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1. Introduction

Les produits cosmétiques occupent une vaste place dans nos vies. lls font partie de
nos sociétés depuis des siecles. L'étre humain a de tout temps cherché a améliorer ou
modifier son apparence. A cet effet, il a longtemps fait appel a des extraits de plantes,
animaux, minéraux trouvés dans la nature. L'essor de I'industrie chimique a ensuite apporté
des produits synthétiques ou semi-synthétiques aujourd’hui trés employés dans Ia
composition des produits cosmétiques. Ces derniers correspondent a une large gamme de
produits utilisés dans la vie courante. Entrent dans la catégorie des produits cosmétiques :
les produits de beauté et de soin (maquillage, cremes de soin, produits pour bébé, cremes
solaires...), les produits capillaires (shampooings, laques, gels, mousses coiffantes,
colorations...), les produits d’hygiene et de toilette (savons, gels douche, déodorants,
dentifrices...) ainsi que les produits de parfumerie (parfums, eaux de toilette, eaux de

Cologne...).

Utilisateurs quotidiens de ces produits, les consommateurs sont de plus en plus
exigeants quant a leurs performances et leur qualité et sont toujours en quéte de produits
innovants. Toutefois, ils sont également de plus en plus méfiants vis-a-vis des ingrédients
« non naturels ». Un mode de vie plus sain et naturel est en effet fréquemment recherché, a
travers I'alimentation, les produits cosmétiques, et autres produits de la vie courante. Une
des raisons pouvant expliquer ce récent attrait est que les produits naturels sont, dans la
conscience collective, communément associés a une absence de risque par opposition aux
produits de synthese. Ainsi, les consommateurs se tournent de plus en plus vers des produits
issus de plantes, voire de I’agriculture biologique. Les extraits naturels sont également
intéressants pour les formulateurs de produits cosmétiques car ils contiennent
fréquemment des molécules bioactives dont l'effet est recherché pour une activité
spécifique. Aux yeux des industriels, les extraits végétaux sont une source infinie pour le
développement de nouveaux actifs (Nohynek et al., 2010). Malgré cela, il est bien connu
que, en dépit de leurs nombreux avantages, certains végétaux peuvent contenir des
constituants toxiques voire mortels pour 'Homme en cas de mésusage. Il est donc
primordial de pouvoir offrir au consommateur des produits de qualité, non toxiques pour lui

tout comme pour I'environnement. |l faut toutefois rester conscient que la notion de risque-
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zéro ne peut pas exister quand il s’agit d’appliquer une substance étrangére au corps humain

(Nohynek et al., 2010).

Malgré le fait que les produits cosmétiques aient toujours existé, leur réglementation
est tres récente. Celle-ci a été modelée par les différentes affaires sanitaires ayant eu lieu en
France ou en Europe depuis une quarantaine d’années. L'exemple le plus notable est celui
de I'affaire du talc Morhange. En 1975, cet incident avait provoqué I'intoxication de dizaines
d’enfants et le déces de certains d’entre eux, marquant fortement 'opinion publique et
initiant la réglementation de ces produits avec une premiere loi frangaise. Cette loi suit
I'exigence de base suivante : un produit cosmétique ne doit pas nuire a la santé humaine. Un
an plus tard sera mise en place la directive européenne 76/768/CEE, rééditée a plusieurs
reprises, avant d’étre remplacée en 2009 par le reglement cosmétique européen n°
1223/2009, harmonisant les démarches dans I'ensemble les pays européens. Ce réglement
requiert notamment davantage de sécurité et responsabilise les fabricants quant a la non-
toxicité des produits qu’ils mettent sur le marché (Canorel, 2007; Coiffard and Couteau,

2017).

La réglementation a pour objectif prioritairede garantir la sécurité du
consommateur. « Les produits cosmétiques devraient étre slirs dans des conditions
d'utilisation normales ou raisonnablement prévisibles. En particulier, un raisonnement
risques/bénéfices ne devrait pas étre utilisé pour justifier un risque pour la santé humaine. »
(Article 3 reglement cosmétique (Commission Européenne, 2014)). Cette réglementation a
pour but de controler la composition des produits, leurs processus de fabrication et de
commercialisation, d’assurer une bonne information du consommateur mais aussi de
répertorier les éventuels effets indésirables et de pouvoir rapidement retirer du marché un

produit dangereux.

Dans son optique de protection du consommateur, le reglement cosmétique requiert
un profil toxicologique des ingrédients présents dans le produit cosmétique. Cette démarche
s'avere plus compliquée pour un extrait végétal que pour un ingrédient cosmétique
« classique » c’est-a-dire un produit de synthese et chimiquement bien défini. En effet, les
extraits végétaux sont des ingrédients cosmétiques particuliers. lls correspondent a des
mélanges de composition complexe et variable selon de nombreux parameétres :

I'environnement de croissance de la plante, le moment de récolte, la partie de plante



14

choisie, le mode de préparation... Leur nature complexe rend I’évaluation de leur sécurité
difficile. Les données spécifiques sur ces extraits sont rarement disponibles pour établir leur
profil toxicologique. En paralleéle, le reglement cosmétique interdit désormais les tests sur
animaux pour tous les produits et ingrédients cosmétiques. Les méthodes alternatives
pouvant remplacer ces tests in vivo faisant parfois défaut, un manque de nouvelles données
se fait sentir. L’évaluateur de la sécurité se reporte alors aux données présentes dans la
littérature. Cette tache délicate est chronophage et requiert de nombreuses connaissances

spécifiques et approfondies.

Par conséquent, il s’avere nécessaire de développer une méthodologie fiable voire de
mettre en place un outil permettant I'optimisation de I’évaluation de la sécurité des extraits
végétaux. C'est ce theme que j’ai eu I'occasion d’explorer lors de mon stage de fin d’études
au sein d’EcoMundo, qui est notamment consultant réglementaire en cosmétique.
EcoMundo souhaite développer un outil informatique permettant d’optimiser I'évaluation
de la sécurité des extraits végétaux dans les cosmétiques : le logiciel SeVe. L'objet de ce
stage était d’aider au développement de cet outil en élaborant une base de données sur
I'identité, la réglementation, la toxicologie et les constituants des extraits végétaux, en
organisant ces données, et en développant une méthodologie pour optimiser I'élaboration

du profil toxicologique de ces extraits dans les produits cosmétiques.

Cette these reprend et affine la thématique de mon mémoire de fin d’études. Dans
un premier temps, je reviendrai sur le contexte réglementaire européen autour des produits
cosmétiques ainsi que les différentes instances entrant en jeu. Jaborderai par la suite
I’évaluation de la sécurité des ingrédients et des matiéres premieres cosmétiques, ainsi que
la méthodologie classique utilisée pour rédiger un profil toxicologique. J'évoquerai
également le reglement européen des produits chimiques : REACH, pouvant impacter les
produits cosmétiques. Les méthodes alternatives en toxicologie étant en plein essor (depuis
I'interdiction de I'expérimentation in vivo), j’ai fait le choix de m’attarder sur ce sujet afin
d’en faire I'état des lieux. Une partie sera ensuite accordée aux extraits végétaux, leurs
particularités et les difficultés liées a leur évaluation. J’aborderai alors la problématique de
I'’évaluation de la sécurité de ces extraits végétaux utilisés dans les produits cosmétiques.
Cette partie reviendra a exposer le travail réalisé au cours de mon stage de fin d’études au

sein d’EcoMundo. C’est-a-dire : (i) élaboration d’une base de données sur l'identité, la
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réglementation, la toxicologie et les constituants des extraits végétaux, (ii) organisation de
ces données, et (iii) développement d’une méthodologie pour optimiser I'élaboration du
profil toxicologique de ces extraits dans les produits cosmétiques. Puis je reviendrai sur le
projet SeVe, quelles sont les attentes et les avancées de ce projet. J'appliquerai enfin ce
travail a deux extraits végétaux que I'on peut retrouver dans des produits cosmétiques :

Citrus aurantium Dulcis peel oil expressed et Scutellaria baicalensis root extract.
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2. Définitions et contexte réglementaire

2.1. Définitions et notions relatives aux produits cosmétiques

Selon Il'article 2 du réglement cosmétique n° 1223/2009 (Commission Européenne,
2014) et l'article L. 5131- 1 du Code de la Santé Publique, « un produit cosmétique est une
substance ou un mélange destiné a étre mis en contact avec les diverses parties
superficielles du corps humain (épiderme, systemes pileux et capillaire, ongles, lévres et
organes génitaux externes) ou avec les dents et les muqueuses buccales, en vue,
exclusivement ou principalement, de les nettoyer, de les parfumer, d'en modifier I'aspect, de
les protéger, de les maintenir en bon état ou de corriger les odeurs corporelles. » Un produit

cosmétique est donc défini par sa zone d’application et par sa fonction.

Cette définition permet ainsi de mieux comprendre [|'objectif d’un produit
cosmétique et de statuer sur le domaine réglementaire auquel il appartient lorsqu’il s’agit
d’un produit « frontiere ». En effet, les allégations présentes sur les emballages de produits
cosmétiques peuvent parfois faire passer le produit en question dans un ou plusieurs
domaines différents, comme le domaine des dispositifs médicaux (exemple des peelings
pour la peau), le domaine des médicaments (exemple des produits destinés aux jambes
lourdes), le domaine des biocides (exemple d’un savon antiseptique) ou méme le domaine
alimentaire (exemple des chewing-gums contre la mauvaise haleine). Un produit cosmétique
ne doit donc pas présenter de propriétés curatives ou préventives a I'égard de maladies

humaines (European Commission, 2013).

Un ingrédient cosmétique est défini comme toute substance ou mélange utilisé de
fagon intentionnelle dans le produit cosmétique au cours du processus de fabrication.
Toutefois, ne sont pas considérées comme des ingrédients : les impuretés contenues dans
les matieres premieres utilisées et les substances techniques subsidiaires utilisées dans le
mélange lors de la fabrication mais ne se retrouvant pas dans la composition du produit fini

(article 19 du réglement cosmétique).

Un mélange est considéré comme un mélange ou une solution composé de deux

substances ou plus (article 2 du reglement cosmétique).

Un produit cosmétique est composé d'une ou plusieurs matieres premieres

constituées elles-mémes d’un ou plusieurs ingrédients ou substances cosmétiques. Les



17

ingrédients cosmétiques sont caractérisés par un nom INCI (International Nomenclature of
Cosmetic Ingredients). Le CFTA (Cosmetics, Toiletry, and Fragrance Association, devenu
depuis 2007 le Personal Care Products Council, fédération des industries cosmétiques
ameéricaine) a mis en place en 1973 une nomenclature des ingrédients cosmétiques aux
Etats-Unis. Ce travail sert de base a la nomenclature INCI, obligatoire en Europe depuis 1998,
qui permet de proposer une information harmonisée et précise quant a l'information
apportée au consommateur (Personal Care Products Council, 2010). Il y a parfois des
différences entre les deux nomenclatures (par exemple en nomenclature européenne Cocos
Nucifera Oil sera caractérisé sous la nomenclature américaine suivante : Cocos Nucifera
(Coconut) Qil), I'eau aura I'INCI aqua en Europe et water aux Etats-Unis...). Les ingrédients
cosmétiques (comme toutes les substances chimiques) sont également affublés
d’identifiants numériques comme le numéro CAS (Chemical Abstracts Service) et le numéro
EC (Existing Chemical substance). Le numéro CAS d’un ingrédient est un numéro
d’enregistrement unique attribué par 'ACS (American Chemical Society) a chaque substance
chimique. Il peut cependant étre commun a plusieurs substances dans des cas particuliers.
Par exemple, un méme numéro CAS peut étre attribué a plusieurs types d’extraits végétaux.
Le numéro CAS ‘8001-31-8’, est attribué a I'ensemble des extraits suivants : Cocos Nucifera
Fruit ; Cocos Nucifera Fruit Extract ; Cocos Nucifera Fruit Juice ; Cocos Nucifera Fruit Powder ;
Cocos Nucifera Fruit/Fruit Juice Extract; Cocos Nucifera Oil; Cocos Nucifera Seed Butter ;
Cocos Nucifera Shell Powder et Cocos Nucifera Water. Alors que le numéro CAS est

international, le numéro EC est européen, référengant les substances chimiques en Europe.

2.2. Historique et instances

Les produits cosmétiques ont longtemps été considérés comme inoffensifs. Or, ce
sont des produits spécifiques, en contact direct avec le corps, dont I'exposition quotidienne
est tres large, multiple, touche toutes les catégories de population et ce de la naissance
jusqu’a la mort. Jusqu’a récemment, aucun texte réglementaire n’était spécifique aux
produits cosmétiques. Ce sont les affaires sanitaires de ces quarante dernieres années qui

ont modelé le réglement cosmétique qu’on connait aujourd’hui.

Pour revenir sur |'affaire du talc Morhange, cette derniere est a I'origine de la
création d’un cadre réglementaire pour ces produits : en 1972, 204 enfants ont été

intoxiqués (parmi lesquels 36 déces) par un lot de talc Morhange. Sera mise en cause la
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présence en quantité élevée d’hexachlorophéne -puissant bactéricide mais également
neurotoxique- dans un lot de talc a la suite d’'une erreur de fabrication. Ce tragique accident
industriel a fortement ému I'opinion publique nationale et sera a I'origine de la premiéere loi
francaise n°75-604 relative a la fabrication, au conditionnement, a I'importation et a la mise
sur le marché des produits cosmétiques et d’hygiene corporelle du 10 juillet 1975 (Canorel,
2007; Coiffard and Couteau, 2017). Il n’est plus concevable qu’un produit cosmétique puisse
nuire a la santé humaine. Cette loi prévoit la constitution d’un dossier pour les produits
cosmétiques, ainsi qu’un encadrement des établissements fabricant ou important ce type de

produit (Code de la santé publique, 1975).

Le 27 juillet 1976, un an apres la premiere loi frangaise, la directive européenne
76/768/CEE est adoptée. Elle ne sera transposée en droit francais que le 1* juillet 1998 avec
la loi n°98-535 relative au renforcement de la veille sanitaire et le controle de la sécurité
sanitaire des produits destinés a ’'Homme (Code de la santé publique, 1998) ainsi qu’avec le
décret n°2000-569 du 23 juin 2000 (Code de la santé publique, 2000). Cette directive subira
sept amendements en 30 ans au gré des évolutions des produits cosmétiques et des affaires
sanitaires. Par exemple, la directive 93/35/CEE du 14 juin 1993 introduit I'interdiction, a
partir du ler Janvier 1998, de la mise sur le marché d’ingrédients ou de mélanges
d’ingrédients ayant été testés sur les animaux, et rend obligatoire la réalisation de tests
permettant d’apporter la preuve de I'effet revendiqué sur un plan marketing (qu’on appelle
allégations) (Commission Européenne, 1993). Une directive devant étre transposée au
niveau du droit national de chaque Etat Membre, il existait une certaine hétérogénéité dans
la réglementation. Ainsi, la directive cosmétique, de nombreuses fois modifiée, sera
finalement transformée en un texte unique: le réglement cosmétique européen n°
1223/2009 publié au Journal Officiel de I"'Union Européenne le 22 décembre 2009
(Commission Européenne, 2014). Il est directement applicable a tous les Etats Membres, ce
qui permet la mise en place d’une réglementation harmonisée, simplifiée au sein de I"'UE.
Ainsi, quel que soit I'Etat Membre, tout consommateur est identiquement protégé vis-a-vis
de son utilisation des produits cosmétiques. Le reglement apporte plus de précision, un
renforcement de la sécurité, une rationalisation de la terminologie, plus de transparence et
une meilleure surveillance du marché. Il entrera en application le 11 juillet 2013. A partir de

cette date, tous les produits cosmétiques sur le marché doivent y étre conformes.
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La Commission Européenne est l'institution en charge des produits cosmétiques en
Europe. Elle est aidée de deux comités : Le SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety),
comité scientifique d’experts européen indépendant qui rend des avis a la Commission sur
tous les types de risques pour les produits de consommation (ce comité surveille notamment
les ingrédients jugés préoccupants en cosmétique) ainsi que le COMCOS (Comité permanent
pour les produits cosmétiques), dont le réle est de faciliter la mise en ceuvre des mesures

nécessaires a I'évolution technique des textes législatifs.

