ETUDE DES PROPRIETES DE LA BAVE D'ESCARGOT

SUR DES KERATINOCYTES HUMAINS PRIMAIRES IN VITRO
PROCEDE ROYER COSMETIQUE

Etude des propriéetes de la bave d'escargot sur culture cellulaire - methodes

* Technologie HCS Pharma: criblage phénotypique cellulaire a haut débit sur milieu

propriétaire. (Environnement “naturel”) couplé a une technique performante d’analyse

Les hélices terrestres, ou escargots ont eté tres utilises en médecine depuis I'antiquité. Des propriétés biologiques

nombreuses leur ont ete attribuees et ont fait 'objet de travaux scientifiques et de communications portant sur leur d agc

intérét therapeutique potentiel. L’entreprise Royer dispose d’un savoir faire et d’'un procédé d’élevage spécifique et de

e Analyse multiplex sur keratinocytes en culture permettant d'étudier les propriétés

recueil naturel de la bave d’escargot depuis de nombreuses années. Cette expertise a éte utilisée au développement
de préparations a usage cosmétique. L’objectif de cette étude était d’étudier les propriétés anti oxydantes , anti pharmacologiques sur 8 tests in vitro.
peroxydation lipidique, anti inflammatoires, et les propriétés hydratantes de la bave d’escargot obtenue selon le
procedé ROYER. Ces effets ont été étudiés sur des kératinocytes humains primaires en

culture, a I'aide de tests in vitro réalisés conjointement sur la méme plague selon N° d'échantillon: 191119051 Type d'échantillon : Cosmétiques
une technologie proprietaire developpée par HCS Pharma. Baramate Tachnlaue Méthode Résultat Unité
Acide glycolique HPLC-UV IOP-PCH-75 <0.12 mg/g
ANALYSE DES COM POSANTS Allantoine HPLC-UV IOP-PCH-24 <0.010 mg/g
O y Beta-caroténe HPLC-UV IOP-PCH-42 <0.005 mg/g
DE LA BAVE D ESCARGOT OBTENUE Collagene Spectrophotométrie NF V04-415 <0.10 mg/g
O SELON LE PROCEDE ROYER Vitamine A (Rétinol) HPLC-UV IOP-PCH-14 <1.5 He/g
Vitamine B1 (Thiamine) HPIC-FILUOD I0P-PCH-16 <0.002 mg/g
O Vitamine B2 (Riboflavine) HPLC-UV IOP-PCH-34 <0.020 mg/g
Dans une étape préliminaire I'analyse des composants la Vitamine B3 (Nicotinamide) HPLC-UV IOP-PCH-34 <0.003 ma/g
= bave a été réalisée, faisant ressortir une forte concentration en Vitamine BS (Acide pantothénique) HPLC-UV |OP-PCH-34 <0.004 "
TEST PRELIMI NAI RE POU R acide glycolique et en collagéne, de méme que la présence de Vitamine BG (Pyridoxine) HPLC-UV |OP-PCII-34 <0.002 me/e
LA CU LTU RE DE N H EK EN PRéSENCE diverses vitamines et en particulier celles a fort pouvoir anti Vitamine B8 (Biotine) HPLC-UV IOP-PCH-34 <20.0 ue/e
® oxydant (vit D,E). Vitamine B9 (Acide folique) HPIC-UV |0P-PCH-37 <3.00 nele
’ Vitamine C (Acide ascorbique) HPLC-UV IOP-PCII-35 <0.003 mg/g
DE BAVE D'ESCARGOT O Désignation : Bave d'escargot - 26/07/2019 Vitamine D3 (Cholécalciférol) vt Jer-Tbinas SL08 He/e
Vitamine E (Tocophérol) HPIC-FLUOD I0P-PCH-18 <0.005 mg/g
B Labaved'escargotsans conservateur semble induire une @ Stress oxydatif bré-traitement
mortalité cellulaire sur les NHEK avec une concentration O . avec bave ou
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entre 30% ?t 3.75% (v/v). Les cellules sont viables a une ETUDE DE L'EFFET DE LA BAVE D'ESCARGOT  ccmmme o ence e de Morasese  magerie o

concentration de 1 ,950/0. ‘ l Différenciation ' stress cixydatif live cell analyse

. . SUR LE STRESS OXYDATIF DANS ' 3jour5 3jours 1j0Uf
B Labaved'escargotavecconservateurs ne semble pasinduire P

de mortalité cellulaire sur les NHEK, mais semble LE NHEK [MARQUAGE LIVE CELL] Etude des Espéces Réactives de IOxygéne (ROS) : Menadione  CellROX

réduire la prolifération entre 30 et 15% (v/v). Etude de la péroxydation lipidique : Cumene Bodipy

m Pourlasuite des expérimentations, nous avons donc testé CONCLUSIONS SUR LEFFET ANTI-OXYDANT DE LABAVE D'ESCARGOT
la bave d'escargot avec conservateurs uniguement,
araison de 4 concentrations: 60; 30; 15 et 7,5% (v/v)

