les couches supérieures en se différenciant. A ce
stade debute la synthése de kératine (ou la kératinisation). Les mélanosomes sont quant a
eux synthétisés par un autre type de cellules - les mélanocytes - qui sont des cellules de
grande taille qui s’infiltrent entre les kératinocytes. Un mélanocyte est en communication
avec une quarantaine de kératinocytes environnants pour y délivrer les grains de
mélanosomes, ce qui constitue une unité épidermique de mélanisation. La mélanisation
consiste a la synthése de mélanine a partir de la tyrosine par les mélanosomes puis la
coloration de la mélanine dans les kératinocytes. En effet, la mélanine est capturée par les
kératinocytes et s’accumule sur la face supérieure (qui est exposée a la lumiere) pour
absorber les rayons ultraviolets (UV) et les détruire avant qu’ils endommagent 1I’ADN.
Ce processus de mélanisation dépend de la longueur d’onde du rayonnement UV. Les
rayons UVB (290-320 nm) stimulent eux-mémes la prolifération de mélanocytes et la
production de meélanine, ce qui est responsable de la coloration et de la photo-protection
durable de la peau (12). Une coloration immédiate et persistante de la peau est provoquée
par une exposition UVA (320-400 nm), liée a I’oxydation de la mélanine, et participe au

risque de cancers cutanés par 1’effet mutagéne des UVA (13).

13



- La couche du corps muqueux de Malpighi ou cellules épineuses (stratum spinosum),
disposées en quatre a cingq couches, ce sont des kératinocytes volumineux s’aplatissant
progressivement vers les couches superficielles. Ils présentent une forme irréguliere et
sont reliés entre eux par de nombreux desmosomes, ce qui leur donne une forme épineuse.
Les desmosomes permettent une grande cohésion entre les cellules et sont responsables
de la résistance mécanique de cette couche cellulaire. Leur noyau est gros et clair, on y
trouve de nombreux ribosomes impliqués dans la synthése de kératine. A partir des
monomeres qui se dimeérisent, le processus de keratinisation se poursuit par la
dimérisation des dimeéres pour former des tétrameres, puis la formations des octameres
par la suite, et enfin la polymérisation en filaments intermédiaires capables de former de
tres longs filaments de protéines fibreuses. Il existe plusieurs isoformes de kératines
(environ 54 selon les tissus) mais elles sont toutes riches en cystéine, ce qui permet la
formation de ponts disulfures qui eux-mémes rendent les longs filaments résistants et

insolubles dans 1’eau.

- La couche granuleuse (stratum granulosum), formée d’une a cing couches de
kératinocytes polygonaux aplatis. Ces cellules ont toujours des noyaux mais trés peu
d’organites (mitochondries, lysosomes...). Leur cytoplasme est rempli de nombreux
grands granules de forme irréguliere sans membrane de kératohyaline et kératinosomes
ou corps lamellaires d’Odland. Les granules sont constitués de filaggrine et d’autres
protéines liées aux kératines ; alors que les corps lamellaires contiennent des lipides (des
glucosylcéramides, des phospholipides et du cholestérol) qui sont les précurseurs des
céramiques, des acides gras libres et du cholestérol dans I’espace intercellulaire a
I’interface stratum granulosum/stratum corneum. L’adhésion des cellules entre elles est

encore renforcée dans cette couche granuleuse.

- La couche claire (stratum lucidum) constituée de plusieurs assises de cellules plates et
claires. Tres homogene, cette couche n’est retrouvée que dans la peau tres épaisse de la

paume des mains et des pieds.

- La couche cornée (stratum corneum), selon la localisation, elle est formée de quatre a
vingt couches de cellules anucléées aplaties kératinisées. Ce sont des cornéocytes. Ces
cellules ont perdu leurs organites cellulaires et sont remplies uniqguement de filaments de
kératine. La membrane plasmique est €paisse et doublée dans I’espace intercellulaire
d’une couche lipidique. On peut différencier deux sous-couches, la couche granuleuse
compacte qui fait suite a la couche ou les cellules sont étroitement soudées, et au-dessus
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la couche desquamante. Les nouveaux cornéocytes remplacent en continu les cellules qui
se détachent. Physiologiquement la desquamation intervient trois semaines environ apres
la migration du cornéocyte. Les cornéocytes contiennent aussi un mélange de substances
hygroscopiques, nommées facteurs naturels d’hydratation (NMF : natural moisturizing
factors). Les NMF sont les produits de transformation enzymatique de la filaggrine,
composés principalement d’acides aminés libres. Leur role est de maintenir I’hydratation

dans la couche cornée de 1’épiderme et d’éviter ainsi la perte en eau de 1I’organisme.

Les kératinocytes se migrent de la couche basale vers la surface, subissant des modifications
structurales et biochimiques dont la plus fondamentale est la kératinisation décrite dans le
paragraphe de la couche stratum spinosum.

Deux autres catégories de cellules sont présentes dans I’épiderme :

- Les cellules de Langerhans qui constituent 2 a 5% de la population des cellules
épidermiques. Elles sont localisées au niveau de la couche de Malpighi essentiellement.
Ce sont des cellules mobiles qui ont un réle de présentation de I’antigéne aux lymphocytes

T dans les ganglions lymphatiques initiant ainsi réponse immune.

- Les cellules de Merkel qui possedent des granules arrondis. Ce sont des cellules a
fonction sécrétoire. Elles sont associées a des terminaisons nerveuses amyéliniques et ont

un réle dans le toucher.

L’épiderme est lui-méme recouvert d’un film hydrolipidique, formé de produits issus de la
kératinisation épidermique, des sécrétions sudorale (sueur) et sébacée (sébum). Ce film
constitue une émulsion eau dans huile stabilisée par les stérols qui font partie des lipides du
ciment intercellulaire. Il participe au maintien de [’hydratation et du pH acide
(physiologiquement situé entre 5 et 6) de la peau. Grace a son pH acide, le film hydrolipidique

contribue & la fonction barriére cutanée antibactérienne et antifongique.
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Un microbiote cutané de surface est également présent a la surface de 1’épiderme, avec de
nombreuses espéces microbiennes organisées en communautés complexes. La densité de ces
communautés est estimée a 1 million de bactéries/cm? et sa composition varie en fonction de
différents endroits du corps. Dix-neuf phylum ont été découverts dans le microbiote cutane,
dont les principaux sont les Actinobactéries (51,8 %), les Firmicutes (24,4 %), les
Protéobactéries (16,5 %) et les Bacteroidetes (6,3 %) (14). Au niveau du genre,
Corynebacterium, Propionibacterium et Staphylococcus sont les plus fréquemment identifiés.
Il a été suggéré que les micro-organismes commensaux et pathogenes jouent un réle important
dans la pathogenese des affections cutanées inflammatoires (15). Les études récentes ont
démontré que les métabolites microbiens commensaux contribuent a ’homéostasie locale par
leur influence sur I’expression des génes de la cellule hote (16). Le déséquilibre entre le
microbiome et 1’hdte peut conduire a un environnement pro-inflammatoire et au développement
d’une maladie clinique (17). L’état inflammatoire de la peau est souvent dii a des modifications
au niveau du nombre total d’espéces bactériennes ainsi que la composition des micro-
organismes. La perturbation de ’homéostasie normale du microbiome peut donc provoquer la

dermatite atopique et I’acné vulgaire.(18)

1.1.2. Le derme est un tissu fibreux et élastique, plusieurs fois plus épais que 1’épiderme. La
jonction dermo-épidermique constituée du tissu de soutien le relie a I’épiderme. Contrairement
a I’épiderme, le derme est richement vascularisé (avec des vaisseaux sanguins et des vaisseaux
lymphatiques), son role essentiel étant la nutrition, et aussi la thermorégulation gréce a la
dilatation ou la constriction vasculaire. C’est un réservoir d’eau pour 1’organisme. Il posséde
en plus des fonctions de protection mécanique et immunitaire. On trouve dans le derme des
fibres nerveuses et des récepteurs sensoriels : douleur, température, toucher. Il contient des
annexes cutanées (glandes sudoripares, glandes sébacées et les follicules pileux). Outre la
jonction dermo-épidermique, deux couches peuvent y étre observees : le derme papillaire au

contact de I’épiderme et le derme réticulaire.

a) La jonction dermo-épidermique : située entre 1I’épiderme et le derme. D’une épaisseur

de 50 a 80 nm, elle est appelée lame basale ou membrane basale. C’est une ligne
homogeéne, ondulée et fine. Cette ondulation est due aux crétes épidermiques, partie de
I’épiderme qui plonge dans le derme ; et aux papilles dermiques, partie du derme qui se
prolonge dans I’épiderme. Les kératinocytes de la couche germinative sont liés a cette
lame par des hémidesmosomes. Du c6té du derme, ce sont des fibres spécifiques qui
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piégent celles du collagéne de la couche supérieure du derme, grace a des plaques
d’ancrage. Cette jonction dermo-épidermique assure la cohésion entre le derme et
I’épiderme, elle a une fonction mécanique de soutien. De plus elle permet de filtrer les
molécules (eau, ¢lectrolytes, ¢léments nutritifs, métabolites...) entre ces deux parties de

la peau. Enfin, elle contrdle des signaux entre I’épiderme et le derme.

b) Le derme papillaire : c’est la couche des papilles dermiques ou la couche sous

épithéliale, replis du derme dans 1’épiderme qui permettent d’augmenter la surface
d’échanges entre les deux tissus, mais également d’assurer une meilleure cohésion entre
ceux-ci. Trés vascularisée, cette partie du derme permet d’apporter de I’oxygene, des
hormones, des facteurs de croissance, les nutriments nécessaires aux couches profondes
de I’épiderme et d’¢liminer le CO; et les déchets. De nombreuses fibres de collagene
entrelacées sont disposées de fagon perpendiculaire ou oblique a 1’épiderme. Les fibres
élastiques remontent jusqu’a la jonction dermo-épidermique. Les cellules, fibroblastes,

sont nombreuses.

c) Le derme réticulaire : ¢’est la majeure partie du derme (environ 80% de son épaisseur).

Il est formé d’un tissu conjonctif dense irrégulier et est directement en rapport avec
I’hypoderme, grace aux vaisseaux sanguins qui relient les plexus sous-papillaires et
cutanés des deux régions de la peau. Ces vaisseaux participent, en plus des échanges de
gaz et de nutriments, a la thermorégulation. Les fibres de collagéne sont ici denses et
orientées de fagon paralléle a la surface de 1’épiderme. Les fibres élastiques sont
également disposées parallelement a la jonction dermo-épidermique. Les cellules y sont

peu nombreuses.

L’¢épaisseur du derme varie énormément en fonction de la région du corps (de 1 & 4 mm), elle

est maximale au niveau du dos, et minimale au niveau des paupiéres.

Les fibroblastes, cellules principales du derme, participent a la synthése du collagéne, de
I’élastine, de la substance fondamentale, et des glycoprotéines de structure. Cette activité de
synthese des fibroblastes est donc indispensable, surtout pendant le processus de cicatrisation.
La multiplication des fibroblastes et leur activité sont contrblées par des facteurs de croissance
et les cytokines (TGFp, IL-6). Des cellules du systeme immunitaire (leucocytes, mastocytes,

macrophages) sont également présentes dans le derme, mais beaucoup moins nombreuses.
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La matrice extracellulaire, autre composant majeur du derme, est composee de plusieurs

éléments :

- Des protéoglycanes (ou peptidoglycanes) qui sont des macromolécules formées d’une
chaine polypeptidique, appelée protéine porteuse et de longues chaines
polysaccharidiques, les glycosaminoglycanes (GAGSs). Les GAGs les plus importants du
tissu conjonctif sont les chondroitines sulfates, les kératanes sulfates et 1’acide
hyaluronique qui est le composant principal des matrices extracellulaires et le seul GAG

a ne pas étre lié a une protéine porteuse.