En France, les produits cosmétiques sont donc soumis au réglement cosmétique
européen n°® 1223/2009 du 30 novembre 2009 mais aussi au code de la santé publique (CSP),
notamment les articles L.5131-1 a L. 5131-8 et L. 5431-1 a L.5431- 9 issus de la loi n°® 2014-
201 du 24 février 2014 portant diverses dispositions d’adaptation au droit de I'Union
européenne dans le domaine de la santé (article 3, | et Il). En France, les produits
cosmétiques sont sous I'égide de 'ANSM, Agence Nationale de la Santé et des Médicaments
(ANSM, 2014). Les produits cosmétiques sont ainsi considérés comme des produits de santé.
L’ANSM publie des rapports scientifiques et techniques concernant certaines substances ou
usages de produits cosmétiques. Elle peut sommer la Commission Européenne de saisir le
SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety) afin que ce comité d’experts se penche sur
une question particuliere liée aux produits cosmétiques. La France dispose de deux Autorités
compétentes: I'’ANSM et la DGCCRF (Direction Générale de la Concurrence, de la
Consommation et de la Répression des Fraudes). Elles sont responsables de la bonne
application du reglement cosmétique européen et assurent donc linspection des

établissements cosmétiques.

2.3. Leréglement cosmétique européen n° 1223/2009
2.3.1. Généralités

Contrairement aux médicaments, une autorisation préalable de mise sur le marché
n’est pas requise pour les produits cosmétiques. Cependant, ces derniers étant consommés
guotidiennement par des millions de consommateurs, il est inconcevable qu’ils soient a
I'origine de problémes de santé (non-acceptabilité du concept de « bénéfice/risque »
comme pour les produits pharmaceutiques). La notion de bénéfice en cosmétique est, de

toute fagon délicate a appliquer car difficile a quantifier.
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Méme si ces produits, de par leur définition ne sont appliqués que sur les surfaces
extérieures du corps humain, une exposition systémique ne peut jamais étre completement
exclue. De plus, les substances synthétiques ou naturelles peuvent produire des effets locaux
sur la peau humaine tels que des irritations, de la sensibilisation ou de la phototoxicité
(Nohynek et al., 2010). Il incombe donc aux fabricants de garantir que leurs produits ne
présentent aucun risque pour la santé et satisfont aux exigences législatives et
réglementaires. Le réglement européen n° 1223/2009 encadre la mise sur le marché des
produits cosmétiques et exige plus de sécurité, de qualité et d’informations sur les
ingrédients, matieres premieres et produits cosmétiques. Ce reglement s’applique de
maniere égale dans les 28 pays de I'Union Européenne et dans 3 pays de I’Association
Européenne de Libre-Echange (AELE: Norvege, Islande, Liechtenstein) et il concerne
également les produits cosmétiques importés sur le territoire de I'Union Européenne

(Commission Européenne, 2014).

La composition des produits cosmétiques est strictement réglementée au niveau
européen. N’importe quelle substance ne peut étre utilisée a des fins cosmétiques. Le
reglement cosmétique contient en effet des annexes qui énumerent les substances
interdites (annexe Il), réglementées (annexe lll, avec concentration maximale de la
substance en fonction du type de produit), et trois listes exhaustives positives de substances
autorisées comme colorants (annexe IV), conservateurs (annexe V) et filtres ultraviolets

(annexe VI).

L'annexe Il du reglement cosmétique contient 1328 substances interdites dans les

produits cosmétiques, dont des extraits végétaux.

L'annexe Ill du reglement cosmétique propose une liste de 256 substances que les
produits cosmétiques ne peuvent contenir en dehors des restrictions prévues. Ces
conditions peuvent étre des conditions d’age (par exemple substance a ne pas utiliser dans
des produits a destination d’enfants de moins de 3 ans), des conditions de concentration
(concentrations maximales dans les préparations prétes a I'emploi). Les concentrations
maximales de ces substances peuvent étre fonction de la catégorie de produit ou de la partie
du corps sur laquelle celui-ci est destiné a étre appliqué. Voici 'exemple de I'acide borique

(CAS n°10043-35-3/11113-50-1) : cet ingrédient ne doit pas étre présent a plus de 5% dans le
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talc, a plus de 0.1% dans les produits buccodentaires et a plus de 3% dans les autres produits

(a I'exception des produits pour le bain et pour 'ondulation des cheveux).

Au sein de cette annexe 3 du réglement cosmétique n° 1223/2009 sont retrouvés 26

allergénes (Observatoire des cosmétiques, 2016):

Tableau 1. Liste des allergénes (annexe 3 du réglement cosmétique) avec leur origine

Nom INCI Numéro Origine
‘ CAS

Alpha-lsométhyl- 127-51-5 Synthétique

ionone

Amyl cinnamal 122-40-7 Synthétique

Alcool 101-85-9 Synthétique

amylcinnamylique

Alcool d’anis 105-13-5 Synthétique ou Naturel : Miel, Huiles essentielles d’Anis, Tomates, Vanille de Tahiti

Alcool benzylique 100-51-6 Baume du Pérou, Baume de Tolu, Huiles essentielles de Jasmin, Abricot, Amande, Asperge, Banane,
Cassis, Mire, Pomme

Benzoate de benzyle 120-51-4 Synthétique ou Naturel : Baume du Pérou, Baume de Tolu, Huiles essentielles de Jasmin, Ylang-Ylang

Cinnamate de benzyle  103-41-3 Synthétique ou Naturel : Baume du Pérou, Baume de Tolu, Copahu

Salicylate de benzyle 118-58-1 Synthétique ou Naturel : Propolis

Butylphenyl 80-54-6 Synthétique

methylpropional

Cinnamal 104-55-2 Synthétique ou Naturel : Huiles essentielles de Cannelle, Hyacinthe, Muscade, Patchouli

Alcool cinnamique 104-54-1 Synthétique ou Naturel : Hyacinthe

Citral 5392-40-5 Synthétique ou Naturel : Huiles essentielles de Citron, Huiles essentielles d’écorce d’Orange, Huiles
essentielles d’Eucalyptus, Abricot, Cassis, Céleri, Framboise Gingembre, Mangue, Melon, Orange,
Pamplemousse, Prune, Raisin, Rose, Kiwi

Citronellol 106-22-9 Synthétique ou Naturel : Huiles essentielles de Citron, Herbe, Huiles essentielles de Ceylan, Abricot,
Cassis, Fruit de la Passion, Mire, Myrtille, Orange, Pomme, Péche, Rose

Coumarine 91-64-5 Synthétique ou Naturel : Aspérules, Flouves, Mélilot, Angélique, Berce

Eugénol 97-53-0 Synthétique ou Naturel : Huiles essentielles de giroflier, piment de la Jamaique, bay (Myrcia acris),
benoite, de cannelier de Ceylan, laurier noble, ciste labdanifére, basilic, sassafras, basilic de Java, cassie,
acore, ceillet, boldo, cascarille, galanga, feuilles de laurier, muscade, rose pale, ylang-ylang, marjolaine,
muscade, calamus, campbhrier, citronnelle, patchouli

Farnésol 4602-84-0 Synthétique ou Naturel : Huiles essentielles de rose, néroli, ylang-ylang, Tilleul, Baume de Tolu

Géraniol 106-24-1 Synthétique ou Naturel : Huile essentielle de rose ® Orange ¢ Palmarosa e Serpolet ¢ Verveine ¢ Néroli
e Citronnelle ® Géranium e Hysope e Laurier noble ¢ Lavande ¢ Lavandin ¢ Mandarine, Mélisse,
Muscade, Myrte

Hexyl cinnamal 101-86-0 Synthétique

Hydroxycitronnellal 107-75-5 Synthétique

Hydroxyisohexyl 3- 31906-04- Synthétique

cyclohexéne 4

carboxaldéhyde

Isoeugénol 97-54-1 Synthétique ou Naturel : Huiles essentielles de citronnelle de Ceylan, ylang-ylang

Limonéne 5989-27-5 Synthétique ou Naturel : Huiles essentielles de citronnier, aneth, genévrier commun e Orange e
Verveine  Néroli ® Niaouli ® Melaleuca * Mélisse ® Menthe poivrée ¢ Muscade ® Myrrhe ¢ Angélique
Aspic » Badiane * Bergamote ® Mandarine ¢ Bigaradier  Carvi ¢ Céleri » Lavande ¢ Limette

Linalool 78-70-6 Synthétique ou Naturel : Huiles essentielles de thym, lavande officinale et lavandin, pin sylvestre,
laurier noble, bigaradier, marjolaine, menthe poivrée e Citron e Orange ® Serpolet * Ylang-ylang e
Verveine ¢ Myrte  Néroli ® Coriandre ¢ Géranium e Limette ® Mélisse ® Muscade ¢ Lemongrass
Basilic ® Bergamote  Bois de rose

2-octynoate de 111-12-6 Synthétique

méthyle

Evernia prunastri 90028-68- Naturel : Extrait de mousse de chéne

(Mousse de chéne) 5

Evernia furfuracea  90028-67- Naturel : Extrait de mousse d'arbre

(Mousse d'arbre) 4
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Il est flagrant que la plupart de ces allergenes ont une origine naturelle. Il faudra donc
faire particulierement attention a vérifier que I'extrait que I'on souhaite employer dans un
produit cosmétique ne dépasse pas les limites autorisées. Il est également requis que ces
allergenes figurent sur I'étiquette s’ils sont présents a plus de 0.1% dans les produits a rincer

et a plus de 0.01% dans les produits sans ringage.

Ces annexes sont régulierement actualisées par la Commission Européenne, sur la
base des avis du SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety) (Pauwels and Rogiers,
2010). Elles peuvent évoluer et subir l'inclusion, le remplacement ou I'exclusion de certaines
substances. Les produits cosmétiques mis sur le marché peuvent donc étre sujets a des
évolutions réglementaires plus ou moins conséquentes. Les substances classées comme
CMR (Cancérogenes, Mutagénes et toxiques pour la Reproduction) sont interdites sauf si
elles font l'objet de dérogations sous certaines conditions (article 15 du réglement
cosmétique (Commission Européenne, 2014)). Les nanomatériaux peuvent étre inclus dans
les produits cosmétiques, sous réserve d’'une bonne identification et évaluation (article 16

du reglement cosmétique (Commission Européenne, 2014))

Le Réglement Cosmétique n° 1223/2009 se focalise également sur les emballages de
produits cosmétiques. Le point 4 de 'annexe | du reglement indique que des caractéristiques
pertinentes concernant les matériaux composant I'emballage doivent étre précisées,
notamment sur sa pureté et sa stabilité. Et en cas de présence de substances interdites sous
forme de traces, des éléments doivent prouver que celles-ci sont inévitables (Annexe I). Il
convient donc de s’assurer que les composants primaires de I'emballage en contact direct

avec la formule ne libérent pas de substances non attendues dans le produit fini.

L’article 2 du reglement cosmétique définit les principaux acteurs de la cosmétique.
Le fabricant est toute personne physique ou morale qui fabrique, fait concevoir ou fabriquer
un produit cosmétique et commercialise ce produit sous son nom ou sa marque.
L'importateur est toute personne physique ou morale établie dans la Communauté qui met
sur le marché communautaire un produit cosmétique provenant d’un pays tiers. Le
distributeur est toute personne physique ou morale faisant partie de la chaine
d’approvisionnement, autre que le fabricant ou l'importateur, qui met un produit
cosmétique a disposition sur le marché communautaire (par exemple, les magasins

spécialisés ou non, les parfumeries, les parapharmacies, les pharmacies, les instituts de
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beauté, les coiffeurs...). L'utilisateur final est un consommateur ou un professionnel qui

utilise le produit cosmétique.

L’article 4 du reglement cosmétique introduit la notion de personne responsable. Sa
désignation est obligatoire pour la mise sur le marché de cosmétiques. Elle est garante de la
conformité du produit cosmétique vis-a-vis du reglement. Elle est le premier interlocuteur
des autorités compétentes des Etats Membres et doit étre établie obligatoirement dans I'un
des 31 pays de I'Espace Economique Européen. La personne responsable est généralement
le fabricant, quand le produit est uniquement fabriqué dans la Communauté et ne fait pas
I'objet, par la suite d’'une exportation et d’'une réimportation. Dans le cas d’un produit
cosmétique importé, chaque importateur est la personne responsable du produit qu’il met
sur le marché. Le fabricant et I'importateur peuvent désigner comme personne responsable
une personne établie dans la communauté, qui accepte ce rble par écrit. Si le distributeur
modifie un produit cosmétique déja mis sur le marché de telle facon que sa conformité aux
exigences risque d’en étre affectée, c’est lui qui devient personne responsable. La personne
responsable doit notamment s’assurer de [I'évaluation de la sécurité des produits
cosmétiques mis sur le marché (article 10 du reglement cosmétique, (Commission
Européenne, 2014)). Elle doit prendre des mesures correctives dans le cas d’'un produit
cosmétique non conforme en informant les autorités nationales compétentes de I'Etat

Membre.

Le fait que le produit cosmétique ne requiert pas d’autorisation de mise sur le
marché rend la personne responsable entierement garante de la sécurité du produit

cosmétique (Adler et al., 2011).

La personne responsable se doit, lors de la mise sur le marché européen de son
produit cosmétique de fournir le Dossier d’Information Produit « DIP » (ou Product
Information File « PIF »). Ce dossier, trées complet, s’articule autour du rapport sur la sécurité
du produit qui est constitué du profil toxicologique des ingrédients tel que requis par
I'annexe | du Reglement cosmétique. Ce reglement insiste également sur l'interdiction des
tests de substances et produits finis sur animaux, impliquant le développement de méthodes

alternatives qui doivent étre validées.

Le produit cosmétique devra, au préalable de sa mise sur le marché étre notifié via le

portail CPNP (Cosmetic Products Notification Portal) afin d’en informer la Commission
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Européenne en en donnant les principales informations (article 13, réglement cosmétique,
(Commission Européenne, 2014)). Le CPNP est un site Web que seules la personne
responsable et les autorités compétentes peuvent utiliser afin d'avoir accés aux informations
du produit. Cela permet aux autorités d’avoir I'exacte connaissance de I'ensemble des

produits commercialisés sur le marché européen.

Ainsi, la mise sur le marché d’un produit cosmétique nécessite une notification via le
portail CPNP, la constitution du DIP, I'actualisation permanente des informations sur le
produit, la présence obligatoire de certaines informations sur I'étiquetage du produit,
I’'assurance que les produits nont pas été testés sur des animaux, la surveillance du marché
(cosméto-vigilance) et la déclaration d’établissement aupres de ’ANSM (article L. 5131-2 du

CSP). Ces exigences relévent de la personne responsable.

2.3.2. Constitution du DIP

La constitution du DIP est décrite dans I'article 11 du reglement cosmétique. Celui-ci
indique que le DIP est nécessaire a la mise sur le marché d’un produit cosmétique et qu’il
devra étre actualisé régulierement et conservé 10 ans apres que le dernier lot du produit
cosmétique a été mis sur le marché par la personne responsable. Elle doit également veiller

a ce que ce DIP soit accessible a I'Autorité Compétente de I'Etat Membre ou il est conservé.

Ce DIP devra contenir une description du produit cosmétique, le rapport sur la
sécurité du produit cosmétique (CPSR), une description de la méthode de fabrication et une
déclaration de conformité aux Bonnes Pratiques de Fabrication, les preuves de I'effet

revendiqué par le produit cosmétique et les données sur I'expérimentation animale.

2.3.3. Constitution du CPSR

Afin de mettre un produit cosmétique sur le marché, la personne responsable doit
s’assurer qu’il est « s(ir pour la santé humaine lorsqu’il est utilisé dans des conditions
d’utilisation normales ou raisonnablement prévisibles » (article 3, réglement n° 1223/2009).