Résultats : peroxydation lipidigue suite a un

B Labavedescargot (+conservateurs) a permis de contrer leffet pro-oxydatif de stress induit par le cumene
la ménadione au niveau du taux d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS) dans les st
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kératinocytes humains primaires, selon un effet dose-réponse. Leffet observé
@ était supérieur a celui de la NAC (molécule de référence anti-oxydante,
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testée 3 10 mM) aux concentrations de 30 et 60%. g% a0
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POTENTIEL ANTI-GENOTOXICITE La bave d'escargot (+ conservateurs) semble avoir contré l'effet du cumene EE N
Bl auniveaude la peroxydation lipidique dans les kératinocytes humains :f"ﬁ;g‘“' ﬁ g0 g g
primaires, a la seule concentration de 60%. G T e
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o ® D'apres les résultats obtenus en terme de contenu cellulaire en ROS, la bave = LEcnmenes hiepentmine tine pEvdgeRtion
Génotoxicité Pré-traitement . , i ] . o ||p|lc!|qu?au nweauades NHEI‘E. : |
b ® d'escargot (+ conservateurs) présente un potentiel anti-oxydant. E - Lavitamine E [molécule de référence) a permis de
molécule de E revenir au taux basal.
Ensemencement Confluence référence i - La présence de la bave d'escargot semble avoir
des kératinocytes atteinte Induction de stress Fixation et Imagerie et 5 réduit le taux de peroxydation lipidique, 4 la
l Différenciation I génoti)xique immunomarquage analyse 3 concentration de 60% uniquement. o
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T odblebrin e AN ® o ® CARGOT SUR L'EXPRESSION D'AQP3
Pourcentage de cellules positives a yH2AX suite a un traitement a la ®
camptothécine +/- produits » DANS LE NHEK [HYDRATATION]
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gi _ CONCLUSIONS SUR L'EFFET DE LA BAVE D'ESCARGOT
5 g ETUDE DE L'EFFET DE LA BAVE SUR L'EXPRESSION D’AQP3 (HYDRATATION)
23
E E 10- DIESC ARG OT SU R LE STRESS ® B Labave d’esc.argot (+ c.onservateu’rs) r.\’a pas augmethé I’e>.<pre.ssion
5% ® de l'aquaporine 3 au niveau des kératinocytes humains primaires.
' INFLAMMATOIRE DANS LES NHEK
E‘- : . ' . B Mémesilabave descargot n'a pas d'effet sur I'expression d’AQP3
0 Résultats: pourcentage de cellules présentantun ® directement, nous ne pouvons pas conclure définitivement sur son
immunomarquage nucléairede NF-kB ° effet sur 'hydratation de la peau via d’autres mécanismes.
;% i ® I Labave descargot a 60% a interféré avec I'immunomarquage de
;; i NF-kB, comme ce fut le cas pour les autres immunomarquages
& Y ® indirects.
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m Lacamptothécine abien induit une augmentation JY iyt
(dou’bl.ement) dunombre de cellules présentant un marquage - L'IL-1} a bien induit une augmentation du nombre de cellules positives pour NF-kB au ETU DE DE L'EFFET DE LA BAVE
nucléaire de YH2AX niveau nucléaire,

o o i 5 ool e bl b s el e o D'ESCARGOT SUR LA CICATRISATION
. l-,e r‘”COtmamlde a reduit Ueffet pro-ger.u.)tomque (dlmmUtlon de 15 et 30% (v/v), suggerant un potentiel anti-inflammatoire, y
légére du pourcentage de cellules positives pour YH2AX D'UNE CULTURE DE NHEK

au noyau). CONCLUSIONS SUR LEFFET ANTI-INFLAMMATOIRE
DE LABAVE D'ESCARGOT CONCLUSIONS SUR LEFFET CICATRISANT

DE LA BAVE D'ESCARGOT SUR LES KERATINOCYTES

B Labaved'escargotapermisdereduire le taux de cellules

avec un marquage nucléaire de YH2AX des 15%, et de maniere B Labave d'escargot (+ conservateurs) a 15 et 30% a permis de

significative a la concentration de 30%. contrer l'effet pro-inflammatoire de l'IL-1 (30 ng/mL), d'aprés m Labave descargot (+ conservateurs) n'a pas induit d'aug-
limmunomarquage de NF-kB au niveau des noyaux dans les mentation du taux de cicatrisation, d'aprés le comblement
keratinocytes humains primaires. de la griffure observé suite au marquage des noyaux des

les kératinocytes humains primaires.
i D'apreslesresultats obtenus en terme d'expression de

Conclusion. NF-kB suite & un stress inflammatoire, la bave d'escargot B Lanalyse d'image conclue méme a une augmentation de la
* (+ conservateurs) présente un potentiel anti-inflammatoire. surface sans cellules - car elle prend en compte les abords

de la griffure.
I Labaved'escargota 60% ainterfére avec limmunomarquage

de NF-kB, comme ce fut le cas pour celui de YHZAX. B Qu'enserait-il sur une culture de fibroblastes,

qui sont des acteurs majeurs de la cicatrisation de la peau?

Selon les donnees obtenues in vitro, la bave d'escargot avec
conservateurs a montré de potentiels effets anti-oxydatifs

BE +C
la peroxydation lipidique en conditions oxydatives), ainsi que Stress oxydatif (ROS) +

(selon le test de mesure du contenu cellulaire en ROS et de TEST

DISCUSSION

Plusieurs éléments sont a considerer
pour le developpement ultérieur

de potentiels effets anti-inflammatoires et anti-genotoxiques. Peroxydation lipidique +3 60% (v/v)

Stock de glutathion 0

Ces données pharmacologiques sous tendent de maniere
scientifique les effets cutanés observes en pratique sous

* Impact du procéde d'obtention Royer sur la specificité des resultats
Effet du conservateur

Effet de la concentration de la bave et de la viscosité

Impact du type cellulaire: realisation d" études sur fibroblastes
(cicatrisation ++)

'effet de la bave et justifient le développement du produit Cicatrisation -

pour des applications de cosmetologie

Stress inflammatoire*

et en clinigue humaine.

+a30% (v/v)
0

Stress génotoxique™

Hydratation (expression AQP3)
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