- Des composants fibreux qui sont le collagene, 1’élastine et la réticuline : Ces fibres
apportent a la peau la résistance et 1’¢lasticité dont elle a besoin et contribuent a
I’hydratation de la peau et la circulation des métabolites. Les fibres élastiques sont
formées par 1’¢élastine, pour donner a la peau son élasticité. Les fibres de collagene, quant
a elles, résistantes a 1’étirement, procurent la résistance a la peau. Leur structure permet a

la peau de retrouver sa forme apres un étirement.

1.1.3. L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Son épaisseur est variable selon
sa localisation, mince au niveau du front, épais au niveau des fesses. Il est rattaché au derme
par des prolongements de fibres de collagene et de fibres élastiques. C’est un tissu lache
contenant des fibres de collagéne et un gel de protéoglycanes. De plus, I’hypoderme est
constitué de cellules adipeuses ou adipocytes, de forme sphérique, regroupés en lobules
graisseux, eux-mémes rassemblés en lobes graisseux. Les lobes et lobules graisseux sont
séparés par du tissu conjonctif dont les fibres de collagene qui proviennent du derme et se
prolongent jusqu’aux fascias des muscles. Ce tissu renferme également des fibroblastes
particuliers, précurseurs des adipocytes, appelés pré-adipocytes. Il contient également des

vaisseaux sanguins et des nerfs qui conduisent au derme.

L’hypoderme contribue au stockage de 1’énergie de 1’organisme grace aux triglycérides stockés
dans les adipocytes. Il est aussi un réservoir d’hormones stéroides. Il a également un réle de
protection mécanique, d’amortisseur des chocs et de protection thermique, permettant le
maintien de ’homéothermie. La derniere fonction de I’hypoderme est une fonction plastique :

sa repartition modele la silhouette.

A la peau est associ¢ un systéme vasculaire qui assure la nutrition et I’oxygénation de

I’épiderme, du derme et de I’hypoderme et assure 1’élimination des déchets métaboliques.

18



La peau est également un organe sensitif siege de perception d’informations sensitives variées
grace aux nombreuses terminaisons nerveuses. Des fibres nerveuses motrices sont également
présentes qui innervent les glandes sudoripares, le muscle pilo-arrecteur et les vaisseaux

sanguins.

1.2.  Physiologie de la peau
Enveloppe qui protége 1’individu, la peau possede des fonctions multiples et complexes (9) :

1.2.1. Fonction barriére

La fonction principale de la peau est de protéger I’intérieur du corps contre les agressions
extérieures, mécaniques chimiques, microbiologiques ou encore thermiques. La peau constitue
ainsi une barriere efficace et impermeable s’opposant a la pénétration des substances exogenes.
Les lipides (cholestérol, céramides, acides gras libres) servant de ciment aux cornéocytes qui
forment une structure compacte et jouent un réle majeur pour assurer la fonction principale de
la peau : la protection imperméable vis-a-vis de I’entrée des xénobiotiques, des substances
hydrosolubles ou de grosse taille (19,20) et la perte d’eau au travers de 1’épiderme. Le derme
sous-jacent mécaniquement résistant protége les organes contre les chocs, les pressions, les
agressions mécaniques. L’épaississement de la couche cornée, la production de mélanine et
I’activation des enzymes antioxydantes se trouvant dans 1’épiderme permettent a la peau de se
défendre des radiations solaires dangereuses comme les rayonnements ultraviolets. Par son
renouvellement permanent, son pH acide et le film hydrolipidique cutané la peau est capable

de s’opposer a I’attaque des micro-organismes pathogenes.

1.2.2. Fonction immunitaire et hormonale

Les kératinocytes peuvent participer a la défense immunitaire en déclenchant une réponse
inflammatoire par sécrétion de cytokines ou de lymphokines, sécrétion qui attirent les
lymphocytes T. Les cellules Langerhans sont des cellules présentatrices d’antigéne aux
lymphocytes T « naifs » induisant une phase d’amplification antigéne-dépendante. Enfin, les

macrophages du derme constituent une seconde ligne défensive.
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1.2.3. Thermorégulation

La peau joue un role fondamental dans des échanges de chaleur entre I’homme et
I’environnement. La dilation et la constriction vasculaire régulent la température corporelle en
éliminant ou gardant la chaleur pour la peau. De plus, ’excrétion de sueur via des glandes

sudoripares permet au corps de lutter contre la chaleur.

1.2.4. Fonction hormonale

La peau participe au systeme endocrine par la synthése de la provitamine D sous 1’action du
rayonnement solaire ou encore par la transformation des pro-hormones, par exemple de la

testostérone en di-hydrotestostérone qui est une forme plus active (21).

1.2.5. Barriere autoréparatrice

La peau est capable de s’autoréparer : la cicatrisation est une réponse du revétement cutané a
toute atteinte a son intégrité. Ce processus fait appel a une dédifférenciation cellulaire
impliquant une prolifération épithéliale, les kératinocytes proches de la plaie se transforment et
proliféerent. Au niveau du derme les fibroblastes proliferent également rétablissant ainsi la

continuité du derme.

Toutefois la barriere cutanée n’est pas absolue et un trés grand nombre de substances exogénes
sont susceptibles de pénétrer une peau saine. Deux facteurs a ce titre sont a considérer, d’une
part 1’état physiologique du tégument et d’autre part les caractéristiques physicochimiques des
substances. En effet, il existe de nombreuses substances pouvant pénétrer dans la peau, a savoir
I’oxygene, le gaz carbonique, les vitamines liposolubles (A, D, E, K), les stéroides, les huiles
essentielles, les oléorésines qui se trouvent dans la séve de certaines plantes, les solvants
organiques, les sels de métaux lourds (Pb?*, Hg?*, Ni?*)... Certains types de savons, détergents
ou lipides exogenes peuvent aussi modifier la composition lipidique de ciment inter-
cornéocytaire et perturber cette fonction de barriére. Certains produits cosmétiques utilisés au
long cours peuvent modifier le pH de la surface de la peau (physiologiquement a 4,5-5,5)
aboutissant a une baisse de la cohésion cornéocytaire et une augmentation de la prolifération de

bactéries pathogenes.
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Deux phénomeénes observables peuvent affecter la peau :

- Phénoméne d’irritation : frottement (avec des vétements réches ou peau contre peau lors
de pratiques sportives), un exces de transpiration ou apres le rasage...
- Phénomeéne allergique :
o Eczéma atopique : perturbations dues a un défaut génétique, phénotypique
o Eczéma de contact : entre la peau et des produits allergéenes comme le latex ou

les métaux (nickel, chrome...)

Ces phénomeénes peuvent provoquer des réactions se manifestant par des plaques rouges sur la
peau accompagnées de lésions et de démangeaisons. Pour la suite du travail nous considérons

que la peau est saine et que son état physiologique n’intervient pas.

2. La peau : modalités de penétration cutanée des actifs
pharmaceutiques (API) et/ou cosmétiques (ACI)

Constitué de deux parties principales, le stratum corneum et 1’épiderme vivant, 1’épiderme est
la couche la plus étudiée dans les domaines dermo-pharmaceutique et dermo-cosmeétique.
D’une part, ’administration cutanée des molécules actives a travers la barriére considérée
comme imperméable du stratum corneum est un Véritable défi pour les traitements locaux.
D’autre part, une fois passé le stratum corneum, I’actif doit atteindre les cellules cibles dans

I’épiderme vivant pour que des effets thérapeutiques soient observables (22).

Deux modes de diffusion a travers la couche cornée peuvent étre observés, un passage
transcellulaire direct et un passage intercellulaire (23) illustrés par la figure 3. Dans les deux
cas il s’agit d’une diffusion passive. Les substances appliquées sur la peau migrent suivant un
processus de diffusion proche de la loi de la diffusion de Fick : le flux de diffusion d’une
substance au travers d’une membrane est proportionnel au gradient de concentration de la
substance. Le flux de diffusion pour une substance donnée dépend de la taille de la molécule et
de la température.

Plusieurs étapes se succédent au cours de I’absorption cutanée : la penétration a travers la
couche cornée puis 1’absorption par les différentes couches y compris derme et hypoderme et

le cas echéant le passage dans la circulation sanguine.
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Figure 3. Différentes voies de pénétration cutanée : intracellulaire, intercellulaire et folliculaire.
La partie en haut a droite représente la voie intracellulaire et la voie tortueuse intercellulaire a

travers la couche cornée (d'apres Bolzinger et al., 2012) (23).

Certaines molécules pénétrent via les follicules pilosébaceés. Le passage par le canal sudoripare
est également une possibilité d’entrée des molécules mais cette voie est rarement mise en

évidence.(23)

La pénétration cutanée et le passage transcutané sont dépendants des caractéristiques
physicochimiques et biopharmaceutiques des substances appliquées. La petite taille de la
molécule en général facilite la pénétration : Les molécules de masse moléculaire inférieure a
500 Da peuvent diffuser dans la peau de maniere passive (24). Quelques paramétres comme le
coefficient de partage octanol/eau ou encore le point de fusion permettent de prévoir la capacité
de pénétration d’une substance (25-27). Les lipides intercellulaires arrangés en bicouches
permettent principalement le passage intercellulaire des petites molécules amphiphiles et
lipophiles. Alors que les petites molécules hydrophiles pourraient emprunter le passage

transcellulaire a travers les cornéocytes.
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La problématique du passage d’API ou d’ACI vers les cellules vivantes de 1’épiderme voire
vers la circulation sanguine implique de modifier les caractéristiques physicochimiques des
substances que 1’on souhaite faire passer ou d’utiliser les véhicules capables de faciliter ce
passage. Ces promoteurs de passage modifient la structure du stratum corneum ce qui rend leur
utilisation a long terme dangereuse car la barriére cutanée est alors altérée (28). De nombreux
ingrédients utilisés dans les formulations ont cet effet promoteur d’absorption comme les
tensioactifs ou les alcools. Différents modes d’action ont été identifiés, en particulier la capacité
de ces composés a interagir avec les constituants du stratum corneum, a en modifier les lipides
en fluidifiant les bicouches et a réduire la résistance de la peau a la diffusion. La concentration
et le pH de la formulation peuvent aussi modifier la diffusion cutanée des actifs. Dans les
domaines pharmaceutiques et cosmétiques, les nanosystémes ont été largement étudiés comme
transporteurs pour améliorer la pénétration cutanée des actifs. Récemment, les mélanges
eutectiques ayant le point de fusion bas sont utilisés pour faciliter la solubilisation et améliorer

le passage cutané des actifs pharmaceutiques. (29)
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Partie 2
Solvants eutectiques profonds : deéfinitions, méthodes

d’obtention et caractérisations physicochimiques

1. Définitions

La faible biodisponibilité des médicaments peu solubles dans I’eau est un véritable défi dans le
développement pharmaceutique. 1l faut donc parfois utiliser des solvants, substances chimiques
ayant la propriété de dissoudre, de diluer ou d’extraire d’autres composés sans qu’ils réagissent
chimiguement entre eux. Les solvants organiques traditionnels comme 1’éthanol, le méthanol,
I’acétone, 1’éther, ou le chloroforme sont utilisés comme milieux d’extraction, de dissolution
ou de formulation contenant des substances actives hydrophobes. A cause de leur volatilité, de
leur inflammabilité et de leur toxicité pour la sant¢ humaine ainsi que 1’environnement, de
nouveaux solvants, souvent appelés « verts », sont développés comme alternative. Ces solvants
alternatifs sont souvent qualifiés d’écologiques, biodégradables, durables et moins toxiques.
Parmi ces solvants, on peut citer les liquides ioniques, les fluides supercritiqgues comme le CO>
supercritique, ou les solvants eutectiques profonds. Les liquides ioniques (ionic liquid - IL) -
également connus sous le nom de premier systeme eutectique - sont des sels possédant une
température de fusion relativement basse, souvent inférieure a la température ambiante (30). lls
sont constitués de cations et d’anions. Les cations sont généralement de type imidazolium,
ammonium, pipéridinium, alors que les anions associés sont principalement de type fluorés,
acétate ou triflate. Cette nouvelle classe de solvants présente des caractéristiques intéressantes
telles que la non-volatilité, la stabilité chimique et thermique, I’ininflammabilité, la bonne
conductivité et la grande capacité de solubilisation des composés organiques. Néanmoins, ils
sont de moins en moins utilisés en raison de leur toxicité et de la faible dégradabilité de leurs

composants, ainsi que leur colt généralement tres élevé.
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Une nouvelle genération de liquides ioniques a ensuite été développée au début des années
2000, les solvants eutectiques profonds (deep eutectic solvent - DES), également appelés IL
eutectiques profonds, mélanges a bas point de fusion ou mélanges a basse température de
transition (31). Un mélange eutectique peut étre défini comme un systeme de deux ou plusieurs
composants solides ou liquides constitué a minima d’un accepteur de liaisons hydrogéne (HBA)
et d’un donneur de liaison hydrogéne (HBD), dont le point de fusion est inférieur a ceux de ces
composants pris séparément. La liaison hydrogene ou pont hydrogéne est une interaction
attractive intermoléculaire ou intramoléculaire impliquant un atome d’hydrogeéne et un atome
plus électronégatif que I’hydrogéne comme 1’0xygéne, I’azote ou le fluor. La formation du
réseau de liaisons hydrogene permet 1’abaissement du point de fusion du mélange a un niveau
nettement inférieur de n’importe lequel de ses composants purs. Ce réseau n’est formé qu’a des

ratios molaires spécifiques.