Une évaluation de la sécurité du produit fini par un évaluateur de la sécurité qualifié® est

! Article 10 du réglement cosmétique: « L'évaluation de la sécurité du produit cosmétique, exposée a I'annexe |,
partie B, est effectuée par une personne titulaire d'un dipldme ou autre titre sanctionnant une formation
universitaire d'enseignement théorique et pratique en pharmacie, toxicologie, médecine ou dans une discipline
analogue, ou une formation reconnue équivalente par un Etat membre. »

Un arrété publié au Journal Officiel Frangais le 17 mars 2015 (JORF, 2015) vient compléter cette définition par
une liste de formations reconnues pour étre évaluateur de la sécurité de produits cosmétiques pour la santé
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donc requise. Cette évaluation prend la forme d'un rapport d’expert constitué de deux

parties (A et B) qui doit étre établi conformément a I'annexe | du reglement cosmétique. La

partie A correspond aux informations sur la sécurité du produit cosmétique. Dix points sont

requis :

Formule quantitative et qualitative du produit cosmétique

Caractéristiques physico-chimiques et stabilité du produit cosmétique

Qualité microbiologique

Impuretés, traces, informations concernant le matériau d’emballage (si présence d’une
substance interdite sous forme de traces, fournir les éléments prouvant qu’elle est
techniquement inévitable)

Utilisation normale et raisonnablement prévisible

Exposition au produit cosmétique (site(s), zone(s) d’application, quantité de produits
appliquée, durée/fréquence d’utilisation, voies d’exposition normales ou
raisonnablement prévisibles, populations visées)

Exposition aux substances (idem point précédent)

Profil toxicologique des substances: pour tous les effets toxicologiques pertinents.
Accent particulier sur la toxicité locale (irritation de la peau, des yeux), sur la
sensibilisation cutanée et en cas d’absorption UV, de la toxicité photo-induite. C’est cette
partie du CPSR qui sera mise en exergue dans cette these, avec I’évaluation de la sécurité
des ingrédients cosmétiques.

Effets indésirables et effets indésirables graves

Informations sur le produit cosmétique (autres informations pertinentes)

La partie B doit étre rédigée et signée par une personne compétente (telle que

décrite a 'article 10 réglement n® 1223/2009). Elle correspond a I’évaluation a proprement

dite de la sécurité du produit cosmétique. Elle permet de conclure quant a la sécurité du

produit cosmétique, de décrire quels seront les avertissements et instructions d’utilisation

figurant sur I'étiquette. Le raisonnement scientifique ayant amené a la rédaction de la

conclusion doit étre clairement expliqué. Enfin cette partie contient les références de la

personne chargée de |'évaluation et de I'approbation de la partie B.

humaine en France. Cet arrété liste les formations reconnues comme équivalentes aux diplédmes de médecin,
pharmacie et toxicologue qui sont requis pour avoir ce role.
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2.4. Extraits végétaux et reglement cosmétique

Il nexiste pas de réglementation particuliere encadrant I'utilisation d’extraits
végétaux dans les produits cosmétiques au sein de I'Union Européenne. Seules certaines
plantes ou certains extraits en particulier, cités dans les annexes sont interdits ou restreints

d’utilisation dans ces produits (Commission Européenne, 2014).

Un produit cosmétique se décompose en une ou plusieurs matieres premieres
constituées elles-mémes d’un ou plusieurs ingrédients. Un extrait végétal n’est pas un
ingrédient cosmétique classique (chimiquement bien défini), il est constitué d’un ensemble

de substances présentes en quantités variables.

Le nom INCI des extraits végétaux est construit a partir du nom botanique (en latin)
de la plante suivi ou non du type d’extrait (exemple pour des extraits de vigne : Vitis
vinifera ; Vitis vinifera leaf water ; Vitis vinifera fruit extract ; Vitis vinifera oil...). Un nom de
plante correspond ainsi a de nombreux noms INCI, et chaque nom INCI englobera une
infinité d’extraits de compositions variées (du fait de la variabilité de composition des

extraits végétaux) (Bailey J.E. 1995; Personal Care Product Council 2016).

2.5. Extraits végétaux et reglement REACH

Entré en vigueur le 1% juin 2007, le réglement européen REACH (Registration,
Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals : enRegistrement, Evaluation et
Autorisation des substances Chimiques) a pour but d’améliorer la protection de la santé
humaine et de I'environnement en permettant de répertorier et de connaitre les dangers de
toutes les substances fabriquées ou importées au-dela d’'une tonne par an en Europe. REACH
prévoit également d’interdire ou de restreindre les substances les plus dangereuses. En
application de ce reglement, il incombe aux entreprises de recueillir des informations sur les
propriétés et les utilisations des substances qu'elles fabriquent ou importent dans des
quantités supérieures a une tonne par an sous forme d’un dossier d’enregistrement. Elles

doivent également évaluer les dangers et les risques potentiels liés a la substance.

Ces informations sont communiquées a I'ECHA (Agence Européenne des Produits
Chimiques) au moyen d'un dossier d'enregistrement contenant les informations en matiére
de danger et, s'il y a lieu, une évaluation des risques que I'utilisation de la substance peut

présenter ainsi que la facon de les maitriser.
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Les substances utilisées dans les produits cosmétiques ne sont pas exemptes

d’enregistrement.

Sous REACH, une substance est définie de la maniere suivante : « élément chimique
et ses composés a I'état naturel ou obtenus par un processus de fabrication, y compris tout
additif nécessaire pour en préserver la stabilité et toute impureté résultant du processus mis
en ceuvre, mais a l'exclusion de tout solvant qui peut étre séparé sans affecter la stabilité de
la substance ou modifier sa composition ». Un « mélange (ou une solution) est composé de

deux substances ou plus » (ECHA, 2016b).

Le réglement REACH décrit deux types de substances (ECHA, 2016a):

— Les substances bien définies : ce sont des substances de compositions qualitative et
quantitative définies. Elles englobent :

— les substances monoconstituants : substances définies par leur composition
quantitative dans laquelle un constituant principal est présent a plus de 80%,

— les substances multiconstituants : substances définies par leur composition
quantitative dans laquelle plus d’un constituant principal est présent entre 10 et
80%.

— Les substances UVCB (Unknown or Variable composition, Complex reaction products, or
Biological materials) : ce sont des substances de composition variable ou inconnue issues
de procédés complexes ou de matériels biologiques. Une substance UVCB est
difficilement définie par sa composition chimique seule. Elle doit étre identifiée par son
nom, son origine ainsi que son mode d’obtention ou processus de fabrication. Pour une
substance biologique, il faudra indiquer le nom scientifique de I'espece d’origine, et
préciser si c’est le cas la partie de I'organisme utilisée ainsi que le traitement appliqué

pour obtenir la substance finale.

Les extraits végétaux sont des substances complexes dont la composition varie selon
le genre, 'espéece, les conditions de croissance et de récolte de la plante ainsi que le procédé
utilisé pour son traitement. Pour les définir, 'EFEO (European Federation of Essential Oils) et
I'IFRA (International Fragrance Association) parlent de Substances Naturelles Complexes
(SNC). Les grands paramétres caractérisant une SNC sont les suivants : la source botanique,

le processus de fabrication et la composition chimique (EFEQ/IFRA, 2015). Il est compliqué



28

d’établir une similitude entre deux substances UVCB. Leur description précise est donc

primordiale.

Le reglement REACH prévoit des exemptions d’enregistrement pour certaines
catégories de substances a I'annexe V. Pour ce qui est des extraits végétaux, on s’intéressera
aux criteres listés au point 8 : pour pouvoir bénéficier de I'exemption, la substance doit étre
présente dans la nature, ne pas étre chimiquement modifiée, et ne pas étre dangereuse
(criteres de classification comme substances dangereuses conformément au réglement (CE)
n°® 1272/2008, ou substance persistante, bioaccumulable et toxique ou trés persistante et
trés bioaccumulable conformément aux criteres définis a I'annexe Xlll). Les extraits ne
répondant pas a ces trois critéres ne peuvent pas étre exemptés. Dans ce cas, le reglement
REACH exige de monter un dossier d’enregistrement, comme pour toutes les autres
substances dont le volume excede une tonne par an. La source et le mode de préparation
sont importants mais la composition est également prise en compte lors de

I'enregistrement. (Struessmann, 2008 ; BERPC, 2008)
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3. Notions d’évaluation de la sécurité d’un produit cosmétique

3.1. Procédure d’évaluation de la sécurité des ingrédients cosmétiques
selon les lignes directrices du SCCS

Le réglement cosmétique n°® 1223/2009 donne les grandes lignes a suivre sans pour
autant parler des mises en applications. Pour cela, il existe un guide du SCCS : les notes of

guidance, 9°™ révision (SCCS, 2015).

L'évaluation de la sécurité des produits cosmétiques est une discipline plutét récente,
qui a évolué depuis la seconde moitié du 20eéme siecle. Jusque dans les années 60, il était
largement reconnu que les produits cosmétiques restaient en surface du corps humain. Les
effets locaux ont donc été les premiers a étre évalués (tolérance locale, oculaire,
sensibilisation, toxicité photo-induite). Cependant, depuis quelques décennies, il est admis
gue les substances appliquées sur la peau pouvaient la traverser et provoquer une
exposition systémique. Des tests ont donc été mis au point pour évaluer la pénétration
cutanée ainsi que la toxicité systémique des substances. Les modeles animaux ont été
massivement utilisés afin de parvenir a élaborer le profil toxicologique des substances. Les
expérimentations animales étant totalement prohibées depuis 2013 en Europe, les
méthodes alternatives (in vitro, in silico) sont actuellement en plein essor et sont désormais
utilisées en toxicologie cosmétique dés lors qu’elles sont disponibles et validées (Nohynek et

al., 2010).

Selon 'OCDE (Organisation de Coopération et de Développement Economiques),
I’évaluation du risque se définit comme le « processus permettant de calculer ou d’estimer
le risque pour un organisme, un systéme ou sous-population ciblés, incluant I'identification
d’incertitudes, faisant suite a I'exposition a un agent particulier, en tenant compte des
caractéristiques inhérentes a cet agent ainsi que les caractéristiques du systeme cible »

(OCDE, 2003).

L’évaluation du risque pour les produits cosmétiques se distingue d’autres produits pour

trois raisons (Adler et al., 2011) :

— L’absence d’autorisation de mise sur le marché implique que I’entiere responsabilité de

la sécurité des produits revienne a I'industriel (ou sa personne responsable).
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— Les tests sur les animaux étant interdits pour les produits cosmétiques, les nouvelles
données sur leur innocuité ne pourront étre générées qu’a partir de méthodes
alternatives.

— Elle prend le nom d’évaluation de la sécurité pour les produits cosmétiques étant donné

gu’un produit cosmétique est considéré a priori comme sir pour la santé humaine.

Que cela concerne les produits cosmétiques ou les autres produits chimiques
présents sur le marché, I’évaluation du risque des substances se déroule en trois étapes
principales : évaluation du danger (qui consiste en l'identification du danger et I'évaluation

de la relation dose-réponse), évaluation de I'exposition puis caractérisation du risque.

L’évaluation de la sécurité d’un produit fini cosmétique pour la santé humaine se fait
en établissant le profil toxicologique de chaque ingrédient, en caractérisant leur exposition
et en considérant les caractéristiques spécifiques des zones corporelles sur lesquelles le
produit est appliqué et de la population a laquelle il est destiné (article R. 5131-2 du CSP). La
sécurité d’utilisation d’un produit cosmétique est donc basée sur la connaissance des

dangers de chaque ingrédient entrant dans sa composition ainsi que sur son utilisation.

Identification du danger Evaluation de la dose-réponse
Identification des effets indésirables Relation entre le niveau d’exposition
de la substance et I'incidence et la sévérité des effets

Caractérisation du risque
Estimation (et quantification) de la probabilité
de l'incidence et de la sévérité des effets
indésirables sur une population humaine

Evaluation de |’exposition
Estimation de la concentration/dose
a laquelle les populations humaines

sont exnosées

Figure 1. Les trois étapes principales du processus d’évaluation du risque (Adler et al. 2011,
SCCS 2015)
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3.1.1. Evaluation du danger : Rédaction d’un profil toxicologique pour un ingrédient
cosmétique

3.1.1.1. Caractérisation du danger

Cette démarche correspond a la rédaction du profil toxicologique de l'ingrédient
selon I'annexe |, point 8 du reglement cosmétique. Elle permet de déterminer quelles sont
les propriétés toxicologiques intrinseques d’une substance, autrement dit si elle est
dangereuse ou non pour ’'Homme. Elle est basée sur les résultats de tests in vivo, in vitro, in
silico, d’études cliniques, épidémiologiques... Les propriétés physico-chimiques intrinseques

de la substance sont également prises en considération (SCCS, 2015).

Cette étape concerne donc l'aspect qualitatif du danger c’est-a-dire le type et la
nature des effets indésirables causés par une substance a un organisme. Un profil
toxicologique correspond a un ensemble d’endpoints, qui sont des résultats d’études
menées pour déterminer a quel point une substance est dangereuse. De nombreux
endpoints sont ainsi requis pour établir le profil toxicologique d’un ingrédient cosmétique :
toxicité aiglie, corrosion et irritation cutanée et oculaire, sensibilisation, toxicité a doses
répétées, reprotoxicité, carcinogénicité, génotoxicité, phototoxicité (en cas d’absorption UV)
et études de toxicocinétique. Toutes les informations toxicologiques sont rassemblées, triées
et analysées. Elles proviennent de sources variées: instances officielles, données
fournisseur, bases de données payantes, publications... Le but de cette recherche est

d’établir les seuils de toxicité ou un niveau d’utilisation sir pour I'ingrédient évalué.

En pratique, la recherche bibliographique s’effectue par le nom INCI correspondant
au nom officiel de I'ingrédient cosmétique et son numéro CAS ou EC. La base de données
Cosing permet de retrouver le nom INCI et le numéro CAS d’un ingrédient cosmétique, ainsi
gue ses potentielles fonctions, ses éventuelles restrictions et les opinions du SCCS le
concernant (Figure 2). Cosing est la premiére source consultée lors de I'évaluation d’un
ingrédient cosmétique. Il s’agit de I'inventaire Européen officiel des noms INCI (Commission

Européenne, 2012).
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Ingredient : PHENOXYETHANOL ™

INCI Name

Description

INN Name
Ph. Eur. Name
CAS =

EC =

Chemical/IUPAC
Name

PHENOXYETHANOL

phenoxyethanolum

122-99-6
204-589-7

2-Phenoxyethanol

Cosmetic Restriction |V/29
Other Restriction(s)

Functions

SCCS opinions

Identified
INGREDIENTS or
substances e.g.

e PRESERVATIVE

Figure 2. Description du phénoxyéthanol (nom INCI, numéro CAS, EC, restriction, fonction
etc.) par la base de données européenne Cosing (Commission Européenne, 2012)

Une recherche rapide pour se faire une idée des données disponibles sur I'ingrédient

a évaluer peut étre réalisée sur la base de données Cosmetics Info (Personal Care Products

Council 2016), qui est gérée par le Personal Care Products Council (figure 3 ci-dessous). Si

I'ingrédient a évaluer est disponible dans cette base, I'évaluateur pourra avoir des

informations sur son mode d’action, sa sécurité, son usage et sa réglementation.

PRODUCT CATEGORIES

INTRODUCTION

HAIR DYE AND HAIR COLORING

NAIL

ORALCARE

ONAL CLEANLINESS

safety Basic: Get the Facts About Us
FIND AN INGREDIENT Q O
Phenoxyethanol | swareTHis
Phenoxyethanol is an oily, slightly sticky liquid with a Fai e-like scent. It is used as a in a wide variety of cosmetic

and personal care p

e makeup, fragran shers, Foundations, lipstick, bath soaps and

detergents, etc. Research shows that this ingredient is safe when used in these products.

Scientific Facts:

Phenoxyethanol is usually synthesized for commercial use but it can also be found naturally in products such as green tea.

Figure 3. Recherche sur Cosmetics Info de l'ingrédient phénoxyéthanol (Personal Care

Products Council, 2016a)
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La recherche bibliographique s’effectue ensuite en consultant des moteurs de
recherches spécialisés, tels qu’eChemPortal (OCDE), ou TOXNET ChemlIDplus (Figure 4)
(ChemIDplus, 2017) qui permettent de faire un premier tri des bases de données existantes
contenant des informations sur la toxicité de I'ingrédient. Ensuite, la recherche s’effectue

directement dans les bases de données toxicologiques.

) t&a':;:?n':;dw-no TOX N ET Zﬂff ’?eromG'gnx

Hap FAQs TOXNET FaciShest  Training Manusl & Schedule

Search

Registry Numbe ¥ | starts with ¥ | 122-00

Start New Query | | Modify Query | | Search History ] Switch to Summary View |

wise - Advanced

Substance Name: Phenoxyethanol [NF] [](_|
RN: 122-99-6 =
UNII: HIE492ZZ3T on sl
InChiKey: QCDWFXQBSFUVSP-UHFFFAOYSA-N / I
Classification Codes Molecular Formula = Na .|
[ Anesthetics (D Central Nervous System Ce-H10-02 ‘ o
D Anti-Infective Agents Depressants -
[ Anti-Infective Agents, Local DMutation Data mlfgsmar T g'
DCentral Nervous System Agents  DSkin / Eye Irritant

3|
n Links %o Resources Names & Synonyms Registry Numbers Sructure Descriptors | Toxicty Physical Properses

Links to Resources > |
NLM Resources (File Locators) ;

S M PubChem 0 PubMed Toxicology
MDART D PubMed M RTECS
0 DrugPortal [ PubMed AIDS (0 TOXLINE
@MDSLD 0 PubMed (¢
Memic D PubMed Centra
Regulatory Agencies (Superlist Locators)
mces MHPV MTSCAINV
mosL MINER MwWHMI
Other Resources (Internet Locators)
MCAMEO MEINECS @M NTP DBS
@mcTo MEerPA OSHA Chem

(0 SRC DATALOG

0 USA.gov

MECHA EPA CompTox
M eChemPorta (DEPA Envirofacts

Search for this InChlKey on the Web

Figure 4. Présentation des bases de données contenant des informations sur la toxicité du
Phénoxyéthanol, son poids moléculaire et sa structure, a partir du moteur de recherche
TOXNET ChemIDplus (ChemIDplus, 2017)

Les autres bases de données peuvent étre spécifiques au domaine cosmétique, mais
peuvent également étre des bases de données en alimentaire, et peuvent contenir des

informations généralistes ou spécifiques sur la toxicité de I'ingrédient (Tableau 2).
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Tableau 2. Liste non exhaustive des principales bases de données utilisées pour la
recherche bibliographique visant a établir un profil toxicologique

Bases de données
Cosing
http://ec.europa.eu/growth/tools-
databases/cosing/index.cfm?fuseaction=app.
welcome

Types de rapport
Inventaire Européen officiel des noms INCI

Cosmetics info
http://www.cosmeticsinfo.or;

Regroupe des données de sécurité, d’utilisation... sur
I'ingrédient.

CIR (Cosmetic Ingredient Review), issu du
PCPC (Personal Care & Products council)
américain

http://www.cir-safety.or

Rapports d’évaluation d’ingrédients cosmétiques

ECHA (European Chemicals Agency)
http://echa.europa.eu/web/guest

Dossiers d’évaluation de substances chimiques. A noter
cependant que les données rendues publiques dans les
dossiers disséminés de 'ECHA ne peuvent étre utilisées
gu’apreés accord des industriels et achat d’une part de ces
données.

EFSA (European Food Safety Authority)
http://www.efsa.europa.eu/

Opinions sur des substances utilisées en alimentaire

EMA (European Medicines Agency)

http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?c
url=pages/medicines/landing/herbal search.j

sp

Monographies de substances utilisées en pharmaceutique

HERA (Human and Environmental Risk
Assessment)
http://www.heraproject.com/disclaimer.cfm

Rapports d’évaluation de substances utilisées en tant que
surfactants (détergents, tensioactifs)

IARC (International Agency for Research on
Cancer)
http://monographs.iarc.fr/

Monographies de substances a potentiel carcinogéne. Base
de données qui permet d'accéder au classement des

,,,,,

Centre International de Recherche contre le Cancer.

IFRA (International Fragrance Association)
http://www.ifraorg.org/

Association représentant les industriels du parfum et leurs
associations nationales et régionales. Nombreuses
monographies (accés libre pour certaines)

JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives)
http://www.inchem.or

Monographies de substances utilisées en alimentaire

NICNAS (National Industrial Chemicals
Notification and Assessment Scheme)
https://www.nicnas.gov.au/chemical-
information/cosmetics

Rapports d’évaluation du département santé du
gouvernement australien

TERA (Toxicology Excellence for Risk
Assessment)
http://www.tera.org/index.html

Portail qui indique pour chaque substance référencée les
bases de données pour lesquelles des valeurs toxicologiques
de référence sont disponibles en fonction du type d'effet et
de la voie d'exposition.

US FDA CFR 21 (U.S. Food and Drug
Administration Code of Federal Regulations
Title 21)
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh

/cfdocs/cfcfr/cfrsearch.cfm

Classification de substances utilisées en alimentaire

Les données résumées dans le profil toxicologique sont issues d’études avec un degré

de fiabilité et de pertinence variable.
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Les lignes directrices établies par I'OCDE (I'Organisation de Coopération et
Développement Economique) permettent de juger de la qualité d’'une étude toxicologique.
En effet, ces lignes directrices reconnues internationalement décrivent en détail la
méthodologie a adopter pour la réalisation de ces études. Les études doivent également
suivre les BPL (Bonnes Pratiques de Laboratoire). La méthodologie des études toxicologiques

peut cependant varier de ces lignes directrices, ce qui peut influer sur leur qualité.

Afin de juger de la fiabilité d’'une étude, Klimisch et ses collaborateurs ont en 1997
établi un systéeme de cotation, le score Klimisch. Ainsi, suivant les variations de
méthodologie, le score d’'une étude peut varier en fonction de sa robustesse. La cotation des
études s’effectue sur quatre niveaux, et s’appuie sur la méthodologie utilisée ainsi que sur la
description des résultats obtenus (Tableau 3) (Klimisch, Andreae and Tillmann, 1997). C’'est a
I’évaluateur du risque de juger du score Klimisch de I'étude.

Tableau 3. Présentation de la cotation Klimisch, basée sur la fiabilité et la pertinence d'une
étude (Klimisch, Andreae and Tillmann, 1997)

Klimisch 1: la: Etude BPL (bonnes pratiques de laboratoire) et suivant les lignes
Fiable sans directrices OCDE
restrictions. 1b : Comparable aux lignes directrices OCDE

1c : Méthodes nationales standards (AFNOR/DIN)
1d : Standards scientifiques et détails suffisants

Klimisch 2 : 2a : Lignes directrices OCDE sans documentation détaillée
Fiable avec 2b : Lignes directrices OCDE avec des restrictions acceptables
restrictions. 2c: Comparable aux lignes directrices OCDE avec des restrictions

acceptables
2d : Méthodes nationales standards avec des restrictions acceptables
2e : Standards scientifiques bien justifiés et acceptables pour I'évaluation

Klimisch 3 : 3a : Documentation insuffisante pour I’évaluation
Non fiable. 3b : Biais méthodologiques significatifs

3c : Protocole du test peu acceptable
Klimisch 4 : 43 : Résumé

Non évaluable. 4b: Littérature scientifique secondaire
4c : Référence pas encore disponible
4d : Référence dans une langue étrangere
4e : Documentation insuffisante pour I'évaluation

Dans le cas d’un score Klimisch faible, il est possible de faire une approche de Weight
of Evidence ou « charge de la preuve » sur le critére toxicologique concerné. En prenant par

exemple le cas de l'irritation cutanée, si plusieurs études avec un score Klimisch de 3 ou 4
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présentent des résultats similaires, alors le score peut évoluer, et le résultat gagne en

fiabilité.

3.1.1.2. Evaluation de la relation dose réponse

Cette étape permet d’évaluer la relation entre I'exposition et la réponse obtenue

(aspect quantitatif du danger). Elle permet de caractériser :

Le potentiel irritant de I'ingrédient (issu de données cliniques, in vitro, in vivo) et de

définir le pourcentage d’utilisation associé avec un risque acceptable.
Le potentiel sensibilisant de I'ingrédient.

L'absence de potentiel génotoxique (via les études de mutagénicité, de clastogénicité
(fracture de I'ADN) et d’aneugénicité (perturbation de la mise en place du fuseau

mitotique)).

La toxicité systémique de I'ingrédient via la détermination d’une dose sans effets (ou
plus petite dose sans effets). S’il s’agit d’'un effet avec seuil, en général la NOAEL (No
Observed Adverse Effects Level: dose la plus haute sans effets toxiques observés
expérimentalement) est déterminée. Elle est exprimée en mg/kg mc (masse
corporelle)/j. Elle peut étre issue de plusieurs types d’études différents: étude de
toxicité subaiglie, étude de toxicité subchronique, étude de toxicité chronique, étude de
carcinogénicité, étude de reprotoxicité et étude de tératogénicité. Il est possible
gu’aucune NOAEL ne puisse étre déduite a la suite d’'une étude de toxicité. L'évaluation
se base alors sur une NOEL (No Observed Effects Level), dose la plus haute sans aucun
effet ou sur la LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level), plus petite dose entrainant
un effet toxique. Des facteurs de sécurité sont utilisés en fonction du type de NOAEL, ou
dans le cas de I'utilisation d’une LOAEL. Ils sont choisis au cas par cas par I'évaluateur, en
fonction de la fiabilité de I’étude, de la durée de I'exposition a la substance, ou du type
de valeur toxicologique et peuvent varier de 0 a 10. Ces scores permettent d’étre le plus

conservateur possible et de protéger au maximum le consommateur.

3.1.2. Evaluation de I’exposition

Il s’agit de déterminer la quantité de substance et la fréquence d’exposition a la

substance. Plusieurs voies d’entrée sont considérées : la voie topique, la voie orale (pour les
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produits soins des levres), ou voie respiratoire. Les expositions topique et orale sont
additionnées (pour les produits destinés au visage et aux soins des lévres). Quant a
I'exposition respiratoire, elle est évaluée indépendamment lorsque cela est pertinent. Les
données suivantes sont utilisées pour déterminer I’exposition a un ingrédient d’un produit
cosmétique : le type de produit, le mode d’application, le site d’application, la concentration,
la fréquence, la quantité appliquée, la composition chimique, la stabilité, la population ciblée
(exemple de groupes a risque : enfants, nouveau-nés, femmes enceintes, peaux sensibles et

atopiques...) ainsi que les données d’absorption cutanée (Pauwels and Rogiers, 2004).

L’absorption cutanée est une information nécessaire au calcul de la SED (Systemic
Exposure Dosage = Dose d’Exposition Systémique), qui correspond a la dose retrouvée au
niveau systémique par la masse corporelle en kg et par jour (SCCS, 2015). L’absorption
cutanée peut étre évaluée par des tests expérimentaux, selon la ligne directrice de I’OCDE
n°428. L’absorption cutanée peut également étre estimée en utilisant les parametres
suivants : masse moléculaire, coefficient de partage (log P), solubilité dans I'eau. Si on ne
dispose pas de données concernant |'absorption cutanée, on la définit a 50% par défaut
(SCCS, 2015). On considerera au contraire que l'absorption est négligeable si la masse
moléculaire des molécules de l'ingrédient est supérieure a 1 000 Da. S’il existe des
informations prouvant une tres faible biodisponibilité, la valeur par défaut descend a 10%.
Les produits cosmétiques étant généralement appliqués par voie cutanée, le SED va

principalement dépendre de I'absorption cutanée.

La SED dépend de trois parametres (SCCS, 2015) : L'absorption cutanée (DAp =
dermal Absorption) en %, la concentration finale de la substance dans le produit cosmétique
en % (C), et I'exposition quotidienne (A) au produit cosmétique par kg de masse corporelle,
basée sur la quantité appliquée et la fréquence d’application du produit cosmétique, en
mg/kg mc/j. Cette SED est exprimée en mg/kg mc/day, et est utilisée pour le calcul de la MoS

(Margin of Safety).
SED = A (mg/kg mc/day) x C (%)/100 x DAp (%)/100

L'utilisation de cette formule implique de connaitre le parametre A, c’est-a-dire
I'exposition quotidienne au produit cosmétique par kg de masse corporelle. Cette
information est fournie dans les Notes of Guidance du SCCS dont le tableau 4 est repris ci-

dessous. Le facteur de rétention a été introduit par le SCCNFP (scientific committee on
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cosmetic products and non-food products intended for consumers, ancien SCCS) dans le but
de prendre en compte le ringage et la dilution du produit fini du fait d’une application sur
peau ou cheveux mouillés. Tous les produits cosmétiques ne sont bien sir pas concernés par
ce tableau. Pour les autres produits finis, il est du ressort du l'industriel et de I’évaluateur de
la sécurité de faire une évaluation au cas par cas du niveau d’exposition quotidien et/ou de

la fréquence d’application (SCCS, 2015).

Concernant I'exposition par voie respiratoire : I’exposition systémique liée a cette
voie ne peut se produire que si le produit contient plus de 1% de particules sous forme
aérosol de taille inférieure a 10 um. L’exposition respiratoire peut induire des effets locaux
ou systémiques dépendant de la nature de l'ingrédient. Les substances induisant des effets
locaux sont par exemple des composés gras, des polymeéres, des silicones et des particules

inertes (SCCS, 2015).
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Tableau 4. Tableau issu des Notes of Guidance du SCCS (SCCS, 2015) : Estimation des
niveaux d’exposition quotidiens pour différents types de produits cosmétiques selon les
données de Cosmetics Europe (association d’industriels de la cosmétique européenne)

Type de produit

Bain/douche

Gel douche

Savon pour les mains
Soin cheveux
Shampooing
Apres-shampooing
Soins pour cheveux

Colorations semi-
permanentes (et lotions)

Colorations
oxydantes/permanentes

Soins pour la peau
Lotion corporelle
Créme pour le visage
Créme pour les mains
Maquillage

Fond de teint
Démaquillant
Ombre a paupiere
Mascara

Eye liner

Sticks a levre
Déodorants
Non-spray

Spray aérosol (a base
d’éthanol)

Spray

Estimation

de

la quantité

appliquée
jour

18,67g

20,008

10,468
3,928
4,00g

35 ml (par
application)

100 ml (par
application)

7,828
1,54g

2,168

0,51g
5,00g
0,02¢g
0,025g
0,005g

0,057g

1,508

1,43¢g

0,69g

/

Quantité
relative
appliquée (en
mg/kg mc/j)

279,20

150,49

57,40

123,20
24,14

32,70

7,90

0,90

22,08

20,63

10,00

Facteur de
rétention

0,01

0,01

0,01

0,01

0,1

0,1

0,1

1,0

1,0

1,0

1,0

0,1

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

Calcul de
I’exposition
journaliere (g/j)

0,19

0,20

0,11
0,04

0,40

Pas calculé

Pas calculé

7,82
1,54

2,16

0,51
0,50
0,02
0,025
0,005

0,057

1,50

1,43

0,69

Calcul de
I’exposition
journaliere relative
(mg/kg mc/j)

2,79

3,33

1,51
0,60

5,74

123,20
24,14

32,70

7,90
8,33
0,33
0,42
0,08

0,90

22,08

20,63

10,00
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3.1.3. Caractérisation du risque

La caractérisation du risque est I'étape finale. Elle consiste a calculer la MoS (Margin
of Safety) correspondant au ratio entre la NOAEL et SED (Systemic Exposure Dose) qui ont

été déterminés au cours des étapes précédentes (OCDE, 2003).
MoS = NOAEL /SED

Une MoS supérieure ou égale a 100 est considérée comme dépourvue de risques
pour le consommateur et donc acceptable. Cette valeur sert a pallier aux variabilités inter- et
intra-espéce (voir figure 5). Un premier facteur de sécurité de 10 tient compte des
variabilités inter-especes (de I'animal a I'Homme). Un second de 10 tient compte des
variabilités intra-espéeces, et permet donc de considérer les personnes les plus sensibles dans
la population humaine. En plus de ces deux facteurs de sécurité, il est possible d’ajouter
d’autres facteurs selon le type d’étude a I'origine de la NOAEL. Une NOAEL issue d’une étude
de toxicité a doses répétées durant 90 jours est préférentiellement choisie. Dans le cas de
I'utilisation d’'une LOAEL, un facteur de 3 est généralement utilisé (fonction de I'effet
observé). Dans le cas d’une NOAEL issue d’une étude a doses répétées sur 28 jours, un
facteur de 3 est également utilisé. Ainsi, dans le cas de l'utilisation d’une LOAEL, ou d’une
NOAEL 28 jours, la MoS doit étre au minimum égale a 300 (10 (inter-espéces) x 10 (intra-

especes) x 3 (durée d’exposition)).