$ T°C i
- T fusion B
T"1‘usionA > |
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%0 > ~—4 E:ratio eutectique

Figure 4. Représentation schématique d’un diagramme de phases solide-liquide des DES
a base de deux substances A et B. D’aprés le site http://ressources.univ-
lemans.fr/AccesLibre/UM/Pedago/chimie/06/deug/CHIM201A/phases.html, consulté
le 27/11/2022.(32)

Au début des années 2010, les DES naturels, ou NaDES, généralement composés de molécules
issues de biomasses végétales, telles que les dérivés de la choline, les sucres, les acides aminés,
les acides organiques et les polyols, ont été largement étudiés. La découverte de ces NaDES a
constitué une avancée majeure dans le domaine des sciences végetales, ces solvants étant

considérés comme le 3° liquide végétal, en plus de I’eau et des huiles. Les NaDES sont décrits
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comme des «solvants verts » non toxiques, trés prometteurs pour différentes applications
biomédicales et pharmaceutiques. Trés récemment, sont apparus dans la littérature les DES
hydrophobes (HDES), dont la version NaDES regroupe essentiellement des systémes a base de
menthol, thymol et acides gras. La tres grande diversité de composition des NaDES confere une
grande diversité de propriétés (33). Ils permettent ainsi d’améliorer la solubilité et la
biodisponibilité de substances actives peu solubles dans 1’eau, tel que I’ibuprofene, et de
potentialiser la pénétration cutanée de certains actifs pharmaceutiques (API) (34,35). L’une des
applications les plus développées des NaDES est I’extraction de molécules d’intérét a partir de
biomasses, par exemple : I’extraction d’antioxydants de la fleur d’Osmanthus fragrans,
I’extraction de pigments et d’acides gras libres de la spiruline, I’extraction de la vanilline des
gousses de vanille ou I’extraction des polyphénols du houblon (Humulus lupulus L) (36-38).
Ce fort développement des NaDES dans le domaine des sciences extractives s’explique par les
propriétés particulieres de ces solvants, notamment leur pouvoir de solubilisation tres élevé,
leur sélectivité d’extraction inédite ainsi qu’une capacité de stabilisation pour des molécules

sensibles.

Récemment est apparu dans la littérature le concept de THEDES (therapeutic deep eutectic
solvents) (39), ou un API fait partie intégrante de la formulation du DES permettant ainsi la
potentialisation de 1’activité des APl ou de moduler leur biodisponibilité (40,41). Stott et ses
collaborateurs ont décrit pour la premiére fois un systtme THEDES composé de menthol et
d’ibuprofene (42). L’objectif principal était d’améliorer la pénétration cutanée et de développer
des systemes d’administration transdermique d’ibuproféne, un anti-inflammatoire non
stéroidien utilis¢ comme molécule active modéle. Les études de pénétration de 1’ibuproféne
dans les THEDES a base de terpéne ou de menthol en particulier ont démontré I’intérét de ces
systemes pour la délivrance cutanée de 1’actif, grace a la propriété de promoteur de passage

cutané des terpénes.

De plus, Morrison et ses collegues ont démontré une augmentation de 5 a 22000 fois de la
solubilité des antifongiques comme le danazol, la griséofulvine et I’itraconazole dans les DES
chlorure de choline et d’uree (32,3% : 67,7%, mol/mol), et de chlorure de choline et d’acide
malonique (1 : 1, mol/mol) (43). Les résultats de ces études ont mis en évidence I’effet des DES
ou THEDES sur la dissolution et la pénétration des actifs pharmaceutiques dans et a travers la

peaul.
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2. Méthodes d’obtention des solvants eutectiques

2.1. Composants

Les DES sont préparés par le mélange des HBA et HBD a des proportions appropriées. Ils sont
en genéral choisis parmi des composants peu colteux, sirs et faciles a obtenir (origine
renouvelable). Les HBA (porteurs d’un doublet non liant) les plus utilisés sont les sels
d’ammonium quaternaire tels que le chlorure de choline, tandis que les amides ou les alcools

comme I’urée ou le glycérol sont fréquemment trouvés parmi des HBD (possédant un atome

d’hydrogéne non labile) (44).
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Figure 5. Structure chimique des donneurs de liaisons hydrogénes (HBD) et des accepteurs de
licaisons hydrogénes (HBA) fréquemment utilisés pour formation des solvants eutectiques
profonds (DES) (45)

Dans le domaine de la cosmétologie, ces composants doivent étre sélectionnés dans la liste des
ingrédients autorisés par I’Inventaire des Ingrédients Cosmétiques de la Commission
Européenne (Inventory of Cosmetic Ingredients of European Commission ou CoslIng). De plus,
d’aprés le réglement européen CE 1223/2009 applicable aux produits cosmétiques, les

substances utilisées ne doivent pas apparaitre dans 1’annexe II (Liste négative des produits
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exclus de tout produit cosmétique). En Chine, le réglement de surveillance et d’administration
des cosmétiques (Cosmetic Supervision and Administration Regulation - CSAR) publié en
2020 vise a améliorer la qualité et la sécurité des produits cosmétiques avec des regles pour la
mise sur le marché, I’encadrement de fabrication, le contréle de qualité. L’Inventaire des
Ingrédients Cosmeétiques existants en Chine (Inventory of Existing Cosmetic Ingredients in
China (IECIC) de 2021) doit aussi étre respecté. Par conséquent, le chlorure de choline, ’HBA
le plus utilisé dans la littérature pour la préparation des DES, est interdit dans les produits
cosmétiques et remplacé notamment par la bétaine (triméthylglycine). La bétaine est reférencee
en Europe et en Chine comme agent de conditionnement de la peau ou agent humectant.
D’autres HBD et/ou HBA généralement trouvés dans des produits hydratants ou
conditionnement de la peau ont été utilisés pour la synthese des DES : urée en tant qu’agent
humectant/conditionneur de la peau, les sucres (le glucose, le fructose, le galactose, le
saccharose et le maltose) et les polyols (le glycérol, le xylitol, le sorbitol et le maltitol). Un
acide organique (acide lactique) utilisé comme agent tampon/chélateur fait également partie des
composants autorisés des DES en cosmétique. L’éthyléne glycol est aussi autorisé, au départ

comme tensioactif, émulsifiant et humectant (3-5).

2.2. Méthodes d’obtention

Les méthodes les plus utilisées pour préparer un mélange eutectique sont la méthode par

chauffage et la méthode par broyage (Figure 6). (46)

La méthode par chauffage consiste a chauffer le mélange de HBA et HBD individuellement
pesés avec précision sous agitation constante jusqu’a la formation d’un liquide homogéne (31).
Cette préparation se fait classiqguement sur une plaque chauffante dans un récipient fermé. Une
approche plus respectueuse de I’environnement utilisant des micro-ondes a également été
utilisée pour 1’obtention plus rapide de solvants eutectiques profonds. Dans ce cas, le DES peut
étre obtenu en quelques secondes (47,48). La température de chauffage est généralement
comprise entre 30 et 100°C. Pour éviter toute contamination du DES par I’humidité
atmosphérique qui entraine une variation de la teneur d’eau pouvant perturber la structure du
DES, les composants fortement hygroscopiques de la préparation peuvent d’abord étre séchés

sous vide avant utilisation (49).

La méthode par chauffage peut étre accompagnée d’une évaporation sous vide (Figure 6B), qui

comprend deux étapes (1). La premiere étape consiste a la dissolution complete les constituants
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dans 1’eau, avec I’aide de chauffage, vortex ou ultrasons ; suivie par la seconde étape
d’évaporation d’eau sous vide a environ 50°C avec un évaporateur rotatif. Le liquide obtenu est
ensuite placé dans un dessiccateur contenant du gel de silice pour éliminer tout résidu d’eau.
Ces méthodes basees sur le chauffage sont a faible colt, rapides et simples a réaliser. Elles sont
adaptées pour la plupart des DES, a part ceux contenant des actifs thermosensibles ou

dégradables par micro-ondes.

Des approches mécanochimiques ont également été mises au point, a savoir le broyage, le
broyage a billes et 1’extrusion a chaud. La méthode de broyage consiste a mélanger les
composants du DES a I’aide d’un mortier et d’un pilon, jusqu’a 1’obtention d’un liquide
homogeéne a température ambiante (31). Cette méthode, facile a appliquer et qui convient aux
produits thermosensibles, présente cependant des problemes de reproductibilité, surtout pour
les DES formés a partir de composés hygroscopiques. La quantité d’eau dans le DES peut donc

varier dans différentes préparations.

La méthode de broyage a billes (Figure 6D) est une autre approche mécanochimique, dans
laquelle les composants du DES interagissent physiquement par la force centrifuge générée par
la rotation du cylindre (50). Par conséquent, les propriétés physicochimiques des DES formés
varient en fonction des parametres du broyage tels que la fréquence de rotation, la durée de
broyage et le nombre ainsi que le diametre des billes utilisées. Rubin Pedrazzo et al. ont
démontré que I’utilisation d’un grand nombre de petites billes pouvait conduire a des systéemes
homogenes, mais entrainait une augmentation indésirable de la température du mélange final
en raison de la plus grande surface de contact et de plus de frottement (51) ; d’ou I’inconvénient
principal de cette méthode : le contréle de température au sein du systeme. En plus de cela, il

est difficile d’éliminer I’eau du systéme venant de ses composants hygroscopiques.

L’extrusion a chaud est une autre méthode mécanique consistant 8 mélanger des matériaux par
passage au travers d’une filiere en maitrisant le cisaillement et 1’agitation. Elle peut étre
combinée avec la méthode par chauffage dans différentes zones de I’appareil pendant
I’extrusion pour un processus de fabrication a des températures parfaitement maitrisées.
Crawford et ses collegues ont réussi a préparer des DES chlorure de choline/urée (1 : 2,
mol/mol) a environ 6 kg/heure avec cette méthode (52). Le temps de passage considérablement
réduit en extrusion permet d’éviter le probléme de dégradation des substances thermosensibles,
de plus elle est adaptée aux matériaux visqueux comme les DES. Ces deux avantages font de
I’extrusion une méthode de choix par rapport aux autres méthodes mécaniques. Grace aux
appareils industriels de grande capacité de broyage qui ont la possibilité de connecter avec
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d’autres machines dans le processus de fabrication, elle peut étre appliquée a une large échelle
pour la production continue de produits pharmaceutiques et cosmétiques finaux. Cette méthode

présente en revanche comme inconvénient son codt énergétique.(53)
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Figure 6. Les principales méthodes de préparation des DES (A: heating = chauffage, B:
evaporating = évaporation, C: grinding = broyage, D: ball milling = broyage a billes, E: hot-
melt extrusion = extrusion a chaud, F: freeze-drying = lyophilisation, hydrogen bonding =
liaison hydrogéne). D’aprés Liu et al., 2022 (46)

La derniére méthode abordée dans la littérature est celle de lyophilisation (Figure 6F) (54). Des
solutions aqueuses (avec un minimum d’eau) des différents composants du DES sont mélangées
a un rapport molaire approprié. La solution obtenue est congelée a des températures de 1’ordre
de -20°C a -80°C pour que I’eau liquide se transforme en glace (solide). Le mélange solide est

ensuite mis sous pression réduite pour que 1’eau se sublime, passant directement de I’état solide
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a I’état gazeux sans effet d’ébullition (transition de phase liquide en phase gazeuse). Résulte du
processus un mélange eutectique avec un minimum de résidus d’cau. Cette méthode de
Iyophilisation peut étre appliquée pour la synthése des DES & base de composants
thermosensibles sans les dénaturer. Néanmoins, deux inconvénients majeurs sont fréquemment
rapportés avec cette technique : une teneur en eau résiduelle difficile a anticiper/maitriser, un
colt énergétique élevé permettant difficilement d’envisager son utilisation a 1’échelle

industrielle pour un « simple solvant ».