A
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Figure 5. Représentation schématique de I'extrapolation de I'animal a 'Homme (SCCS,
2015)

Concernant I’évaluation du risque du produit fini, en paralléle du calcul de la SED sont
réalisés des tests cliniques de tolérance locale. Apres la réalisation d’un test vitro en

prérequis, les tests cliniques suivants sont réalisés au cas par cas :

— Patch test: application de la substance pendant 48h sous pansement occlusif ou

semi-occlusif.



41

— Test de compatibilité : utilisation de la substance par les volontaires selon les
conditions normales d’emploi pendant 5 jours.

— Test d’'usage : utilisation de la substance par les volontaires selon les conditions
normales d’emploi pendant 30 jours.

— HRIPT (Human Repeat Insult Patch Test) : ce test est réalisé indépendamment, pour
déterminer si le produit est un sensibilisant pour I'Homme. Il s’agit d’appliquer un
patch contenant le produit cosmétique sur la peau des volontaires pendant 24h.
Apreés une pause de 24h, un patch est de nouveau appliqué au méme endroit. Ce
protocole est répété pendant 3 semaines. Aprés une pause de 2 semaines sans
application vient la phase de challenge qui consiste a appliquer un nouveau patch
contenant la substance a un autre endroit et a observer les éventuelles réactions

synonymes d’une sensibilisation au produit (Politano and Api, 2008).

3.2. Meéthodes alternatives en toxicologie cosmétique
3.2.1. Contexte

Chaque année, des millions d'animaux dans le monde sont utilisés pour la recherche
ou le développement de nouveaux produits chimiques/médicaux. Ce nombre n'a cessé
d'augmenter avec les avancées médicales. L'éthique animale est un sujet qui intervient de
plus en plus dans les débats, avec des inquiétudes quant au bien-étre des animaux bien sar,

mais également concernant leur fiabilité et leur applicabilité a 'Homme.

L'expérimentation animale ne pose pas qu'un probleme éthique, elle demande
également de la main d'ceuvre expérimentée, est onéreuse et chronophage. En outre, les
modeles animaux sont de plus en plus remis en question, comme n'étant pas optimaux pour

prédire les effets et la toxicité chez I’'Homme (Association Antidote., no date).

Le reglement cosmétique requiert I'arrét de I'expérimentation animale en Europe au
profit de méthodes dites alternatives validées. Depuis septembre 2004, I'expérimentation
animale est interdite sur les produits finis. Elle est interdite sur les ingrédients des produits
cosmétiques depuis mars 2009. Si elle reste autorisée pour certains effets spécifiques pour
lesquels aucune méthode alternative n’existe comme la toxicité a dose répétée, la
reprotoxicité et la toxicocinétique, I'interdiction est totale, méme pour ces effets spécifiques

depuis mars 2013.
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Longtemps, les animaux ont été utilisés en science sans que le probleme de leur bien-
étre ou de leur souffrance ne se pose. Il faut attendre le 17°™ siécle pour que les premiers
biologistes s’en inquietent et s’objectent moralement a la cruauté : il s’agit de Robert Boyle,
Robert Hooke et Richard Lower (Guerrini, 1989). Le concept de remplacement des animaux
dans I'expérimentation animale a été discuté pour la premiere fois en 1957 par Charles
Hume et William Russell a la fédération des universités pour le bien-étre animal (Universities
Federation for Animal Welfaires : UFAW) (Balls, 1994). Russell et Burch (1959) proposent des
moyens pour rendre |'expérimentation animale moins cruelle, qui prendront le nom plus
tard des 3Rs ("Reduce Refine Replace" : réduire, affiner, remplacer). Cette approche incite a
utiliser le minimum d'animaux, a revoir les protocoles pour diminuer la souffrance et le
stress et si possible, a remplacer I'expérimentation animale par des méthodes alternatives
(Ranganatha and Kuppast, 2012). Par ailleurs certaines réglementations (REACH notamment)
préonent le partage des données pour limiter la répétition des tests (Doke and Dhawale,
2015). Suivant son objectif ultime de mettre un terme a I'expérimentation animale, en la
remplagant par des méthodes de substitution, I’'Union Européenne adopte en octobre 2010
la directive 2010/63/UE sur I'expérimentation animale : elle veille a établir un équilibre entre
I'amélioration du bien-étre animal et la contribution a la recherche contre les maladies. Les
Etats membres disposent d'un délai de deux ans (délai de transposition de la directive : 10
novembre 2012) pour se conformer aux nouvelles dispositions visant a faire baisser, pour
des raisons éthiques, le nombre d'animaux utilisés a des fins d'expérimentation scientifique,
sans entraver la recherche en évaluant les conséquences (Parlement Européen, 2010). De

nombreuses méthodes alternatives ont vu le jour pour remplacer certaines de ces

procédures éthiquement problématiques.

Certaines reglementations sont en contradiction avec d’autres : les tests imposés
pour déterminer la toxicité d’'une substance chimique ne sont pas les mémes selon que cette
substance soit un cosmétique, un pesticide, une substance chimique industrielle ou un
médicament. Un produit cosmétique ne doit en aucun cas avoir été testé sur des animaux
pour pouvoir étre mis sur le marché européen tandis qu’'un médicament requiert des tests
sur au moins deux especes animales. Le reglement REACH quant a lui limite seulement les

tests sur les animaux. Ainsi, une substance ayant été testée pour répondre aux exigences du
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reglement REACH sur des animaux sera interdite d’utilisation en cosmétique (sauf si un autre

usage que celui en cosmétique est prouvé).

3.2.2. Lesinstances impliquées dans la validation des méthodes alternatives

Les méthodes alternatives sont d’ores et déja utilisées en cosmétologie : des tests
pour évaluer l'irritation, la corrosion, la sensibilisation et la phototoxicité ont été validés par
I'ECVAM (Centre européen pour la validation des méthodes alternatives). Cependant, des
doutes ont été émis par le Comité Scientifique de I'Union Européenne quant a la possibilité
de remplacer toutes les expérimentations animales par une méthode alternative
convenable, garantissant un haut niveau de sécurité pour le consommateur. C'est
notamment le cas pour la toxicité a dose répétée, la reprotoxicité, la cancérogénicité et les

tests de toxicocinétique (Quantin et al., 2015).

Le Laboratoire de Référence de I’'Union Européenne pour les méthodes alternatives a
I'expérimentation animale (ou European Union Reference Laboratory for alternative animal
testing : EURL-ECVAM) a été mis en place en 2011 suite a I'augmentation du besoin de
nouvelles méthodes. Ce laboratoire a une longue expérience dans la validation de méthodes
qui réduisent, affinent ou remplacent I'utilisation d’animaux pour I'évaluation de sécurité
des produits chimiques. Son réle est de coordonner la validation de ces méthodes, de les

promouvoir et de les diffuser (FRANCOPA, 2009).

Ces méthodes alternatives in vitro sont longues a mettre en place, plusieurs sont
toujours en phase de recherche ou en phase de validation. La mise en place d’'une méthode
alternative validée suit le schéma suivant : optimisation en recherche et développement,
puis une pré-validation, une validation par I'ECVAM, un examen par des experts, et enfin une
reconnaissance réglementaire par I'OCDE (les lignes directrices de 'OCDE recensent les tests
reconnus a l'échelle internationale). Les protocoles de ces tests sont ainsi définis trés

précisément et appliqués de maniere reproductible partout dans le monde.

L'ICATM (International Cooperation on Alternative Test Methods) est |'organisme
international, qui a été établi par un accord entre 'ECVAM, I'IlCCVAM (instance américaine),
le JaCVAM (instance japonaise) et Health Canada (instance canadienne). Son role est
d’établir une coopération internationale quant a la validation et I’harmonisation des

méthodes alternatives dans le monde.
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3.2.3. Typologie des méthodes alternatives a I’expérimentation in vivo

Les méthodes alternatives a I'expérimentation animale sont variées : il existe des
modeles in silico, c'est-a-dire via des modéles informatiques, des modeles in vitro utilisant
des cellules ou des tissus obtenus via des cultures cellulaires, ainsi que des méthodes

utilisant des organismes alternatifs.

3.2.3.1. Les modéles in silico

L'informatique peut aider a comprendre les principes variés et basiques de la
biologie. Les simulations in silico sont utilisées pour prédire les effets biologiques et toxiques
possibles sans l'utilisation d'animaux. Ces modeles permettent également de réaliser un
screening des molécules avant de les tester avec des expériences in vivo ou in vitro plus

complexes et coliteuses.

i Les outils permettant d’établir une relation structure-activité (FRANCOPA, 2009)

Ces outils prédisent I'activité biologique d'une molécule en fonction de sa structure.
lls se basent sur le principe selon lequel des structures similaires induisent des effets
adverses similaires. Les caractéristiques physico-chimiques (par exemple I'acidité, la
réactivité, I'affinité pour d’autres molécules) permettent de prédire |'activité toxicologique
d’une substance par comparaison avec celle d’une molécule similaire. Il y a trois niveaux de
complexité : le read-across, le SAR (Structure-Activity Relationship : relation structure
activité) et le QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship : relation quantitative

structure activité).

Le read across (Teixeira do Amaral et al., 2014), ou méthodes des catégories et des
références croisées permet une approche structure-toxicité ad hoc: cette méthodologie
prédictive se base sur I'utilisation d’informations toxicologiques relatives a une (ou plusieurs)
substance(s) afin de prédire la toxicité pour une autre substance qui est considérée comme
un analogue structurel (ECHA, 2015). C’est la méthode la plus facile a appliquer car elle ne
nécessite pas de modélisation mathématique, c’est un outil facilement utilisé par les
toxicologues au jour le jour. Il est évident que la fiabilité des données expérimentales des

substances similaires est primordiale.

Les SARs sont basés sur l'identification d’alertes structurelles (par exemple : les cycles

de la structure des oestrogénes), permettant par exemple de prédire les interactions avec un
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récepteur biologique. Un modele SAR ne prend pas en compte I'effet modulateur que les

parties restantes de la structure moléculaire ont sur la toxicité.

Les QSARs sont des modeles mathématiques de la relation entre les propriétés
physicochimiques d'une molécule et son activité biologique. lls permettent de lier la
structure moléculaire a une activité ou propriété biologique via des modeles statistiques
complexes. Le QSAR est caractérisé par un domaine d’application défini: le domaine
d’application est représenté par les propriétés physico-chimiques, structurelles et
biologiques par rapport auxquelles le modele a été développé : seules les prédictions
obtenues pour des substances chimiques qui se conforment a ces critéeres peuvent étre
considérées comme étant valides. L'avantage de ces modeles informatiques est la rapidité et
un colt moindre. lls permettent de réaliser un screening d’'un nombre conséquent de
molécules. Il faut toutefois se méfier de ces modeles et de leur domaine d’applicabilité : la
difficulté est de savoir comment définir la similarité de maniere a obtenir des prédictions

fiables (Doke and Dhawale, 2015).

ii. L’approche du TTC (Toxicological Threshold of Concern ou Seuil de Préoccupation

Toxicologigue)

Le TTC est une méthode utilisée dans le domaine de 'alimentaire, établie en 1978
(Cramer, Ford and Hall, 1976), développée en 1996 (Munro et al., 1996) puis approfondie en
2004 (Kroes et al., 2004). Cette approche est basée sur la classification de Cramer, composée
elle-méme de trois niveaux : Classe de Cramer | ; Classe de Cramer Il ; Classe de Cramer lll. Le
principe du TTC repose sur I’hypothese que toute substance possede un seuil d’exposition
sous lequel celle-ci n’entraine pas de risque pour 'Homme au niveau systémique. Cette
méthode ne se base donc pas sur la caractérisation du danger de la substance, mais sur
I’évaluation du risque en utilisant un arbre décisionnel basé sur la structure de la molécule
(Kroes et al., 2004). L’arbre décisionnel de Cramer est composé de 33 questions permettant
de classer une substance (Cramer, Ford and Hall, 1976). Sur la base de cet arbre, Munro et
al. (1996), ont ainsi pu créer une base de données de plus de 400 substances, classées sur la
base des trois niveaux de Cramer. En 2004, Kroes et son équipe ont mis au point un arbre
décisionnel pour des composés a faible poids moléculaire en se basant sur leur structure
chimique (voir annexe 1 : arbre décisionnel, issu de la publication de Kroes et al.). Ce concept

ne peut étre utilisé que si le constituant n’appartient pas a certaines classes de molécules
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préoccupantes pour la santé humaine (aflatoxines, dioxines, dibenzo-dioxines
polyhalogénées, dibenzofuranes, biphényles, composés azotés, stéroides, protéines et

métaux, constituants génotoxiques).

Cette approche se fait donc sur des substances ayant une structure déterminée. Le
logiciel ToxTree (Patlewicz et al., 2008) permet d’estimer, grace aux SMILES (Simplified
Molecular Input Line Entry Specification : langage symbolique de description de la structure
des molécules chimiques), a quelle classe de Cramer une substance appartient, via cet
ensemble de questions sur la substance. Cet outil classe, sur la base de la structure
chimique, les substances en 3 classes de Cramer (Cramer, Ford and Hall, 1976) avec des

seuils de toxicité assignés par (Munro et al., 1996) et (Kroes et al., 2007) :

- Classe de Cramer I (toxicité faible) : Il s’agit de substances a structure simple, pouvant

subir une métabolisation. Seuil : 1800 pg/personne/j = 30 pug/kg mc/j

- Classe de Cramer Il (toxicité intermédiaire) : Concerne les substances a structure plus

complexe. Seuil : 540 pg/personne/j = 9 ug/kg mc/j.

- Classe de Cramer Il (toxicité importante): Concerne les substances a structure
complexe et présentant des groupements potentiellement réactifs et pouvant entrainer

une certaine toxicité. Seuil : 180 pg/personne/j = 3 ug/kg mc/j.

Cette approche TTC a ensuite été étendue au domaine cosmétique, et sert a présent
a I'évaluation d’ingrédients cosmétiques (Kroes et al., 2007). Le TTC est un outil prometteur
pour évaluer la sécurité des substances présentes a |'état de traces et des ingrédients
mineurs des substances dérivées de plantes. Les extraits végétaux représentent en effet un
cas particulier du domaine cosmétique. Ce sont des substances UVCB, sans structure
chimique définie et sont généralement composés de plusieurs substances chimiques, de
différents groupes moléculaires. Le principe pour les extraits végétaux est donc de se
focaliser sur les substances chimiques qui les composent, et d’établir leurs profils
toxicologiques avec I'approche TTC (Antignac et al., 2011). Il arrive que la composition de
I’extrait ne soit pas ou partiellement connue. Dans ce cas, un classement par défaut dans la
classe de Cramer Ill est possible, afin de surestimer le risque, a défaut de données
toxicologiques. Le seuil de la classe de Cramer IIl étant de 3 pg/kg pc/j, il convient de dire

que la NOAEL de la substance concernée est de 0,3 mg/kg pc/j.
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iii. Weight of evidence ou élements de preuve

Cette démarche correspond a la combinaison d’informations provenant de sources
différentes et indépendantes afin de fournir la preuve qui permettra de répondre a
I'exigence d’information. Elle peut étre utilisée dans le cas ou des données sur un élément
de preuve unique, prises de facon isolée ne permettent pas de répondre a une exigence
d’information. Cette approche requiert un jugement scientifique. Il est donc nécessaire de
fournir une documentation fiable et adéquate. Plus il y aura d’informations fournies, plus le
weight of evidence aura de poids. Pour chaque élément de preuve unique entrant en jeu
dans le weight of evidence, il faudra tenir compte de facteurs comme la qualité des données,
la cohérence des résultats, la pertinence des informations ainsi que la nature et la gravité
des effets. Il s’agit donc de rassembler I'ensemble des informations issues de sources
variées : la littérature, les données QSAR, les données issues d’études existantes, les
données in vitro, les données épidémiologiques. Il faut ensuite que I'expert combine les
preuves et conclue quant a la propriété de la substance étudiée, en fournissant une

justification scientifique (Balls et al., 2006)

iv. Les modeéles PBPK (Physiologically Based Pharmaco-Kinetic)

lIs intégrent des paramétres biochimiques (parametres du métabolisme, coefficients
de partage) et physiologiques (volumes d’organes, flux sanguins) pour décrire les
phénomenes suivants : absorption, distribution, métabolisme et élimination des substances

chimiques (FRANCOPA, 2009).

3.2.3.2. Les cultures de cellules et de tissus

Ce sont les méthodes dites in vitro (Doke and Dhawale, 2015). Il s'agit de faire se
développer dans un milieu de culture des cellules, des tissus ou organes humains particuliers
pour étudier leur réponse in vitro a la substance testée. La rapidité et le coGt moindre de ces
méthodes sont leurs principaux avantages. Ces méthodes sont utilisées en routine pour
réaliser un screening préliminaire des substances pour vérifier leur toxicité et leur efficacité.
De nos jours, tous les types cellulaires humains sont cultivables, en trois dimensions, voire

sous forme d’organes.

Les cellules en culture sont utilisées par exemple (dans le cas d’une peau humaine

reconstituée) pour déterminer la toxicité cutanée d’un produit ou également pour tester la
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cytotoxicité d’une substance : il s’agit de la mesure de la dose a laquelle une substance tue
un lot de cellules. C’est un bon indicateur pour déterminer la toxicité aiglie. On peut
également avoir recours a des marqueurs (fluorescents, montrant l'activité électrique des
membranes cellulaires) ou a la méthode des génes reporteurs ou toxicogénomique (il s’agit

de génes dont les variations d’expression révélent une activité particuliere dans la cellule).

Il existe une approche qui permet d’avoir une connaissance précise du mode d’action
de la substance : il s’agit des AOP (Adverse Outcome Pathways). Les systemes de marqueurs
et de toxicogénomique peuvent étre utilisés a cette fin. L'AOP se base sur le principe qu’une
substance toxique, apres avoir atteint et interagi avec une cible biologique, va déclencher
une cascade d’évenements qui peuvent mener a un état néfaste. L’hypothese générale de
I'approche AOP est qu’un ensemble d’évenements clés mesurables suffit a décrire les voies
biologiques et a prédire des effets néfastes a différents niveaux (cellule, tissu/organe,
organisme, population). Ce concept permet la mise en évidence de phénoménes complexes
a partir d’une série d’éléments clés. En effet, un AOP décrit une séquence d’évenements clés
déclenchés par une substance. Tout AOP commence avec un évenement moléculaire
initiateur qui initie une cascade de réactions (au niveau cellulaire, de I'organe ou de

I'organisme) générant I'effet indésirable (voir exemple en 3.2.4.5).

3.2.3.3. Les organismes in vivo alternatifs

Les problématiques éthiques ont amené a des restrictions quant a l'usage de
vertébrés pour I'expérimentation. D’autres especes vivantes ont alors été utilisées : comme
les vertébrés inférieurs (intéressants car ils possedent des points communs avec les
vertébrés supérieurs, tout en soulevant moins de problemes éthiques, exemple du poisson
Zébre (Danio rerio)). Les invertébrés sont également utilisés comme alternative a
I'expérimentation sur les vertébrés supérieurs. lls sont largement utilisés pour étudier de
nombreux phénoménes (comme le vieillissement cutané, la cicatrisation...). lls ont
I'inconvénient de présenter moins de similarités avec les vertébrés. En revanche, leur cycle
de vie court, leur petite taille, leur anatomie simple leur procurent un avantage : un grand
nombre d'invertébrés peuvent étre utilisés dans une méme expérience, avec des résultats
rapidement obtenus. Ces méthodes sont également peu colteuses (exemples de la mouche
(Drosophila melanogaster) ou du nématode (Caenohabditis elegans)). Enfin, les

microorganismes sont également une alternative a I'expérimentation animale. Par exemple,
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le plus populaire d’entre eux: Saccharomyces cerevisiae. Ce microorganisme a une
croissance rapide, est facile a répliquer et possede un systeme génétique bien défini. Les
bactéries sont également utilisées, surtout pour les tests de mutagénése ou de génotoxicité

(Doke and Dhawale, 2015).

3.2.3.4. Les études ex vivo

Ce sont des méthodes qui se font sur des tissus d’animaux provenant d’abattoirs, de
laboratoires ou sur des tissus humains (les déchets chirurgicaux par exemple). Les explants
de peau humaine permettent par exemple de tester I'absorption cutanée des substances.
L'irritation oculaire peut étre évaluée grace aux yeux de beeufs ou de poulets récupérés des

abattoirs (OCDE 437 et 438).

3.2.4. Méthodes existantes et validées (ou en cours de validation)
Le tableau ci-dessous liste les méthodes in vivo, ex vivo et in vitro existantes et
validées par I'OCDE pour les différents endpoints a tester pour la réalisation du profil

toxicologique d’un ingrédient cosmétique.
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Tableau 5. Les méthodes in vivo, ex vivo et in vitro existantes et validées (avec référentiel OCDE) en toxicologie.

Endpoint

Test in vivo et cliniques

Test in vitro et ex vivo

Toxicité aigue

Caractérise le potentiel toxique d’une
substance aprés une seule administration.
Permet d’évaluer la dose létale et de
connaitre les organes cibles. Obtention
d’'une LD50 (dose létale pour 50% des

animaux)

Orale : OCDE 420, OCDE 423, OCDE 425
Dermale : OCDE 402
Inhalation : OCDE 403, OCDE 436

Pas de référentiel OCDE, mais un guide documentant I'usage de
tests in vitro de cytotoxicité pour estimer les doses de départ
pour les tests in vivo.

Irritation/Corrosion
Permet de classer une
substance selon son
degré de corrosion ou
d’irritation. En fonction
des résultats de ce test,
une substance peut étre
interdite ou limitée
dans les produits
cosmétiques.

Irritation
cutanée
(lésions
réversibles)

Corrosion
cutanée
(lésions
irréversibles)

In vivo : OCDE 404

Clinique : single patch test, test de
compatibilité, test d’usage, HRIPT (Human
Repeated Insult Patch Test)

Tests avec épiderme humain reconstitué in vitro (RhE):
EpiDerm®; EpiSkin®; SkinEthic® et LabCyte® EPI-Model24SIT.
OCDE 439

-Test sur membrane d’étanchéité artificielle : Corrositex® :
OCDE 435

-Tests sur épiderme humain reconstitué in vitro (RhE):
EpiSkin®, EpiDerm®, SkinEthic®, EpiCS® (EST-1000) : OCDE 431
-Résistance Electrique Transcutanée (TER, sur explant de peau
de rat) : OCDE 430

Pas encore validé : Prediskin

Irritation
oculaire/lésions
oculaires
graves

In vivo : OCDE 405
Clinique : single patch test, HRIPT (Human
Repeated Insult Patch Test)

-Test BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability) : OCDE
437

-Test ICE (Isolated Chicken Eye): OCDE 438

-Test FLT (Fluorescing Leakage Test) : OCDE 460

-Test sur cellules de cornée de lapin : OCDE 491

-Test sur épithélium cornéen humain reconstitué (RhCE) : OCDE
492

Pas encore validé : HET CAM (Hen’s Egg Test — Chorioallantoic
Membrane), Predisafe, Relargage au rouge neutre, test sur ceil
de lapin.
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Sensibilisation

Caractérise le potentiel sensibilisant apres
contact cutané avec une substance. (Les
substances sensibilisantes doivent étre
limitées dans les cosmétiques)

-LLNA (Local Lymph Node Assay) : OCDE 429
(+442A et 442B)

-GPMT (Guinea Pig Maximization Test) ou
Test de Buehler: OCDE 406

Clinique :
-HRIPT (Human Repeat Insult Patch Test)

AOP (Adverse Outcome Pathway). Concept qui décrit le lien
entre un évenement moléculaire initial direct et un résultat
indésirable :

-DPRA (Direct Peptide Reactivity Assay) : OCDE 442C

-ARE-Nrf2 Luciferase Test Method (KeratinoSens™) OCDE 442D
-h-CLAT (human-Cell Line Activation Test) OCDE 442E.

En cours de validation :
-MUSST (Myeloid u937 Skin Sensitization Test) : similaire au h-
CLAT

Phototoxicité

Test réalisé si la substance absorbe dans
I'UV. Si ce test est positif, la substance est
interdite dans les produits solaires.

OCDE 432 : in vitro 3T3 NRU Phototoxicity test

Mutagénicité/Génotoxicité

Les produits cosmétiques sont utilisés a
long terme, il est donc important de
connaitre leur potentiel mutagene et
génotoxique.

Mutagenicité : OCDE 477/478/484/488/489
Génotoxicité : OCDE 474/475/483/485/486

Mutagénicité : OCDE

-471 : essai de mutation reverse (sur bactéries)

-476 : essai de mutation génique (sur cellules)

Genotoxicité : OCDE

-473 : essai d’aberration chromosomique in vitro (sur cellules)
-487 : essai des micronoyaux sur cellules

Cancérogénicité

Caractérise le potentiel d’'une substance a
induire des tumeurs ou d’en augmenter
I'incidence

OCDE 451, OCDE 453 (Combinée a toxicité
répétée)

Toxicité a dose répétée (subaigué,
subchronique, chronique)

Caractérise le potentiel toxique d’une
substance aprés des administrations
répétées. Obtention d'une NOAEL (No
observed adverse effects level), valeur
permettant le calcul des marges de

sécurité.

Orale: OCDE 407 (28d), OCDE 408 (90d),
OCDE 422 (combiné a reprotoxicité), OCDE
452 (12 mois), OCDE 453 (combiné a
cancérogénicité)

Dermale : OCDE 410 (21, 28d), OCDE 411
(90d)

Inhalation : OCDE 412 (28d), OCDE 413 (90d)
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Reprotoxicité

Caractérise le potentiel toxique d’une
substance sur la fonction de reproduction
ou sur le développement.

OCDE 414 (prénatal),

OCDE 415 (1ére génération),

OCDE 416 (2éme génération),

OCDE 421 (reproduction-développement),
OCDE 422 (Combinée a toxicité répétée),
OCDE 443 (1ére génération étendue)

Absorption cutanée

Un produit cosmétique ne doit pas
pouvoir avoir une action systémique et
donc son passage a travers la peau doit
étre limité. Si pas de données disponibles,
dans une démarche conservatrice, on
choisit 50% de I’absorption orale par
défaut. (guidance du SCCS, (SCCS, 2015))

OCDE 427 : Absorption cutanée : méthode in

vivo.

OCDE 428 : Absorption cutanée : méthode in vitro (cellules
provenant de peaux humaines ou d’animaux)
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3.2.4.1. Toxicité aigue

La toxicité aigué est un terme utilisé pour décrire les effets néfastes résultant d’'une
exposition ponctuelle (une seule exposition ou plusieurs au cours de 24 heures) a une
substance. L’exposition peut étre orale, dermale ou par inhalation. Si des données de
toxicité aigué in vivo existent au préalable, elles peuvent étre utilisées. Cependant, si aucune
donnée n’est disponible, la toxicité aigué n’est pas obligatoirement a évaluer, I'usage d’une
approche weight of evidence (sur des données de read-across, de QSAR, d’études in vitro ou

d’études de toxicité a dose répétée) peut s’avérer suffisante (SCCS, 2015).

3.2.4.2. Irritation cutanée

L'irritation cutanée est caractérisée par I'apparition sur la peau de lésions réversibles
(érythémes, escarres ou cedéemes). Une seule catégorie est définie pour l'irritation cutanée
(catégorie 2, la catégorie 1 étant réservée a la corrosion cutanée traitée dans le prochain
paragraphe). La ligne directrice OCDE 439 (OCDE, 2015c) décrit un essai sur épiderme
humain reconstitué qui reproduit les propriétés biochimiques et physiologiques de la partie
supérieure de la peau humaine. La viabilité cellulaire est mesurée par conversion
enzymatique du colorant MTT  (bromure de  3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltétrazolium) en un sel de formazan bleu, quantitativement mesuré aprées extraction
des tissus. Les produits testés sont catégorisés selon leur capacité a réduire la viabilité
cellulaire au-dessous d’un seuil défini (< 50 %, pour la catégorie 2 du SGH (Systéme Général
Harmonisé de classification et d’étiquetage des produits chimiques de 'ONU)). Au-dela de ce
seuil, le produit testé peut étre considéré comme non irritant. Quatre méthodes d’essai
suivant cette ligne directrice ont déja été validées par I'ECVAM (voir tableau 5), chacune

avec son protocole spécifique.

3.2.4.3. Corrosion cutanée

La corrosion cutanée correspond a la survenue de lésions irréversibles de la peau.
Cela se manifeste sous la forme de nécroses dans I'épiderme jusque dans le derme

(ulcérations, saignements...) suite a I'application d’un produit chimique.

Le SGH définit trois sous-catégories de corrosion cutanée en fonction du temps
d’exposition a la substance et de la période d’observation. Une substance est classée comme

corrosive selon le tableau 6 ci-dessous (sur la base de résultats d’essais sur animaux).



54

Tableau 6. Les 3 sous-catégories de corrosion cutanée

Corrosif pour 1 animal sur 3 au moins
Sous-catégories de Exposition Observation
corrosivité
Catégorie 1 : Corrosif 1A < 3 minutes S 1 heure
1B > 3 minutes - S 1 heure s 14 jours
1C > 1 heure - S 4 heures s 14 jours

La ligne directrice OCDE 435 (OCDE, 2015b) propose un essai employant une
membrane biologique artificielle et un systeme de détection chimique. Le systéme de
détection chimique détecte les dommages provoqués par des produits chimiques sur la
membrane d’étanchéité. Il s’agit de mesurer la pénétration de la membrane grace au
systeme de détection chimique, par exemple un changement de couleur d’'un colorant
indicateur de pH ou d’'une autre propriété de la solution indicatrice située sous la
membrane. La classification attribuée au produit chimique dépendra du temps qu’il a mis a

pénétrer la membrane pour atteindre la solution indicatrice.

La ligne directrice OCDE 431 (OCDE, 2016a) fait appel a un épiderme humain
reconstitué reproduisant les propriétés des couches supérieures de la peau humaine. Cette
méthode part du principe que les substances corrosives pour la peau humaine peuvent
pénétrer dans la couche cornée et sont cytotoxiques pour les cellules des couches sous-
jacentes. Apres application du produit chimique a tester sur I'épiderme reconstitué, la
viabilité cellulaire est mesurée via la conversion enzymatique du colorant MTT en un sel de
formazan bleu. Celui-ci est mesuré apres avoir été extrait des tissus. Le produit chimique
sera considéré comme corrosif et classé dans une sous-catégorie (voir tableau 6) selon sa
capacité a faire chuter la viabilité cellulaire sous un seuil dépendant du modele prédictif.

Quatre modeles sont actuellement validés (voir tableau 5).

La méthode OCDE 430 (OCDE, 2015a) s’appuie sur la méthode d’essai de RET
(Résistance Electrique Transcutanée), pratiquée sur des disques cutanés d’épiderme de rat.
Le produit a tester est appliqué sur les disques cutanés, qui font office de séparation dans un
systéme a deux compartiments. Le produit chimique sera classé corrosif en fonction de sa
capacité a provoquer la perte de I'intégrité et de sa fonction de barriere de la couche cornée.

La perte d’intégrité est mesurée par une diminution de la RET en-dega d’une valeur seuil.

Les méthodes in vitro pour tester l'irritation et la corrosion cutanée ont été validées
par le SCCS. Il y a cependant des inquiétudes a propos des substances réductrices, des

colorants et des colorations pour les cheveux qui peuvent biaiser les tests avec le colorant
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MTT. Quand il s’agit de tester ces substances, une autre technique sera utilisée impliquant

une séparation par HPLC au préalable de la quantification (SCCS, 2015).