En général, les méthodes de fabrication des DES sont simples a mettre en ceuvre avec des
parametres faciles a atteindre et maitriser. En fonction des caractéristiques physicochimiques
des composants (volatilité, thermo-sensibilité, hygroscopie...), certaines méthodes seront plus
ou moins adaptées a chaque préparation. En plus de cela, les appareils utilisés pendant ces
processus constituent un autre parametre a prendre en compte pour choisir des méthodes
transposables a I’échelle industrielle. Les méthodes par chauffage ou I’extrusion a chaud
peuvent étre largement appliquées a grande échelle grace aux appareils existants en industrie ;

alors que les méthodes de broyage a 1’aide d’un mortier, un pilon ou des

billes, ou encore celle de lyophilisation nécessitant des équipements a codt élevé sont

difficilement transposables pour la fabrication industrielle.

3. Introduction des molécules d’intérét dans les DES : applications

et méthodes

3.1. Intérét de I’utilisation de DES comme solvant de dissolution des

API/ACI
a) Amélioration de la solubilité des molécules actives

L’incorporation de ’actif dans les systémes eutectiques permet d’améliorer sa solubilité et
potentiellement d’augmenter la dose administrée, ce qui est par exemple le cas du fluconazole
et du furoate de mométasone. En effet, leur concentration maximale dans le solvant eutectique
d’acide caprique/menthol (4 : 1, mol/mol) est de 26 et 2,4 mg/mL respectivement, alors qu’en
solution aqueuse elle est limitée a 1,0 mg/mL pour le fluconazole et 0,02 mg/mL pour le furoate

de mométasone. Ce résultat démontre la capacité de solubilisation équivalente des solvants
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eutectiques par rapport aux solvants organiques de type d’éthanol, DMSO ou

diméthylformamide. (34)

Etant theoriqguement moins toxiques pour la peau que les solvants traditionnels, ces solvants
alternatifs se montrent intéressants pour la solubilisation des actifs peu solubles dans 1’eau (34).
Cette propriété est principalement due a au réseau de liaisons hydrogéne des DES. D’autres
mécanismes de I’amélioration de la solubilité et de la dissolution des DES doivent étre étudiés
par des recherches plus approfondies afin d’ouvrir la porte a la maitrise de la libération des

médicaments incorporés dans les systemes DES.
b) Extraction de molécules actives a partir des plantes médicinales

Afin d’étudier le potentiel des DES pour I’extraction des actifs des plantes médicinales, Espino
et al. ont extrait des composés phénoliques et alcaloides a partir de différentes plantes Thymus
vulgaris, Origanum vulgare, Larrea divaricata ou L. cuneifolia connues pour leur propriété
antifongique contre Candida albicans. Ils ont comparé le rendement d’extraction de ces
substances par les solvants conventionnels comme le méthanol ou de 1’eau et par un solvant
eutectique d’acide lactique/ glucose (5 : 1, mol/mol) avec 15% d’eau (% volumique). Les
résultats ont démontré que le solvant eutectique présente une trés bonne capacité d’extraction
pour a la fois des composés polaires et faiblement polaires par rapport au méthanol et 1’eau.
(55) Cette capacité dépend non seulement de la polarité mais aussi de la densité ou encore la
viscosité des solvants eutectiques (56).

c) Stabilisation des actifs

La derniére application des DES consiste a stabiliser des molécules actives, en particulier les
macromolécules fragiles comme des protéines facilement dénaturées in vitro et in vivo. Les
études de Kumari et al. ont confirmé la tres bonne stabilité du lysozyme incorporé dans le DES
chlorure de choline/urée (1 : 2, mol/mol) (57). En plus de cela, les molécules actives fragiles de
plus petite taille peuvent étre également stabilisées par les DES. C’est le cas de I’aspirine ou de
I’imipénéme (antibiotique de la famille des béta-lactamines) (58,59). L’incorporation de ces
molécules dans des DES les rend beaucoup plus stables que leur solution aqueuse, ce qui peut
étre expliqué par I’effet protecteur de bétaine sur la sphere de solvatation de molécule active,
boosté par I’urée (faisant partie des composants du DES de bétaine/urée/eau (1 : 1,5 : 1,25,
mol/mol)) vis-a-vis des molécules actives. La matrice rigide constituée par le réseau de liaisons
hydrogene peut étre une autre raison pour laquelle les molécules actives sont protégées

lorsqu’elles sont dissoutes dans des DES. (58,60)
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3.2. Méthodes d’introduction de 1’actif dans les DES

Differentes méthodes sont utilisées pour extraire des molécules d’intérét a partir de biomasses

ou incorporer des actifs dermo-pharmaceutiques dans les DES.

L’extraction de biomasses peut étre effectuée par les méthodes d’extraction assistée par
ultrasons (UAE), I’agitation, le chauffage ou le chauffage + agitation. La biomasse pesée avec
précision peut étre mélangée directement avec le systeme DES, a 1’aide d’ultrasons, d’un
agitateur magnétique ou d’un vortex, a température ambiante ou a une température supérieure
(40°C ou 60°C), pendant 6-10 minutes, 30 minutes jusqu’a 72 heures. Le mélange est ensuite
centrifugé et le surnageant est filtré pour eliminer les résidus de biomasse. Les DES obtenus
dans lesquels I’actif a été extrait pour former des mélanges clairs sans particules non dissoutes

visibles ont été sélectionnés pour des études de caractérisation par la suite.

Pour I’incorporation de molécules actives dans les DES, 1’actif pesé avec précision peut étre
dissout directement dans les DES pour former les solutions d’actif dans le DES a la
concentration souhaitée (34,58). Une autre méthode consiste a mélanger un excés d’actif dans
les DES sous agitation. Le surnageant clair transparent contenant 1’actif incorporé dans les DES

est ensuite récuperé apres la centrifugation (61,62).

Une étude sur I’extraction du thé vert a démontré que les méthodes avec seulement 1’agitation
(p < 0,001) ou le chauffage (p < 0,05) produisaient des rendements en catéchine
significativement inférieurs a celle d’'UAE ou de chauffage + agitation ; alors qu’il n’y avait
pas de différence significative de rendements entre la méthode d’UAE et de chauffage +
agitation. Ces résultats suggerent que la méthode de chauffage + agitation peut remplacer celle
d’UAE en fonction des applications (54).

4. Caractérisations physicochimiques des DES

4.1, Propriétés physicochimiques des solvants eutectiques

La masse volumique de la plupart des DES est supérieure a celle de I’eau (1g.cm™®) : de 1,08 &
1,63g.cm~ a 25°C (4). Comme tout mélange liquide, la masse volumique des DES diminue
avec I’augmentation de la température, ce qui correspond a une augmentation du volume

molaire du mélange (Figure 7).
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Figure 7. Variation de la masse volumique et de la viscosité des DES avec la température.
D’aprés Moufawad et al., 2021 dans les Techniques de 1’Ingénieur : Solvants eutectiques
profonds - Vers des procédés plus durables (63)

La viscosité est I’une des caractéristiques les plus importantes et aussi I’un des plus grands
obstacles a I’utilisation des IL et DES en tant que solvants dans les processus d’extraction
végétale. Elle est variée en fonction de la nature des composants du mélange, en particulier
celle du donneur de liaisons hydrogene, ainsi que la composition du mélange. La viscosité
relativement élevée des DES hydrophiles (souvent supérieure a 100 mPa.s a température
ambiante), notamment ceux a base de sucre (64), s’explique par le réseau de fortes interactions
intermoléculaires (telles que liaisons hydrogéne, van der Waals et autres liaisons ioniques) du
systeme eutectique obtenu (4),(36). Un moyen simple de réduire la viscosité est le chauffage.
En effet, la viscosité des DES diminue avec la température beaucoup plus rapidement que la
densité (Figure 6). Lors du chauffage, les liaisons hydrogene sont rompues ou fragilisées.
L’éetude de la viscosité en fonction de la température est utile pour définir la température idéale
a laquelle P’extraction végétale peut étre effectuée. Si la chute de viscosité apparait a une
température au-dessus de 50°C, le solvant peut étre utilisé pour 1’extraction solide-liquide des
API/ACI des plantes. En présence d’impuretés a faible viscosité, comme I’eau, le changement
de viscosité est aussi trés important. En effet, I’ajout d’une faible quantité d’un autre composant
au mélange constituant le DES a été envisage pour réduire la viscosité du mélange a une
température donnée sans affecter les autres propriétés physico-chimiques. Cette sensibilité de
la viscosité du DES aux traces d’impuretés est souvent a I’origine des écarts entre les valeurs

rapportées dans la littérature pour un méme DES.
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En ce qui concerne les DES hydrophobes, la faible viscosité rapportée (64,65) est proche de
celle des solvants organiques de référence, ce qui peut favoriser un bon transfert de masse lors

du processus d’extraction. (36)

Tableau 1. Exemple de propriétés physicochimiques de DES d’aprés Moufawad et al., 2021
dans les Techniques de 1’Ingénieur : Solvants eutectiques profonds - Vers des procédés plus
durables (63)

' [ | Ratio molaire | | Densité |  Viscosité | Conductivité
C nt C t ® °,
Posiat A posant B AB i *C) a0 (g.cm-3) (mPa.s) (mS.cmY)
Chlorure ; .
de choline Urée 1:2 12 172 1,25 (25 °C) 750 (25 °C) 0,20 (40 °C)
Chlorure .
de chofine Glycérol 1:2 - 40 - 1,18 (25 °C) 376 (20 °C) 1,05 (20 °C)
Cﬁlorure I Ethy;l'é;ﬁe : [ o | A &
de choline alycol 1:2 - 66 265 1,12 (25 °C) 36 (20 °C) 7,61 (20 °C)
Chlorure [ Acide . o o o
da chollie malonique 11 10 - 1,33 (25 °C) 721 (25 °C) 0,55 (25 °C)
Chlorure Acide 3 o
de choline lévulinique 1:2 -82 ITQ) 245 1,14 (20 °C) 362 (20 °C) 0,18 (25 °C)
ZnCl, Urée 1:35 9 - 1,63 (25 °C) 11340 (25 °C) 0,18 (42 °C)
Chiorare witaiess: | s 215 1,13 (30 °C) 304 (30 °C) -
d'acétyicholine . '
Chiaram Imidazole 115 -62 126 1,13 (30 °C) 233 (30 °C) =
d'acétylcholine s 2
Chiose Imidazole 1:2 -63 143 1,12 (30 °C) 103 (30 °C) -
d'acétylicholine 2 ’
~_Chlorure Imidazole 13 - 133 1,15 (30 °C) 2% (30 °C) ] -
d'acétyicholine - ¢
di-menthol Acide laurique 21 14 :T ) 23 0,89 (25 °C) 24 (25 °C) -
]
T;. température de fusion ; T, température de décomposition ; Tg, température de transition vitreuse [3] [5] [28] [40] [41] [42]

Le processus d’extraction, et plus particulierement la sélection du solvant d’extraction, est
souvent basée sur la polarité du solvant. Des colorants solvatochromiques comme celui de
Reichardt sont souvent utilisés pour déterminer la polarité de chaque solvant (66). Leur spectre
d’absorption et leur couleur sont modifieés en fonction de la polarité du solvant dans lequel il
est dissous. La polarité de chaque solvant étudié peut ainsi étre caractérisée par une longueur

d’onde d’absorption maximale (Amax) du colorant utilisé.