3.2.4.4. Irritation oculaire/lésions oculaires graves

On entend par irritation oculaire, une atteinte de I'ceil totalement réversible dans les
21 jours suivant I'application du produit chimique responsable. Une lésion oculaire grave
(catégorie 1 du SGH) correspond a une lésion des tissus oculaires ou une dégradation grave
de la vue, non totalement réversible dans les 21 jours suivant l'application du produit

responsable (Parlement Européen, 2008).

La ligne directrice OCDE 437 (OCDE, 2013a) est une méthode d’essai d’opacité et de
perméabilité de la cornée bovine pour lidentification des produits chimiques provoquant
des lésions oculaires graves ou ne relevant d’aucune classification pour irritation oculaire ou
|ésion oculaire. Pour cet essai, des cornées isolées d'yeux de bovins récupérés d’abattoirs
sont déposées dans des porte-cornées, composés de deux compartiments, respectivement
en contact avec les faces épithéliale et endothéliale de la cornée. Le produit chimique est
appliqué sur la face épithéliale de la cornée. Les effets mesurés sont I'opacité (déterminée
avec un opacimetre) et la perméabilité (déterminée par la quantité de fluorescéine sodique
pénétrant la totalité des couches cellulaires de la cornée. La fluorescéine a au préalable été
introduite dans la chambre antérieure. La quantité de fluorescéine passant dans la chambre

postérieure est déterminée par spectrophotométrie UV-visible.)

La ligne directrice OCDE 438 (OCDE, 2013b) s’intitule : Méthode d'essai sur ceil de
poulet isolé pour l'identification des produits chimiques provoquant des Iésions oculaires
graves et ne relevant d'aucune classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave.
De la méme facon que pour la méthode précédente, des yeux de poulets sont récupérés
d’abattoirs. La cornée est également utilisée et placée sur un support. Les effets toxiques
observés sont |'opacité de la cornée, la perméabilité (également sur la base de la rétention
de fluorescéine) ainsi que I’évaluation qualitative de I'endommagement morphologique
macroscopique de la surface. Ces parametres sont ensuite combinés en une classification

d’effet irritant pour le produit chimique testé.

La ligne directrice OCDE 460 (OCDE, 2012a) est la méthode d’essai de diffusion de

fluorescéine pour identifier les substances corrosives et fortement irritantes pour I'ceil. Cet



56

essai prévoit cette fois-ci d’utiliser une monocouche artificielle de cellules MDCK (Madin-
Darby Canine Kidney) qui sert de séparation entre deux chambres. Le produit testé est
appliqué sur cette monocouche et cette fois encore, la fluorescéine est utilisée pour calculer

I’accroissement de perméabilité de la cornée.

La ligne directrice OCDE 491 décrit un essai de courte durée, réalisé sur une couche
de fibroblastes de cornée de lapin. Aprés exposition au produit testé, la cytotoxicité est

qguantitativement déterminée en mesurant la viabilité relative des cellules grace au test MTT.

La ligne directrice OCDE 492 présente un essai utilisant un modele d’épithélium
cornéen humain reconstitué. De la méme fagon, on évalue, avec un test MTT la cytotoxicité

et on classe le produit testé en fonction du pourcentage de viabilité cellulaire.

Actuellement, les tests alternatifs présentés ci-dessus ne remplacent pas entierement
le test in vivo car ces tests ne permettent d’identifier que des irritants séveres mais ne
permettent pas de distinguer les irritants faibles a modérés. Ces tests permettent de classer

le produit testé en tant qu’irritant ou non-irritant (SCCS, 2015)

3.2.4.5. Sensibilisation cutanée

On entend par sensibilisation cutanée, une substance qui entraine une réaction
allergique par contact cutané. La sensibilisation est subdivisée en deux phases: la phase
d’induction d’'une mémoire immunologique spécialisée lors de I'exposition a un allergene ;
puis la phase de challenge permettant de mettre en évidence I'élicitation (autrement dit une
réaction allergique a médiation cellulaire ou humorale chez une personne sensibilisée au

préalable a I'allergene).

L’endpoint sensibilisation cutanée dispose de plusieurs tests a réaliser en batterie
dans une approche d’AOP (adverse outcome pathway). Les événements clés permettant
I'approche AOP pour I'endpoint de la sensibilisation cutanée sont cités ci-dessous (voir figure

6 ci-dessous) avec les lignes directrices OCDE qui décrivent les tests a réaliser :

-L’évenement moléculaire initiateur correspond a I'établissement d’une liaison covalente
entre la substance et les protéines de la peau (OCED 442C : Essai de liaison directe sur la
réactivité peptidique (DPRA). Ce test mesure la capacité du produit chimique a réagir avec

les protéines de la peau.).
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-Le second évenement clé se déroule dans les kératinocytes et comprend des réponses
inflammatoires, des phénomeénes d’expression génique liés a des voies de signalisation
cellulaire spécifiques telles que les voies dépendant de I'élément de réponse
antioxydant/électrophile (ARE, Antioxidant Response Element) (OCDE 442D : méthode
d’essai ARE-Nrf2 luciférase qui permet de déterminer la réactivité du produit chimique a se

lier avec les résidus cystéine de Keap1, un régulateur de Nrf2).

-Le troisieme évenement clé est |'activation des cellules dendritiques (évalué d’aprés
I'expression de marqueurs de surface de la cellule) (OCDE 442 E : Test d'activation de la

lignée cellulaire humaine (h-CLAT)).
-Enfin, le quatrieme évenement clé est la prolifération des lymphocytes T.

Ainsi, I’étude de ces différents phénomenes permet de déterminer si la substance
étudiée déclenche ces événements clés et permet de prouver ou non si elle est sensibilisante
pour la peau. Les trois tests in vitro validés (OCDE 442 C, D et E) ne doivent pas étre utilisés

seuls mais doivent étre inclus dans une approche intégrée (SCCS, 2015).

De nombreuses autres méthodologies sont en cours de développement.
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3.2.4.6. Phototoxicité

La phototoxicité est décrite comme un effet toxique lié a une substance appliquée
sur la peau, déclenché ou accentué par une exposition a la lumiére ou bien provoqué par

I'irradiation de la peau aprés administration de la substance par voie systémique.

La ligne directrice OCDE 432 (OCDE, 2004a) décrit un essai évaluant la réduction de la
viabilité des cellules (fibroblastes de souris, Balb/c3T3) exposées a un produit chimique, en
présence ou en absence de lumiere. La viabilité cellulaire est déterminée par le test de

fixation au rouge neutre (Neutral Red Uptake — NRU).

3.2.4.7. Génotoxicité/mutagénicité

La mutagénicité se réfere a I'induction de changements permanents et transmissibles
dans la quantité ou la structure du matériel génétique d’une cellule ou d’un organisme. La
génotoxicité est un terme plus large qui correspond a des modifications de la structure, du

contenu informationnel ou de la séparation de ’ADN.

L’évaluation du potentiel mutagene d’une substance cosmétique devrait fournir trois
endpoints génotoxiques : i) mutagénicité au niveau génique, ii) clastogenicité (cassures ou

réarrangements chromosomiques), iii) aneuploidie (anomalie du nombre de chromosomes).

Voici la liste avec une breve description pour les endpoints mutagénicité et

génotoxicité.
i.  Pourl’endpoint mutagénicité :

-OCDE 471 (OCDE, 1997) : essai de mutation reverse (sur bactéries) : cet essai repose sur la
détection de mutations qui inversent les mutations présentes dans les souches de genes
nécessaires a la synthése de I'histidine (Salmonelle typhimurium et Escherichia coli). Les
souches de bactéries sont auxotrophes pour I'histidine c'est-a-dire qu’elles ont besoin d’un
apport extérieur en histidine pour survivre et se développer. Les bactéries sont placées dans
un milieu sans histidine, avec la substance a tester (ainsi que des contrdles positif et négatif).
Si la substance testée est mutagene, les souches de départ (His-) mutent en souches (His+)
et peuvent alors se développer. Si la substance n’est pas mutagene, on n’observe au

contraire pas plus de croissance bactérienne que dans le contrdle négatif.
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-OCDE 476 (OCDE, 2016c) : essai de mutation génique (sur cellules de mammiferes) : Cet
essai se base sur le fait que des cellules mutantes sur le géne endogéne de I'enzyme
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transférase (Hprt), sont par conséquent déficientes
en cette enzyme et résistantes aux effets de la 6-thioguanine (TG). Les cellules munies de
I'enzyme Hprt sont quant a elles sensibles a la TG, ce qui entraine une inhibition de leur
métabolisme et I'arrét de leur division. Les cellules mutantes peuvent proliférer en présence
de TG, contrairement aux cellules normales. L’apparition de colonies révertantes a la fin de
cet essai (aprés contact avec la substance testée) et leur comptage permet de conclure

guant au potentiel mutagene de la substance.
ii.  Pourl’endpoint génotoxicité :

-OCDE 473 (OCDE, 2016b) : essai d’aberration chromosomique in vitro (sur cellules) : les
cellules sont exposées au produit testé, puis traitées avec une substance qui bloque la
métaphase. Aprés récolte et coloration, on peut alors observer les aberrations

chromosomiques au microscope.

-OCDE 487 (OCDE, 2016d) : essai des micronoyaux sur cellules de mammiféres : cet essai
permet de détecter des micronoyaux (peuvent provenir de fragments de chromosomes
acentriques (sans centromeére) ou de chromosomes qui ne peuvent pas migrer vers les poles
lors de la division cellulaire) dans le cytoplasme de cellules en interphase. Les cellules sont

exposées au produit testé avant ou au cours de la division cellulaire.

Le SCCS recommande de combiner les deux tests suivants pour évaluer la
génotoxicité et la mutagénicité des produits cosmétiques : OCDE 471 (essai de mutation

reverse sur bactéries) et OCDE 487 (essai d’aberration chromosomique in vitro sur cellules).

3.2.4.8. Cancérogénicité

Une substance est dite cancérogéne si elle induit des tumeurs ou accroit leur
incidence, sévérité ou vitesse d’apparition. Il existe des cancérogenes agissant par des
mécanismes génotoxiques et les cancérogenes dit non-génotoxiques qui agissent par
d’autres mécanismes que l'interaction directe avec ’ADN. Il n’existe pas aujourd’hui de test
in vitro validé pour évaluer le potentiel cancérogene d’une substance. Sans le test in vivo de

2 ans (OCDE 451), il est tres difficile de conclure quant a la cancérogénicité d’'une substance.
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Si une substance a donné des résultats positifs dans les tests in vitro évaluant la
génotoxicité, cela peut étre un indicateur quant a son potentiel cancérogéne. Ces tests de
génotoxicité peuvent étre considérés comme des tests de pré-screening pour la
cancérogénicité. Il y a également des développements en cours de tests in vitro qui
fourniraient des informations complémentaires sur les tests de génotoxicité (Cell
Transformation Assay). |l y actuellement de nombreuses discussions sur les cancérogénes

non-génotoxiques (SCCS, 2015).

3.2.4.9. Toxicité a doses répétées

Cet endpoint étudie les effets toxicologiques généraux (excluant les effets
reprotoxiques, génotoxiques et cancérogenes) apparaissant suite a |'exposition répétée
quotidienne a une substance pendant une partie de la vie des especes testées. Les
mécanismes étant trop complexes, il n’existe pas non plus pour cet endpoint de méthode
alternative validée, méme si des efforts ont été faits dans certains domaines comme en

hépatotoxicité, en neurotoxicité et en néphrotoxicité.

3.2.4.10. Reprotoxicité

Une substance reprotoxique est une substance qui induit des effets néfastes sur la
fonction sexuelle, la fertilité et le développement de la descendance. Ces effets sont
généralement observés via des tests in vivo sur une ou deux générations de mammiferes.

Pour cet endpoint également, il n’existe pas encore de méthode alternative validée.

3.2.4.11. Absorption cutanée

L’exposition de 'Homme aux produits cosmétiques se produit principalement par la
peau. Pour rejoindre la circulation systémique, le produit cosmétique doit traverser un
certain nombre de couches de cellules de la peau. Un grand nombre de facteurs jouent un
réle clé dans ce processus: la masse moléculaire, la charge, la lipophilie, I'épaisseur, la
pilosité et la composition de la couche cornée (dépendant de la localisation dans le corps), la
durée d’exposition, la quantité de produit appliquée, la concentration en substance,
I’éventuelle occlusion du site, le véhicule... La ligne directrice OCDE 428 (OCDE, 2004b) a
pour principe d’appliquer la substance étudiée a la surface d’'un échantillon de peau
(humaine ou animale) a l'interface de deux compartiments (receveur et donneur) d’une

cellule de diffusion. Au cours de I'étude, le fluide receveur est plusieurs fois échantillonné
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puis analysé pour y rechercher la substance d’essai. On obtient ainsi la dose non absorbée et

la dose absorbée par la peau (qui correspond a la dose interne).

3.2.5. Intérét de ces méthodes

L'utilisation de méthodes alternatives remet en cause les modeles animaux et les
problémes éthiques qu’ils posent. En effet, le bien-étre animal et les essais de toxicologie sur
ces derniers sont des notions contradictoires. L'interdiction de I'expérimentation animale en
cosmétologie en Europe a permis le développement d’approches secondaires, ainsi que
I'accélération de I'innovation de méthodes alternatives. En effet, dans le but de respecter les
nouvelles obligations du réglement cosmétique, des méthodes in vitro et des approches
comme le read-across, le weight of evidence, le TTC sont considérées afin d’évaluer le risque
toxicologique en absence de données. Ces méthodes permettent de définir le profil de
danger d’une substance généralement a moindre co(t et en réduisant considérablement le

temps d’obtention des résultats.

Une fois les modeles correctement développés, certains scientifiques s’attendent a
obtenir des données plus fiables pour I’'Homme. En effet, que cela soit par des modeles
informatiques ou des tissus ou cellules humaines in vitro, ces données prédiraient mieux la
toxicité d’'une substance pour 'THomme que les tests faits sur les animaux. L'expérimentation
animale a par de nombreux exemples tragiques démontré ses limites pour prédire les effets
gu’une substance aura sur I’'Homme. On peut citer les exemples du Distilbene®, du
Thalidomide® ou du Vioxx®... qui avaient été testé avec succes sur des modeles animaux et
qui ont gravement handicapé, rendu malade voire tué des humains. A [linverse,
I’'expérimentation animale pourrait faire passer a c6té de découvertes utiles : I'aspirine et la
pénicilline sont par exemple trés toxiques pour certains rongeurs et ne passeraient plus la

phase des essais pré-cliniques aujourd’hui.

3.2.6. Limites de ces méthodes

Comme nous l'avons vu plus haut, les méthodes alternatives a I'expérimentation
animale ne sont pas disponibles pour tous les endpoints toxicologiques. Il n’existe toujours
pas de méthodes alternatives pour la reprotoxicité, la toxicité chronique, la cancérogénicité.
Ce sont pourtant les domaines utilisant le plus d’animaux. Ces domaines de la toxicologie

sont dépendants de mécanismes relevant d’interactions complexes au sein d’un organisme
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vivant. La notion d’Adverse Outcome Pathway avec l'utilisation de batteries de tests in
vitro/in silico dont les résultats peuvent s’approcher des phénomeénes complexes du vivant
pourrait permettre de palier a ce manque de méthodes alternatives pour les effets
systémiques Il était toujours autorisé de faire des tests sur les animaux pour ces endpoints
jusqu’en 2013. Le SCCS considere que pour ces endpoints, méme si les tests sur animaux
devraient étre utilisés au minimum, cela ne devrait pas se faire au détriment de la sécurité
du consommateur. Ainsi par exemple pour le cas d’'un nouvel ingrédient pour lequel aucune
étude n’a jamais été faite, avec aucun weight of evidence envisageable, selon le SCCS, d’un
point de vue scientifique, il s’avererait encore nécessaire aujourd’hui sous certaines
conditions, de réaliser un test in vivo. Cette démarche devrait étre diment justifiée, avec un
rapport apparaissant dans le DIP. Les nouvelles lignes directrices de I'OCDE pour les
méthodes in vivo appliquent les principes de réduction du nombre d’animaux et du bien-étre
animal. Cette opinion du SCCS n’a bien slr aucune valeur réglementaire, I'expérimentation
animale restant interdite par le reglement cosmétique. On retrouve en annexe du reglement
un diagramme (voir annexe 2) représentant les cas ou I'expérimentation animale est
autorisée. En effet, sur ce point, le reglement cosmétique est en conflit avec le reglement
REACH (voir partie 2.5) car ce dernier requiert, en fonction de la quantité de substance
fabriquée ou importée par an des tests toxicologiques sur les animaux. Le diagramme, édité
par 'ECHA présente les cas ou il est nécessaire ou non de générer des tests sur les animaux
dans le cas ou la substance a enregistrer est utilisée dans les produits cosmétiques. Il est
possible de ne pas réaliser certains tests animaux requis par REACH si la substance est
uniquement utilisée en cosmétiques ou s’il n’y a aucune exposition du travailleur (qui
pourrait se présenter lors de la fabrication, la formulation ou le packaging). Il n’est pas
possible de bénéficier de cette exemption si d’autres usages que celui en cosmétique
existent pour cette substance. L'interdiction de tests in vivo peut donc étre considérée
comme un frein a I'innovation en cosmétique car certains ingrédients, pour lesquels aucune
donnée n’existe, ne respectant pas les conditions du diagramme cité plus haut ne peuvent

pas étre mis sur le marché.