L’énergie de transition calculée suivant 1’équation Et (kcal.mol™) = h x ¢ X Na / Amax (nm)
représente la polarité du solvant (h = 6,6261 x 103 J s : constant de Planck, ¢ = 2,9979 x 108

m st : vitesse de la lumiére, Na = 6,02214 x 10% mol: nombre d’ Avogadro).

35



Les DES a base d’acides organiques sont les plus polaires (44,81 kcal.mol™?), suivis des acides
aminés et des DES a base de sucre pur avec une polarité similaire a I’eau (48,21 kcal.mol™%).
Les DES a base de sucre et de polyols sont les moins polaires, avec une polarité proche de celle
du méthanol (51,89 kcal.mol™?). De plus, la polarité de DES peut &tre modifiée par I’ajout d’eau,
tres probablement en raison de la rupture de la liaison hydrogéne entre les deux composants.
La polarité des DES étudiés dans le domaine dermo-cosmétique est souvent comprise entre
celles du glycérol et de I’eau, et modulable par différents parametres comme la température ou
la proportion d’eau, ce qui permettrait une extraction efficace des nombreux composés

phytochimiques polaires et moyennement polaires des plantes (1,4).

4.2. Caractérisations de la matrice eutectique et son comportement

thermique

Dans une matrice eutectique, il y a un réseau de liaisons hydrogéne via des interactions
intermoléculaires qui modifient leur environnement physico-chimique. Au moins deux
stratégies de base peuvent étre utilisées pour déterminer les interactions physico-chimiques.
Une stratégie consiste a utiliser la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) et
de résonance magnétique nucléaire (RMN) pour observer les modifications de la structure
moléculaire, surtout celles des groupes fonctionnels (groupes hydroxyle et carbonyle en
particulier) en les comparant aux composants isolés. Les analyses de RMN permettent
également de déterminer la quantité d’eau maximale qui peut étre ajoutée dans les DES tout en
préservant leur structure supramoléculaire. La deuxiéme stratégie implique principalement la
détection de I’effet Overhauser nucléaire (NOE) via la relaxation dipdle-dipdle 1H, 1H. Un
NOE entre de petites molécules peut étre observé entre des protons a distance de 2 a5 A. En
géneéral, les expériences NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) ou HOESY
(Heteronuclear Overhauser Effect SpectroscopY) sont appliquées pour mesurer 1’interaction
dipdle-dipdle 1H intermoléculaire. Dans cette stratégie, les signaux des protons interagissant

sont étudiés pour identifier I’existence de liaisons hydrogéne. (1,56)

Le comportement thermique des DES a eté étudié par I’analyse thermogravimétrique (TGA) et
la calorimétrie différentielle a balayage (DSC) pour mesurer la température de décomposition
et le point de fusion (4). La TGA est une technique d’analyse thermique qui consiste en le suivi
de la variation de masse d’un échantillon en fonction du temps, a une température ou une plage

de températures donnée. Alors que la DSC est une autre technique d’analyse thermique qui
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permet de mesurer les différences des échanges de chaleur entre un échantillon a analyser et
une référence (par exemple I’alumine ou I’air) par la détermination de la température de
transition vitreuse (I’intervalle de température a travers lequel la matiére passe d’un état
solide/vitreux a un état mou/caoutchouteux, ou vice versa) et les températures de fusion et de
cristallisation. Quelques DES ont une température de décomposition basse (Tdecomp) d’environ
125°C mais la plupart d’entre eux ont une bonne stabilité thermique avec Tdecomp Méme au-
dessus de 200°C voire jusqu’a 270°C (tableau 1). Presque tous les DES évalués par DSC ont
des points de transition vitreuse (Tg) inférieurs a -50°C sans point de fusion, ce qui confirme
que ces DES sont des complexes supramoléculaires, avec un état liquide stable sur une large
plage de température. L état liquide des DES a basse température implique que les DES peuvent
étre utilisés comme solvants entre au moins 0 et 100°C (4,63).

Le point de fusion du systeme DES dépend des composants DES et de leur proportion dans le
mélange. Les DES décrits dans la littérature ont généralement des points de fusion inférieurs a
150°C (Tableau 1), beaucoup d’entre eux avec des températures de fusion inférieures a 50°C
sont considérés comme les systéemes les plus intéressants car ils peuvent étre utilisés a des
températures proches de la température ambiante, ou il y a peu de risque de dégrader les

molécules actives.

4.3. Dosage de I’actif incorporé dans les DES

La plupart des extraits eutectiques sont en général caractérisés par chromatographie liquide a
haute performance (CLHP), parfois combinée a la spectrométrie de masse (LC-MS). Cette
méthode est largement utilisée, en particulier dans la quantification de différents composants
phénoliques, alcaloides ou pigments végétaux dans les extraits eutectiques des plantes
(36,55,67). Les difficultés majeures restent la complexité des extraits eutectiques ainsi que leur

viscosité, nécessitant des adaptations des méthodes au cas par cas.

Par exemple, dans le cas des extraits eutectiques contenant des acides gras libres, ils doivent
étre prétraités a 1’aide d’une colonne SPE C18 (extraction en phase solide), avec une élution
par gradient de solvants afin de limiter I’effet de la matrice eutectique sur les molécules actives

analysées. Les fractions organiques sont quantifiées par la suite par LC-MS (36,68).

Les résultats de ces études ont démontré une bonne capacité d’extraction des biomasses par les
DES. Le profil d’extraction des molécules actives varie en fonction de la composition du DES,
permettant de choisir les DES les plus appropriés pour chacune ou classe des molécules

extraites souhaitées.
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Partie 3
Utilisation des solvants eutectiques profonds en

cosmétologie et dermatologie

Cette partie consiste en une revue de la littérature concernant le développement de formules a
base de DES, NaDES ou THEDES dans un objectif de soin de la peau, ou de traitement d’une
pathologie dermatologique. Les aspects de formulation seront évoqués, ainsi que les essais

d’efficacité réalisés.

1. Tolérance cutanée des DES

Compte tenu du potentiel des solvants eutectiques profonds pour les applications cutanées, il
est important de déterminer dans un premier temps si une irritation ou toute autre toxicité des
DES est observée au niveau de la peau. Cet aspect peut étre évalué sur les cellules cutanées in
vitro ainsi que sur la peau d’animal ou la peau humaine ex vivo. Concernant la cytotoxicité, elle
doit étre étudiée non seulement sur les kératinocytes (les cellules principales de 1’épiderme)
mais également sur les fibroblastes, 1’une des cellules les plus abondantes des tissus conjonctifs
(situés entre 1I’épiderme et le derme). En effet, les extraits eutectiques ne pourront étre utilisés

en tant qu’actifs cosmétiques ou pharmaceutiques qu’apres avoir démontré leur innocuité.

Dans les études de Wils et al. en 2021, six systemes NaDES ont été évalués sur les kératinocytes
humains a 1’aide du test de réduction du XTT : glucose/glycérol/eau (1 : 2 : 4, mol/mol),
bétaine/glycérol (1 : 2, mol/mol) et (1 : 8, mol/mol), acide octanoique/acide laurique (3 : 1,
mol/mol), acide nonanoique/ acide décanoique/ acide laurique (3 : 2 : 1, mol/mol/mol) et
menthol/acide lévulinique (1 : 2, mol/mol). Ce test est baseé sur le clivage du sel de tétrazolium
XTT (de couleur jaune) pour former un formazan hydrosoluble (de couleur orange) par
I’activité deshydrogenase dans les mitochondries actives des cellules vivantes. Une diminution
du nombre de cellules viables entraine une diminution de I’activité globale des déshydrogénases
mitochondriales, donnant lieu a la baisse de formazan formé. Cette réduction est directement
liee a la quantité de formazan formée, déterminée par mesure de I’absorption dans le visible.
Les resultats ont montré que la toxicité cellulaire des NaDES dépendait des composants HBA

et/ou HBD. Les NaDES hydrophiles sans actif (glucose/glycérol/eau (1 : 2 : 4, mol/mol),
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bétaine/glycérol (1 : 2, mol/mol) et (1 : 8, mol/mol) et les extraits eutectiques de spiruline
correspondants n’ont présenté aucune cytotoxicité significative sur les kératinocytes, avec une
viabilité proche de 90% a la concentration la plus élevée testée. Pour les NaDES lipophiles,
avec ou sans spiruline, la toxicité n’a été observée qu’a haute concentration (200 pg/mL) pour
trois NaDES sélectionnés : acide octanoique/acide laurique (3 : 1, mol/mol), acide nonanoique/
acide décanoique/ acide laurique (3 : 2 : 1, mol/mol/mol) et menthol/acide lévulinique (1 : 2,
mol/mol). Ces résultats ont confirmé que les systemes NaDES utilisés dans cette étude sont
biocompatibles avec les kératinocytes épidermiques humains et potentiellement adaptés a

I’utilisation cosmétique/dermatologique. (36)

La cytotoxicité des DES de géranate de choline (bicarbonate de choline/ acide géranique (1 : 2,
mol/mol)) a également été évaluée sur les cellules kératinocytes HaCaT par le test MTT dont
le principe est similaire de celui du test XTT. Le sel de tétrazolium MTT est réduit en formazan
par la déhydrogénase mitochondriale des cellules vivantes. La quantité de formazan formé de
couleur violette est proportionnelle a celle des cellules vivantes apres le contact avec des DES
et dosée par la spectrophotométrie. Par la suite, la génotoxicité de ces DES a été explorée sur
les cellules 3T3 qui est une lignée de fibroblastes embryonnaires. Ces études ont confirmé

I’absence de effets toxiques des DES étudiés sur les cellules de la peau (69).

Punzo et al. (68) ont évalué la cytotoxicité de 1’extrait eutectique contenant la maldivine dans
le marc de raisin rouge (par des NaDES composeés de bétaine/acide citrique (1 : 1, mol/mol),
bétaine/urée (1 : 2, mol/mol) ou bétaine/éthyléne glycol (1 : 2, mol/mol)) sur les kératinocytes
en quantifiant la libération de lactate déshydrogénase (LDH) a partir de sphéroides HaCaT
(cultivés a partir des kératinocytes immortalisés provenant de peau humaine adulte) a I’aide de
la méthode spectrophotométrique standard. La LDH libérée dans le milieu de culture est un
marqueur de la mort cellulaire a la fois in vitro et in vivo. C’est un enzyme cytoplasmique stable
présent dans toutes les cellules vivantes et rapidement libéré dans le milieu de culture cellulaire
lorsque D’intégralité de la membrane plasmique est perturbée. Cet enzyme transforme le
pyruvate en lactate en réduisant le NAD+ en NADH. Un composé le tétrazolium est ensuite
utilise comme substrat de diaphorase et est converti en formazan, un produit fortement coloré
qui peut étre mesure en spectrophotométrie (Figure 8). Les sphéroides HaCaT ont été mis en
contact avec différentes concentrations d’extraits par les NaDES pendant 24 heures a 37°C et
I’absorbance du milieu de culture de ces cellules a été analysée avant et aprés ce temps de
contact. Les résultats ont montré que toutes les formulations testées a fortes concentrations (a

1,1 pg/mL de malvidine) augmentaient significativement la libération de LDH (p < 0,001),
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tandis que celles a des dilutions inférieures n’étaient pas cytotoxiques et donc considérées
comme sdres a utiliser. De plus, cette étude sur les cellules cultivées en 3D permet de reproduire
les conditions plus proche des conditions in vivo avec la morphologie, le phénotype et
I’interaction entre les cellules plus proches que celles dans I’environnement naturel, ce qui rend
les résultats plus fiables. Par contre, ce qui manque dans cette étude, c’est le test sur les NaDES

seuls sans actifs.
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Figure 8. Schéma du principe du test de cytotoxicité de lactate déshydrogénase (LDH), selon
https://france.promega.com/c/blog/articles/methodes-utilisees-pour-etudier-la-
cytotoxicit%C3%A9-cellulaire/, consulté le 02/12/2022 (70). (leaky cell = cellule altérée)

Sur les fibroblastes, la cytotoxicité des NaDES bétaine/urée/eau (1 : 1,5 : 1,25, mol/mol/mol) a
été évaluée in vitro sur les cellules normales dermiques primaires humaines provenant de
prépuce néonatal, qui ont un métabolisme plus proche de celui des cellules normales que les
cellules immortalisées fréquemment étudiées. La viabilité des cellules a été analysée apres
24 heures de contact avec différentes concentrations de NaDES a 1’aide du test de fonction
mitochondriale CellTiterBlue® (Promega). Le test est basé sur la capacité des cellules vivantes
de réduire un colorant faiblement fluorescent (résazurine) en un produit final fluorescent
(résorufine). Les cellules non viables perdent rapidement leur capacité métabolique et ne
génerent donc pas de signal fluorescent. Les résultats de cette étude ont confirmé la faible

cytotoxicite des systemes NaDES sur ce type de cellules. (58)
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Le systeme NaDES bétaine/urée/eau (1 : 1,5 : 1,25, mol/mol/mol) a été appliqué sur des
explants de peau humaine issus de patients ayant une chirurgie esthétique, maintenus en survie
dans les plaques multi-puits sur du milieu de culture adapté (58). Ce modeéle de test cutané ex
vivo a été décrit comme le plus performant car la structure tridimensionnelle de la peau et une
partie de I’activité métabolique sont conservees. Des explants traités par du tampon PBS ont
éteé utilisés comme témoins. Apres 24 heures ou 48 heures de contact peau-NaDES, des coupes
cutanées ont été observées par un pathologiste. Tous les échantillons testés, traités ou non par
le NaDES, ont montré une architecture dermique et épidermique tres similaire a 24 heures et a
48 heures apres le contact, et I’analyse histopathologique n’a pas montré de différences
significatives entre les échantillons. Ces résultats complétent le profil de biocompatibilité et

I’utilisation potentielle en toute sécurité des systémes NaDES sur la peau humaine.

Un test d’irritation cutanée a également été effectué in vivo chez I’animal afin d’évaluer la
réaction de la peau suite a I’application d’un produit fini créme contenant un DES. Le
fluconazole — un antifongique pour traiter des infections a candidose — et le furoate de
mométasone — un corticoide puissant a usage externe pour le traitement symptomatique des
affections cutanées inflammatoires — ont été utilises comme molécules actives modéles. Une
créme contenant la molécule active préalablement dissoute dans le DES acide caprique/menthol
(4 : 1, mol/mol) a éteé appliquée sur un patch de gaze. Le patch a ensuite été place sur la peau
d’un lapin pendant 4 heures, en paralléle d’un patch contenant une créme placebo. Des zones
de peau saine sans patch ont servi de témoin. La peau du lapin a été observée pendant 14 jours
afin de détecter des anomalies (érytheme, inflammation, dermatite...). A la fin de ce test, aprés
I’euthanasie des animaux testés, la peau a été excisée puis soumise a un examen
histopathologique. Les résultats obtenus n’ont montré aucun changement morphologique
significatif sur la peau, en présence de la creme contenant le DES ou de la creme placebo, par
rapport au témoin. Les auteurs en concluent que ni I’actif pharmaceutique, ni le DES, ni les

composants de la créme topique testé ne provoque I’irritation cutanée. (34)
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2. Effet des DES sur la pénétration cutanée des substances actives

Afin d’étudier I’intérét des systémes de DES pour I’administration de substances actives dans
le derme ou les zones sous-jacentes de la peau (muscle), des cellules de diffusion de Franz ont
éte utilisées pour effectuer un test de perméation spécifique aux formulations topiques. Il s’agit
d’un dispositif en verre composé d’un compartiment donneur supérieur et d’un compartiment
receveur inférieur maintenus a 37°C. Des biopsies de peau dermatomeées sont positionnées entre
les deux compartiments, le stratum corneum étant positionné en direction du compartiment
donneur ou sera dispose le produit a tester (Figure 9). Les eéchantillons de peau peuvent étre
substitués par des membranes polymériques adaptées. Une quantité précise de chaque
formulation de DES va étre appliquée a la surface de la peau/membrane dans le compartiment
donneur. Un liquide récepteur, en général du tampon PBS ou une solution adaptée a la substance
active remplit le compartiment receveur. A intervalles réguliers, une partie du liquide récepteur
est prélevée et la concentration de la molécule active est déterminée. Ce milieu est ensuite
immédiatement remplacé par du milieu frais. La peau peut également étre récupérée et analysée
par différentes techniques pour évaluer la quantité de molécule active présente dans le tissu a

la fin de I’expérience.

Compartiment donneur

Peau

Compartiment receveur

Figure 9. Cellule de diffusion de Franz
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Les anthocyanes constituent le plus grand groupe de composants polyphénols hydrophiles et
sont présentes dans un grand nombre des végétaux. Elles sont connues pour leur fort pouvoir
colorant, leur solubilit¢ en milieu aqueux, leur faible toxicité ainsi que leur activité
antioxydante. Cependant, a cause de leur forte hydrophilie, elles diffusent peu dans la peau.
Pour un usage topique, leur pénétration cutanee doit étre améliorée par des formulations qui
permettent une meilleure répartition de 1’actif dans la partie lipidique de la peau. La malvidine,
I’anthocyanine principale présente dans le raisin, a été extraite par les NaDES bétaine/acide
citrique (1 : 1, mol/mol), bétaine/urée (1 : 2, mol/mol) ou bétaine/éthylene glycol (1 : 2,
mol/mol). La pénétration cutanée de la malvidine ex vivo a été etudiée par Punzo et al. a I’aide
de cellules de diffusion de Franz sur la peau d’oreille de porc aprés 6 heures, 12 heures et 24
heures de contact avec les NaDES. L extrait de malvidine dans le NaDES bétaine/acide citrique
(1 : 1, mol/mol) a montré la meilleure perméation a travers la peau parmi les 3 NaDES testés.
Par conséquent, ce NaDES pourrait étre un excipient prometteur dans un produit a usage
topique grace a sa faible toxicité, sa biodégradabilité, ses propriétés solubilisantes et
stabilisantes associées a une action promotrice de passage (71).

Le test de perméation cutanée a également été réalisé sur les DES bicarbonate de choline/ acide
géranique (1 : 2, mol/mol) contenant la curcumine comme marqueur avec de la peau d’oreille
de porc. Des analyses histologiques des échantillons ont démontré que 1’augmentation de la
perméation de la curcumine était observée sans modification morphologique significative
provoquée par le DES (69). Cependant, des modifications structurales au niveau de la kératine
ont été observees avec certaines concentrations de DES. Le derme quant a lui n’a présenté aucun
changement en termes de quantité ainsi que disposition des fibres de collagéne. Une hypothése
est posée par les auteurs pour expliquer le phénoméne d’augmentation de la perméation : les
molécules de géranate de choline dans le systéme DES seraient passées entre les cornéocytes
du stratum corneum (voie intercellulaire) puis elles auraient traversé la couche lipidique (voie
intracellulaire) afin de créer de petites ouvertures transitoires a travers lesquelles les molécules
actives pourraient s’infiltrer. Ces systémes de DES de géranate de choline permettraient donc
I’administration cutanée non-invasive de molécules bioactives a faible solubilité dans I’eau
pour traiter les maladies chroniques de la peau ou les infections bactériennes localisées dans les
couches profondes de la peau, voire 1I’administration non-invasive de 1’insuline dans la prise en

charge du diabéte (administration transdermique).
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Une autre expérience de perméation a été réalisée a I’aide d’un appareil de diffusion automatisé
avec des cellules de diffusion en acier inoxydable sur le méme principe que les cellules de Franz
(42). Cette étude a été réalisée sur de la peau abdominale de donneurs post mortem. L’épiderme
a été détaché du derme puis laisse flotter sur une solution d’azide de sodium a 0,002% (m/v)
pendant 72 heures pour permettre une hydratation compléte de la couche cornée. La perméation
de I’ibuproféne sous forme de THEDES a été évaluée. Les THEDES ibuproféne/terpéne (L-
menthol, LD-menthol, thymol ou 1,8-cinéole) ont été comparés a diverses solutions
d’ibuproféne dans les terpénes ainsi qu’a une solution aqueuse saturée de 1’ibuproféne. Dans
un premier temps, les auteurs ont étudi¢ 1’effet d’un prétraitement de la peau par les solutions
saturées de terpenes dans le propyléne glycol (connues pour leur capacité d’activateur de
pénétration) pendant 12 heures avant la mise en contact avec les THEDES ou les solutions
d’ibuproféne. Aucune différence significative n’a été observée avec ou sans prétraitement, ce
qui suggeére que I’amélioration de la perméation de I’ibuproféne ne vient pas uniquement de la
propriété des terpenes mais principalement du systéme eutectique. De plus, en comparant le
flux transdermique obtenu avec différents ratios ibuprofene/terpéne, les auteurs ont mis en
évidence que 1’augmentation de la pénétration cutanée était observée avec le ratio auquel le
systeme eutectique est formé, non pas avec les échantillons les plus concentrés en ibuproféne.
Ces résultats confirment 1’intérét potentiel des formulations de type THEDES pour amélioration

de la délivrance cutanée des substances actives.

3. Effets pharmacologiques des actifs incorporés dans les DES

3.1. Développement de formulations a visée antimicrobienne

Certains NaDES ont démontré une capacité a augmenter I’efficacité de molécules antibiotiques
(72,73). C’est par exemple le cas des DES chlorure de choline/urée/acide malonique (1 : 2 :
0,05, mol/mol), proline/urée/acide malonique (1 : 1 : 0,05, mol/mol) ou acide citrique/xylitol
(2 : 1, mol/mol) qui sont capables d’améliorer I’effet de la ciprofloxacine contre a la fois des
bactéries de Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) et des bactéries de
Gram positif (Staphylococcus aureus). Des DES seuls, sans incorporation de molécule
antibiotique, ont démontré une efficacité antimicrobienne. Il s’agit par exemple des systémes
acide citrique/saccharose (1 : 1, mol/mol) ou acide malique/fructose/glucose (1 : 1 : 1,
mol/mol/mol) qui ont montrés une activité antimicrobienne sur Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa et Klebsiella pneumoniae.

44



Parmi les solvants eutectiques profonds étudiés pour une application cutanée, le systeme de
géranate de choline (bicarbonate de choline/acide géranique (1 : 2, mol/mol)) présente une
activité antimicrobienne a large spectre contre un grand nombre de bactéries, de champignons
et de virus résistants aux médicaments grace a ses proprietés anti-biofilms, notamment sur
Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Aspergillus baumannii, Candida
albicans, des souches de laboratoire du virus de 1’Herpés simplex, ainsi que I’infection due a
Propionibacterium acnes. La faible toxicité de ce systeme et sa bonne capacité de pénétration
dermique démontrée dans 1’étude de Zakrewsky et al. promettent des applications préventive et

thérapeutique efficaces de ce type de DES en tant que produit antiseptique (74).

Wils et al. ont évalu¢ Ieffet de six systemes NaDES (trois NaDES
hydrophiles :glucose/glycérol/eau (1 : 2 : 4, mol/mol), bétaine/glycérol (1 : 2, mol/mol) et (1 :
8, mol/mol) et trois NaDES lipophiles : acide octanoique/acide laurique (3 : 1, mol/mol), acide
nonanoique/ acide décanoique/ acide laurique (3 : 2 : 1, mol/mol/mol) et menthol/acide
lévulinique (1 : 2, mol/mol)) sur quatre espéces bactériennes du microbiote cutané :
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Corynebacterium Xxerosis et
Cutibacterium acnes a 1’aide du test de réduction du XTT, en présence de ménadione, accélerant
la réaction. La présence en quantité excessive de trois des bactéries étudiées est associé a des
troubles cutanés : S. epidermidis et C. acnes sont impliqués dans I’acné et S. aureus est un
pathogeéne opportuniste responsable d’infections cutanées et notamment impliqué dans la
dermatite atopique (75-77). Les extraits eutectiques hydrophiles de spiruline contiennent des
chlorophylles, des caroténoides, la phycocyanine et des acides gras libres, alors que ceux
lipophiles ne contiennent que des chlorophylles, des caroténoides et des acides gras libres. Les
bactéries ont été incubées en présence de NaDES seuls ou d’extraits eutectiques de spiruline a
différentes concentrations pendant 4 heures a 37°C avant d’ajouter le réactif XTT/ménadione.
Cette étude n’a montré aucun impact des NaDES hydrophiles ou de leurs extraits, sur toutes les
bactéries testées. Ils pourraient ainsi étre utilisés en cosmétique sans impact négatif sur le
microbiote cutané. En ce qui concerne les extraits de spiruline hydrophobes, les extraits
eutectiques a base d’acide gras a chaine moyenne ont montré des propriétés antibactériennes
dose-dépendantes, en particulier sur S. aureus et S. epidermidis. Ce qui est intéressant, c’est
que les NaDES seuls avaient un effet bactéricide similaire, ce qui suggere que les composants
des NaDES étaient les ingrédients principalement responsables de I’activité antibactérienne. En
effet, le menthol et les acides gras libres sont connus pour leur effet antibactérien contre les

agents pathogénes humains et végétaux. Le menthol induit une perturbation de la fraction
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lipidique des membranes de surface des micro-organismes, entrainant une augmentation de la
perméabilité et des fuites de matériaux intracellulaires (78). Quant a la chaine hydrophobe, elle
pourrait jouer le role de détergent, conduisant a la solubilisation du peptidoglycane des

membranes biologiques (79) et provoquant la lyse cellulaire par autolyse (80).

L’activité antimicrobienne d’extraits naturels a base de NaDES a également été étudiée sur une
levure en culture, Candida albicans, par la méthode de diffusion sur disque par Espino et al
(55). Cette levure se trouve normalement sur la peau et ne provoque habituellement pas de
lésions. Dans certaines conditions telles que 1I’immunodépression ou le manque d’hygiéne,
Candida peut devenir pathogeéne et étre responsable d’infections cutanées nommées candidoses.
Les zones les plus fréquemment touchées sont le contour de la bouche, les aisselles et les plis
cutanés. Dans cette étude, les extraits de quatre plantes Larrea cuneifolia, Larrea divaricata,
Thymus vulgaris et Origanum vulgare ont été produits avec un NaDES composé d’acide
lactique et de dextrose (5 : 1, mol/mol) avec 15% d’eau (% volume). Des disques de papier
filtre stériles ont été imprégnés d’extraits de plante. Un disque de fluconazole a une forte
concentration a été utilisé comme témoin positif. Aprés 48 heures d’incubation a 35°C,
I’activité antifongique a été déterminée par des mesures de diameétres de la zone d’inhibition de
la croissance microbienne. La forte activité antifongique du fluconazole a été observée et a
confirmé la conformité de ce test. Les résultats ont montré que I’inhibition la plus élevée était
obtenue avec les extraits de L. divaricata et L. cuneifolia, tandis que T. vulgaris et O. vulgare
présentaient les inhibitions antifongiques les plus faibles. Cette inhibition est plus faible que
celle du fluconazole, ce qui peut s’expliquer par la quantit¢ de fluconazole plus importante
utilisée dans cette étude. Les extraits des deux especes de Larrea ont été alors retenus pour

d’autres études plus approfondies.

La chromatographie liquide (CLHP) a été utilisée pour déterminer la composition de ces extraits
avec le dosage de chacun des composants phénoliques et alcaloides (Tableau 2). L’activité
antifongique de ces composants a été ensuite étudiée par la méme méthode de diffusion sur
disques sur Candida en culture. 1l a été observé que tous ces composants participaient a

I’inhibition de la croissance fongique des extraits.
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Tableau 2. Concentration des molécules bioactives détectées dans les extraits des plantes L.

divaricata et L. cuneifolia par Espino et al., 2019 (55)

Extracts (ng mL™?)
L. cuneifolia L. divaricata
Quercetine 170.98 £4.97 n.d.
Acide caféique 7.65+0.07 2.94+0.26
Acide férulique 12.13+£0.07 n.d.
Acide rosmarinique 111.43+0.06 n.d.
Phénoliques

Naringénine n.d. 1.83+£0.04
Acide nordihydroguaiaretique 5073.88+61.61  6881.27 +48.22
Tyrosol n.d. n.d.
Apigénine n.d. n.d.
Théophylline 66.00+0.12 24.73+0.34
Théobromine n.d. n.d.

Alcaloides Harmaline n.d. n.d.
Pipérine 33.13+£0.39 44.84 +0.46
Caféine n.d. n.d.

n.d.: non détecté.

La méthode de macrodilution en bouillon nutritif trypto-caseine soja (TSB) a ensuite été
réalisée pour déterminer la concentration minimale inhibitrice de ces extraits (CMI). Six
dilutions en série des extraits ont été préparées dans le bouillon qui est un milieu nutritif

d’enrichissement pour la culture des levures C. albicans. L’expérience a été effectuée sur les
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six tubes en ajoutant chaque dilution d’extraits dans une suspension diluée de C. albicans dans
du TSB. Ces mélanges ont été incubés pendant 48 heures a 35°C. Des témoins positifs ont été
réalisés avec le fluconazole comme antifongique de référence. Les résultats de la CMI ont été
interprétés comme la concentration la plus faible de I’extrait qui présente une inhibition totale
de la croissance fongique (premier tube transparent). Enfin, afin d’évaluer I’effet fongistatique
et fongicide des extraits, la suspension de ce tube clair et des deux tubes consécutifs (un a une
concentration plus élevée et un a une plus faible concentration) a été inoculée dans des boites
de gélose de Sabouraud dextrose (24 heures a 35°C). Les résultats ont démontré que C. albicans
est plus sensible a 1’extrait de L. divaricata que celui de L. cuneifolia, avec la CMI inférieure
obtenue avec I’extrait de L. divaricate (20 mg/mL contre 25 mg/mL de L. cuneifolia). Cet effet
reste modeste par rapport au fluconazole avec la CMI obtenue a 400 pg/mL. Cependant, ces
expeériences ne sont pas complétes, il manque en effet les témoins NaDES seuls, sans molécules
bioactives, pour conclure sur ces essais. Il faudrait également pratiquer les essais sur les extraits

par les solvants organiques classiques pour pouvoir comparer avec les extraits eutectiques.

Pour aller plus loin, Espino et al. ont mis en formulation ces extraits afin d’évaluer le potentiel
d’activité antifongique de ces extraits a base de NaDES dans des produits finis adaptés a
I’application cutanée. Différentes dilutions d’extraits ont été mélangées avec une base de creme.
L’impact de I’incorporation de 1’extrait NaDES sur 1’homogenéité, I’odeur, la consistance,
I’étalement de la creme a été étudié ainsi que la stabilité des produits sur 60 jours, puis ces
caractéristiques ont été comparées avec la creme antifongiqgue commerciale. Des résultats
similaires ont été obtenus entre les deux groupes. L’activité antimicrobienne de ces
formulations a été évaluée par la suite avec la méme méthode de diffusion sur disque
mentionnée ci-dessus. Les résultats ont révelé que les extraits combinés des deux especes de
Larrea (L. divaricata et L. cuneifolia) en creme présentent un effet synergique améliorant
I’activité antifongique contre C. albicans, par rapport au extrait seul de chaque espece. Cette
créeme enrichie en extraits eutectiques semble donc prometteuse pour le traitement de la

candidose.

Les effets antimicrobiens de I’imipeneme incorpore le NaDES bétaine/urée/eau (1: 1,5 : 1,25,
mol/mol) (IMP-BU) sur Pseudomonas aeruginosa ont été explorés par Olivares et al.
L’imipenéme est un antibiotique du groupe des carbapénémes faisant partic des béta-
lactamines. C’est un bactéricide a large spectre indiqué dans des infections intra-abdominales,
urinaires ou cutanées compliquées et des pneumonies séveres. Les bactéries ont été incubées

pendant 6 heures et 24 heures avec I’imipénéme incorporé dans le NaDES, une solution aqueuse
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d’imipenéme et le NaDES seul étant utilisés comme témoins (58). Les bactéries survivantes ont
été comptées par cytométrie en flux. Les résultats de ce test ont démontré une activité
antibactérienne supérieure de la formulation d’imipeneme-NaDES par rapport a I’imipenéme
en solution aqueuse sur les formes planctoniques de Pseudomonas aeruginosa, avec une
réduction significative du nombre de bactéries vivantes apres 6 et 24 heures d’exposition avec
I’antibiotique ; alors que les NaDES seuls sans actif ne présentent pas d’activité antibactérienne.
L’hypothese avancée par les auteurs est que le NaDES permettrait une meilleure stabilité de
I’imipenéme ainsi qu’une libération prolongée de la molécule. L’intérét de la matrice eutectique
a été confirmeé par un essai anti-biofilm. Les biofilms de Pseudomonas aeruginosa ont été
cultivés sur un gel de collagene. lls ont été mis en contact avec la formulation d’imipeneme-
NaDES et les témoins. La encore, I’activité antibiofilm de I’imipénéme s’est trouvée augmentée

en matrice NaDES.

3.2. Développement de formulations a visée anti-inflammatoire

La propriété anti-inflammatoire des NaDES glucose/glycérol/eau (1 : 2 : 4, mol/mol),
bétaine/glycérol (1 : 2, mol/mol) et (1 : 8, mol/mol), acide octanoique/acide laurique (3 : 1,
mol/mol), acide nonanoique/ acide décanoique/ acide laurique (3 : 2 : 1, mol/mol/mol) et
menthol/acide lévulinique (1 : 2, mol/mol) et des extraits eutectiques de spiruline
correspondants a été évaluée dans la littérature sur des cellules cutanees infectées par
Staphylococcus aureus. Ces bactéries sont connues pour induire la production de médiateurs
inflammatoires par les kératinocytes (81). Les résultats ont montré que la plupart de ces
systemes n’affectaient pas la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, a I’exception de
I’extrait de spiruline en NaDES glucose/glycérol/eau (1 : 2 : 4, mol/mol), qui réduit la libération
de la chimiokine CXCL-8 et de la cytokine TNF-a. Cette propriété anti-inflammatoire n’a pas
été observée avec le NaDES seul sans actif (36). Cela pourrait s’expliquer par la propriété anti-
inflammatoire de la phycocyanine qui se trouve a une teneur élevée cet extrait eutectique de

spiruline par rapport aux autres extraits testés (67).

Punzo et al. ont analysé la sécrétion d’IL-8, une cytokine pro-inflammatoire produite par des
sphéroides HaCaT en présence d’un agent cytotoxique. Les résultats ont démontré la capacité
anti-inflammatoire de la malvidine extraite par le systtme NaDES bétaine/acide citrique (1 : 1,

mol/mol). Les études sur les NaDES seuls n’ont malheureusement pas été effectuées.
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Comme dans le cas des propriétes antimicrobiennes des DES, il manque en général dans la
littérature les témoins, NaDES seuls ou extraits obtenus avec les solvants de référence, qui
permettraient de conclure sur les effets directs des matrices eutectiques.

3.3. Développement de formulations a visée antioxydante

L’exposition au soleil et particuliérement aux rayons UV qui provoquent le stress oxydatif,
c’est-a-dire 1’agression des cellules par des radicaux libres générés dans les kératinocytes,
génere une séric d’événements de signalisation cellulaire conduisant a la production de
substances antioxydantes pour protéger I’organisme. Ce processus contribue a un équilibre pro-
oxydant-antioxydant qui maintient la stabilité de la structure cellulaire. Punzo et al. ont étudié
la capacité antioxydante de la malvidine extraite de marc de raisin rouge par le NaDES
bétaine/acide citrique (1 : 1, mol/mol) a contrecarrer le stress oxydatif induit par la ménadione
sur des sphéroides HaCaT. Les cellules ont été mises en contact avec différentes dilutions de
NaDES contenant la malvidine pendant 24 heures puis avec la ménadione. Les résultats ont
montré que la malvidine extraite par le NaDES ou directement dissoute dans la méme matrice
avaient la méme activité. La malvidine n’est donc pas altérée par le processus d’extraction. Le

pouvoir antioxydant n’a malheureusement pas été étudié sur les NaDES seuls sans malvidine.

Le pouvoir antioxydant d’un extrait de fleurs d’Ixora javanica par une association eutectique
de chlorure de choline/et de divers HBD (propyléne glycol, glycérol, éthylene glycol,
polyéthylene glycol, sorbitol, 1,3-propanediol, acide oxalique, acide lactique, acide glycolique,
acide malique ou acide citrique) a été étudié afin de mettre au jour une nouvelle famille
d’ingrédients cosmétiques. La méthode du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) a été
utilisée. Sous sa forme radicalaire, le DPPHe de couleur violette absorbe a 517 nm, mais lors
de sa réduction par un antioxydant (AH) en une forme non radicalaire (DPPH-H), la solution
subit une décoloration steechiométrique du violet au jaune, en fonction du nombre d’¢lectrons
gagnés. Ainsi le pouvoir antioxydant de ’extrait eutectique est évalué par le suivi de la
diminution de I’ absorbance a 517 nm au cours du temps (82,83). Le résultat a montré que les
7 extraits eutectiques a base de chlorure de choline (+ propyléne glycol/ éthyléne glycol/
sorbitol/ 1,3-propanediol/ acide lactique/ acide malique/ acide citrique) de fleurs d’Ixora
javanica ont un pouvoir antioxydant significativement plus élevé que 1’extrait éthanolique de
référence (84). Statistiquement, ’extrait de chlorure de choline/propyléne glycol (1 : 1,

mol/mol) a montré la plus grande capacité a neutraliser les radicaux libres DPPHe+ parmi tous
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les extraits. Ces composés ayant une activité contre les radicaux libres et le stress oxydatif
constituent une nouvelle stratégie pour lutter contre le vieillissement cutané (85). L’étude sur
les DES seuls sans actifs aurait d0 étre réalisée ultérieurement pour compléter ces résultats, afin
de comprendre si le pouvoir antioxydant est partiellement di au systéme eutectique ou
uniquement aux composants d’anthocyanes et de flavonoides extraits des fleurs d’Ixora

javanica.

4. Développement de produits finis pharmaceutiques ou
cosmeétiques a base de NaDES

Un autre défi pour I’application des solvants eutectiques profonds consiste a la mise en
formulation finale. Ayant la structure particuliere avec des liaisons hydrogene, ces systémes
eutectiques sont relativement fragiles face a la dilution. A I’heure actuelle, tres peu d’études ont
été realisées sur les produits galéniques finis contenant des DES. Espino et al. ont mélangé les
extraits eutectiques de L. divaricata et L. cuneifolia avec une base de créme et des silicones
sous agitation mécanique a température ambiante (55), alors que Al-Akayleh et al. ont préparé
la creme topique contenant le fluconazole et le furoate de mométasone par la méthode
d’émulsification (tableau 3) (34). Le fluconazole et le furoate de mométasone ont été incorporés
dans le solvant eutectique acide caprique/menthol (4 : 1, mol/mol) dans un premier temps. La
phase huileuse se compose d’acide stéarique, de triéthanolamine, d’alcool éthylique et de
vaseline. Le systeme eutectique a été ensuite rajouté dans la phase huileuse avant
I’émulsification avec la phase aqueuse contenant la gomme xanthane, la glycérine (humectant)
et le phénoxyéthanol (conservateur). Les propriétés organoleptiques similaires entre ces cremes
et les versions sans NaDES sont prometteurs, cependant des études de poussées de stabilité des

actifs et des produits finis doivent étre menées pour valider ces approches.
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Tableau 3. Liste des composants de la creme de fluconazole et de mométasone dans les études
de Al-Akayleh et al., 2019 (34)

Composition % masse/masse
Fluconazole 2
Furoate de mométasone 0,1
Acide caprique 4
Menthol 1
Polyeéthyléne glycol 400 13
Alcool cétylique 4
Huile de paraffine 6
Vaseline 4
Acide stéarique 1
Phénoxyéthanol 0,8
Triéthanolamine 0,1
Glycérine 3
Gomme xanthane 0,1
Eau 60,9

En plus de leur utilisation en tant que solvant, les systemes NaDES ont démontré qu’ils
pouvaient avoir un intérét intrinséque. Tout d’abord, certains NaDES ont démontré leur pouvoir
plastifiant sur des gels de collagéne a but cicatrisant (86). Cet effet a été étudié par la méthode
force-déplacement sur des feuilles formées de collagéne et des dilutions aqueuses de NaDES
d’acide citrique/xylitol (1 : 1, mol/mol) et sur des éponges de collagéne sans NaDES utilisées
comme témoin. Les résultats ont montré un effet plastifiant significatif des NaDES. Cet effet
peut s’expliquer par 1’effet réticulant de 1’acide citrique (87), par la présence du xylitol, polyol
connu pour ses propriétes plastifiantes (88), ou encore une combinaison de ces propriétés. Quoi
qu’il en soit, ce NaDES pourrait étre utilisé comme alternative aux plastifiants toxiques ou non
biodégradables pour former des bioplastiques avec le collagéne (89). De plus, I’activité
antibactérienne de ce NaDES compléterait I’effet cicatrisant connu du collagéne dans ce type
de formulation topique (72,73).
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Les propriétés physico-chimiques et antimicrobiennes de certains NaDES ont été mises a profit
dans la lutte contre les virus, en particulier lors de la pandémie liée au SARS-CoV-2. La maladie
a coronavirus 2019 (COVID-19) est causée par I’infection du virus SARS-CoV-2. Le nombre
d’infections a atteint plus de 600 millions dans le monde entier jusqu’a présent. L utilisation de
gels ou solutions hydro-alcooliques — ainsi que le lavage des mains au savon — joue un role
important contre la propagation et la transmission des maladies infectieuses comme celle du
coronavirus a 1’origine de 1’épidémie de Covid-19. lls sont efficaces pour éliminer les virus et
les bactéries et sont particulierement prisés dans le contexte épidémique actuel.
Malheureusement, 1’effet protecteur de 1’alcool ne dure que jusqu’a ce que 1’alcool s’évapore,
¢’est-a-dire trés bri¢vement, moins de quelques minutes. Le lavage fréquent des mains a I’eau
et au savon ou I’application répétée de désinfectants a base d’alcool peuvent assécher et

endommager la peau, entrainant potentiellement une dermatite (90).

Certains DES ont démontré des propriétés antimicrobiennes contre des virus, bactéries, et
champignons, ainsi qu’une activité anti-biofilm contribuant a la lutte contre les pathogeénes
résistants aux médicaments (74). En plus de cela, contrairement a I’éthanol qui est trés volatil,
les solvants eutectiques profonds peuvent rester longtemps sur la peau et offrent potentiellement
une protection durable contre les agents pathogénes infectieux avec des applications moins
fréquentes de gels. Le gel hydro-alcoolique fabriqué par Shevachman et al. se compose du
systéeme eutectique de géranate de choline (bicarbonate de choline/acide géranique (1 : 2,
mol/mol)), de glycérol, d’éthanol, d’un gélifiant a base de cellulose et de parfum (91) (Figure
10). Les tests biologiques in vitro ont montré que ce gel est capable d’éliminer 99,9% de
bactéries du genre Staphylococcus aureus aprés 30 secondes et 99,99% du coronavirus infectant
les cellules fibroblastes humaines (MRC-5) en 15 et 30 secondes. L’application du gel testé sur
une surface contaminée a inhibé le développement des bactéries Escherichia coli jusqu’a 4
heures, alors que le gel hydro-alcoolique classique contenant 70% d’éthanol voit son action
efficace seulement 30 minutes, ce qui était également obtenu avec le contrdle négatif (solution
saline sans antiseptique). Le potentiel sur la protection contre les agents pathogenes de ces gels
eutectiques suite aux études in vitro a été renforcé par des tests in vivo sur des personnes
volontaires par la suite. L’application continue du systéme eutectique pendant trois semaines
n’a pas entrainé de réactions cutanées importantes. L’effet antimicrobien contre Staphylococcus
aureus a été également démontré sur les volontaires jusqu’a 4 heures apres une seule application
du gel eutectique. Ces études ont montré I’utilisation trés prometteuse de ce gel eutectique pour

une bonne hygiéne durable des mains contribuant a la lutte contre 1’épidémie de Covid-19.
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D’autres études cliniques complémentaires a long terme seraient nécessaires avant la mise en

commercialisation de ce produit.
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Figure 10. A) Réaction de synthése des DES bicarbonate de choline/acide géranique (1 : 2,
mol/mol). B) Le gel hydroalcoolique eutectique de géranate de choline s’est montré fluide et

transparent. D’aprés Shevachman et al., 2022 (91)
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Conclusion générale

A I’heure actuelle, de nombreuses formulations & base de solvants eutectiques profonds pour
une application cutanée ont été étudiées. lls se composent de plusieurs molécules parmi des
accepteurs et des donneurs de liaisons hydrogéne autorisés pour 1’usage pharmaceutique ou
cosmétologique. Afin de trouver le systéme le plus adapté en termes d’interactions moléculaires
et d’interaction produits-membranes biologiques, des modélisations in silico sont de plus en
plus développées en bio-informatique (92,93). Cela permet le criblage des composants
potentiels dans un premier temps, puis la prédiction de la toxicité et I’efficacité des produits par
la suite. Cela permet d’écourter le temps de recherche en limitant les expérimentations surtout
celles qui sont difficiles et chronophages a réaliser comme les tests in vivo sur 1’animal et sur

I’homme.

La plupart des recherches jusqu’a présent se sont concentrées sur les propriétés de solubilisation
et de stabilisation des solvants eutectiques profonds, mais ont peu abordé leurs inconvénients
potentiels. En effet, le fait que ces solvants soient essentiellement a base de composants naturels
ne signifie pas qu’ils ne comportent aucun danger. De plus, si les composants sont
individuellement bien tolérés, cela ne veut pas dire que le DES résultant n’est pas nocif pour
I’usage cutané. Les tests de stabilité généralement réalisés a court terme et la toxicité étudiée
principalement sur des lignées cellulaires in vitro sur des échantillons fraichement préparés ne
sont pas suffisants pour garantir la sécurité des produits finis. 1l est donc indispensable d’étudier
la toxicité et I’efficacité a long terme des formulations a base de solvants eutectiques profonds

plus en profondeur avant la mise en commercialisation.

En parall¢le, une réflexion doit étre menée sur les modalités de leur utilisation. Jusqu’a présent,
trés peu d’études ont exploré 1’intégration des systémes eutectiques au sein de produits finis
adaptés a 1’'usage cutané. La dilution des DES et I’interaction entre les systémes eutectiques
avec les composants de la formule pourraient altérer des liaisons hydrogéne dans le systéme
d’origine et conduire a la déstabilisation des molécules d’intérét dissoutes ou encore du produit

fini.
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Au vu de ce travail de thése, les systemes eutectiques profonds constituent donc des ingrédients
tres intéressants pour une amélioration de la prise en charge de pathologies cutanées de par
leurs propriétés multiples, mais a I’heure actuelle, des études systématiques doivent &tre menées
afin qu’ils soient utilisés dans la conscience de toutes leurs propriétés physico-chimiques, ainsi

qu’en toute sécurité pour le patient ou le consommateur.
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