Pour que les nouvelles méthodes développées soient reconnues, elles doivent étre
validées par les organismes européens. Or, la validation de ces méthodes est lente, et elle se

fait en référence a des données animales et non humaines. La recherche de méthodes de
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remplacement est tres active mais le remplacement intégral d’'une méthode in vivo peut

prendre des années.
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4. Les extraits végétaux

4.1. Bref historique d’utilisation en cosmétique et attrait pour ces extraits

L'Etre Humain a de tout temps accordé une importance particuliére a son apparence
en modifiant, amplifiant ou camouflant certains de ses aspects corporels, notamment grace
aux cosmétiques. Que ce soient les produits d’hygiene, les soins, les parfums, les produits
capillaires, ou les maquillages, les cosmétiques font désormais partie de notre routine. Nous
utilisons de nombreux produits cosmétiques au quotidien, tout au long de notre vie.

L’exposition y est donc considérable.

Les extraits végétaux, avec les extraits animaux et minéraux, sont les premiers a avoir
été utilisés en cosmétique. On retrouve des données d’utilisation de plantes jusque chez les
Hommes préhistoriques avec notamment des peintures corporelles. L'usage de produits
naturels en tant que cosmétiques est également retrouvé dans I'Egypte ancienne, il y a plus
de 6 000 ans (Pradesh, 2013). Des papyrus égyptiens montrent par exemple que la coriandre
et le ricin étaient utilisés pour leurs propriétés médicales, cosmétiques et conservatrices
dans de nombreuses préparations (Azmir et al., 2013). Les extraits naturels étaient
majoritairement utilisés avant I'essor de I'industrie de la chimie, précurseur de la grande
révolution des formulations avec I'utilisation de dérivés issus de la chimie du pétrole ainsi
gue de nombreux tensioactifs synthétiques a partir de la moitié du XXéme siécle. Les
formules des produits cosmétiques sont de plus en plus sophistiquées et innovantes. Depuis
guelques années, les consommateurs sont en quéte d’un retour a des produits plus naturels
(Nardello-rataj and Bonté, 2008). Quel que soit le domaine concerné (pharmaceutique,
cosmétique, alimentaire...), les extraits végétaux et produits naturels sont en effet
grandement plébiscités. Les consommateurs cherchent a éviter au maximum les ingrédients
de synthese, issus d'une industrie chimique fortement décriée. Il est fréquent que des
ingrédients de synthese soient portés sur le devant de la scéne et accusés de toxicité. On
peut prendre I'exemple des parabenes, conservateurs trés répandus dans les produits
cosmétiques : suite a une grande médiatisation, toute la famille des parabenes est devenue
indésirable, alors que seulement certains d’entre eux se sont avérés dangereux. Dans ces cas
précis, la « non-présence » d’un ingrédient décrié devient alors un argument marketing. Se
pose également la difficulté de remplacer ces ingrédients par des substituants dont

I'absence de toxicité est avérée, et dont par ailleurs l'efficacité peut s’avérer moindre,
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impliquant I'utilisation de concentrations plus élevées. Dans le cas des parabenes, d’autres
conservateurs comme le phénoxyéthanol ou la MIT (méthylisothiazolinone) (ingrédients
dont la toxicité est désormais reconnue) ont alors été utilisés car leur nom n’évoquaient rien
de négatif et se fondaient dans la liste des ingrédients cosmétiques. D’ailleurs, les produits
« naturels » sont communément associés a tort a une absence de danger. L'essor du
développement durable et de la conscience écologique pousse d’autant plus les
consommateurs a se tourner vers des produits plus naturels. Les extraits végétaux sont
également attractifs pour les industriels car ils représentent des sources d’innovation
intéressantes et infinies pour le développement de nouveaux actifs en cosmétique. Ils sont
grandement utilisés en cosmétique grace a leurs propriétés intéressantes : anti-oxydants,
anti-inflammatoires, antiseptiques, antimicrobiens... Dans un contexte de développement
durable, les extraits végétaux et les produits « bio-sourcés » ont le vent en poupe et
deviennent un argument marketing (Pradesh, 2013). Par ailleurs, le réglement REACH
évoqué précédemment apporte un contexte réglementaire plus exigeant en matiere de
santé humaine et de protection de I'environnement. Certains ingrédients toxiques pour
I'environnement auparavant utilisés en cosmétique (le réglement cosmétique ne requiert
pas d’un produit cosmétique qu’il soit inoffensif pour I'environnement) peuvent désormais
étre soumis a autorisation ou a restriction. REACH prévoit pour les extraits naturels des
exemptions d’enregistrement sous conditions (Voir partie 2.5. Extraits végétaux et

reglement REACH)

Bien que l'utilisation d'extraits végétaux dans les produits cosmétiques soit positive
par bien des aspects, il ne faut pas oublier que ce sont malgré tout des substances chimiques
plus ou moins actives et potentiellement toxiques. L'amalgame est en effet souvent fait
entre 'origine naturelle d’un ingrédient et sa non-toxicité. Or, ce n’est pas parce qu’une
matiere premiere est issue de la nature qu’elle ne comporte aucune toxicité. De nombreuses
plantes ou molécules de plantes peuvent entrainer une toxicité plus ou moins grave chez
I'Homme due a des propriétés intrinseques de I'extrait ou de la plante. L’évaluation de la
sécurité est dans tous les cas requise pour tout ingrédient cosmétique, y compris les

produits d’origine naturelle.
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4.2. Particularités et difficultés d’évaluation de la toxicité des extraits
végétaux

4.2.1. Origine et facteurs de variabilité des extraits végétaux

Un extrait végétal correspond a une substance complexe de composition variée et
difficile a prédire. En effet, la composition quantitative et qualitative des extraits est affectée
par de nombreux facteurs environnementaux et géographiques: la composition d’une
plante dépend du lieu, de la saison et des conditions de culture (ensoleillement,
hygrométrie, température, caractéristiques édaphiques...), de récolte, de conditionnement
et de stockage. L'extrait sera également différent selon la variété, le cultivar, le chémotype
ou l'organe végétal sélectionné. En effet, deux organes d'une méme plante peuvent avoir
des compositions chimiques strictement différentes (ratio chimique différent ou
composition chimique originale). Par exemple, une molécule toxique peut étre présente
dans la graine et étre absente de tout le reste de la plante (par exemple les graines
d’amandes de drupes du genre Prunus contenant des hétérosides cyanogéniques (qui se
métabolisent en cyanure d’hydrogéne), alors que le reste de la plante en est dépourvu.). La
méthode d’obtention de I'extrait a également une influence considérable sur le type
d’extrait obtenu (extraction par solvant, distillation, expression, macération, purification,
concentration...). Ainsi, chaque extrait végétal aura sa propre composition (Batista & Oliveira

2010; Harrigan et al. 2010).

4.2.2. Modes d’obtention des extraits végétaux

Les extraits végétaux présentant un intérét pour les produits cosmétiques sont
nombreux, ils sont une alternative a certains ingrédients de synthése. L'essor de leur
utilisation a soulevé le probleme de la protection de la biodiversité. La surexploitation d’une
espéce végétale particuliere peut conduire a son extinction, a la dégradation de son
environnement, comme cela a été le cas dans I'Himalaya pour les espéces Nardostachys
jatamansi (Valériane indienne) et Aconitum spp.(Schmidt, 2012). Par ailleurs, derriere ce
marché se dessinait un déséquilibre géographique : la biodiversité se concentrant au Sud et
la majorité des centres de recherche et des laboratoires dans les pays du Nord. C’est dans ce
contexte qu’a été adopté en 2010 le protocole de Nagoya (Convention on Biological Diversity
United Nations, 2010) par la convention sur la diversité biologique. Les trois objectifs de la

Convention sont la conservation de la diversité biologique, I'utilisation durable de ses
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composantes et le partage juste et équitable des avantages découlant de l'utilisation des

ressources génétiques.

Avant ce protocole, des conventions avaient déja été mises en place, comme par
exemple la CITES (Convention sur le commerce international des espéces de faune et de
flore sauvages menacées d'extinction), accord intergouvernemental signé en 1973 a
Washington (CITES, 1973). La CITES prévoit des annexes contenant environ 34 000 especes
animales et végétales réparties entre les annexes |, Il et lll en fonction de la gravité du risque

gue le commerce international leur fait courir.

Ainsi, lorsqu’un industriel de la cosmétique ou de tout autre domaine qui utilise des
extraits de plantes ou d’animaux souhaite se procurer des matieres premieres naturelles, il

doit s’engager a respecter ces conventions afin de préserver la biodiversité.

Les extraits végétaux peuvent provenir de toutes les especes de plante, du moment
qgue celles-ci possedent des actifs intéressants. Ces derniers seront extraits en fonction de

leur nature.

Les méthodes utilisées pour obtenir ces différents extraits végétaux sont tres variées
avec plus ou moins de parametres influents sur la composition finale de I'extrait. Elles
peuvent étre couplées les unes avec les autres. Les méthodes conventionnelles pour obtenir
des extraits végétaux sont basées sur le pouvoir d’extraction de différents solvants utilisés
seuls ou en association, avec ou sans influence de la température (Azmir et al. 2013;

Brusotti et al. 2014). Ci-aprés un apergu des méthodes conventionnelles :

- I'extraction par solvant se fait avec un appareil de Soxhlet (voir figure 7 ci-dessous) (Luque
de Castro and Garcia-Ayuso, 1998). Il s’agit d’'une extraction a chaud et en flux continu. Le
résultat est équivalent a une série de macérations successives. Le solvant est porté a
ébullition puis une fois recondensé, retombe sur la matiére a extraire, la faisant macérer a
nouveau. Le facteur déterminant pour la qualité de I'extrait est la polarité du solvant. Un
solvant polaire extrait les composés polaires et inversement pour un solvant apolaire. Cette
technique est principalement utilisée dans les cas suivant : pour les plantes pour lesquelles il
est difficile de récolter beaucoup d’extrait par distillation, les plantes cheres et pour

préserver les composés hydrosolubles qui seraient perdus lors d’une distillation. Suite a une
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extraction par solvant, on obtient une « concréte » qui, une fois chauffée a 45-60°C avec de

I’éthanol pur, est refroidie a -5 a -12°C et enfin filtrée devient une « absolue »

La détermination du nombre de bains de solvant et du temps d’extraction est
importante (cela dépend de chaque plante). Les principaux solvants utilisés sont les suivants
: solvants organiques volatils : n-hexane, butane, pentane, éther de pétrole, benzéne,

toluene...

Le choix du solvant se fait selon : sa polarité (polaire : alcool ; apolaire : pentane,
hexane, benzeéne), son état physique (il doit étre liquide a la température et pression de
I'extraction), sa température d’ébullition (doit étre faible pour qu’il puisse étre éliminé

rapidement.).

Extracteur

Echantillon

Ballon ——

<«—Chauffe-ballon

Figure 7. Extracteur de Soxhlet (Luque de Castro and Priego-Capote, 2010)

- Le procédé de macération consiste a mettre tout ou partie de plante en contact avec un
solvant pendant au moins 3 jours. Le liquide est par la suite éliminé par filtration ou
décantation. On parle également de percolation quand le solvant passe a travers la matiere
a extraire. L'infusion et la décoction suivent le méme principe que celui de la macération (a
chaud ou a froid), mais le solvant utilisé est I'eau. Ici également la polarité du solvant est
importante, mais certains autres parametres peuvent entrer en jeu, comme la température

ou le temps d’extraction.

- I'hydrodistillation (voir figure 8 ci-dessous) est la méthode d’obtention des huiles

essentielles. Elle consiste a vaporiser en présence de vapeur d’eau une substance peu ou pas
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miscible a I'eau. La matiere premiére est mise en présence d’eau portée a ébullition ou de
vapeur d’eau dans un alambic. La vapeur d’eau entraine la vapeur d’huile essentielle qui est
condensée dans le réfrigérant pour étre récupérée en phase liquide dans un essencier ou
I'huile essentielle est séparée de I'eau par décantation. Les facteurs impactant la qualité de
I'huile essentielle ne concernent pas ici le solvant puisqu’il s’agit systématiquement d’eau ou
de vapeur d’eau mais la durée et la température de distillation. On nomme « eau
aromatique » ou « hydrolat » ou « eau distillée florale », le distillat aqueux qui subsiste apres
I'entrainement a la vapeur d’eau, une fois la séparation de I'huile essentielle effectuée

(Baser and Buchbauer, 2010).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d'huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale
Eau florale +

) huile essentielle

Chaleur —— ) ) ) ), .
{ Essencier

JVAVAVAVAVA

Figure 8. Appareil de distillation et mode d’obtention d’une huile essentielle (Ranjitha and
Vijiyalakshmi, 2014)

- la distillation seche permet d’obtenir des huiles essentielles a partir de bois, d’écorces ou

de racines, sans addition d’eau ou de vapeur d’eau (Baser and Buchbauer, 2010).

- 'expression a froid permet d’obtenir I'huile essentielle des fruits et écorces d’agrumes par
des procédés mécaniques (pression a froid) a température ambiante (Baser and Buchbauer,

2010).

- la trituration ou la pression a froid : les graines et les fruits sont broyés et pressés
mécaniquement jusqu’a obtention d’'un corps gras. Une huile sera dite « vierge » et un
beurre sera dit « brut » si elle/il est obtenu(e) par simple pression a froid et ne subit par la
suite aucun traitement secondaire. Cette pression a froid (40°C en général) est privilégiée car

elle ne dégrade pas les actifs de I'huile et ne fait appel a aucun solvant. Pour un meilleur
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rendement, le processus peut se faire a chaud, mais c’est prendre le risque de dénaturer les

actifs et les acides gras (Lis-Balchin, 2006).

D’autres techniques ont été élaborées pour permettre de s’affranchir des limites des
méthodes conventionnelles comme par exemple pour limiter I'utilisation de grands volumes
de solvant colteux, réduire le temps d’extraction, permettre I'extraction de constituants
difficiles a extraire par les méthodes classiques, protéger les constituants thermolabiles... En

voici quelques exemples:

- I'extraction assistée par ultrasons: on parle la d’une extraction classique avec solvant,
assistée par des ultrasons qui permettent de détruire les parois cellulaires améliorant le

relargage des actifs dans le solvant (Azmir et al., 2013; Brusotti et al., 2014).

- 'extraction enzymatique : des enzymes comme les cellulases ou pectinases sont ajoutées
lors de I’extraction afin de rendre les actifs plus disponibles pour le solvant (destruction des
parois cellulaires, hydrolyse des polysaccharides et corps lipidiques auxquels les actifs

peuvent étre liés) (Azmir et al., 2013; Brusotti et al., 2014).

- I'extraction assistée par micro-ondes, il s’agit d’extraction traditionnelle au solvant assistée
par micro-ondes, qui favorisent la pénétration du solvant dans la matiére premiére (Azmir et

al., 2013; Brusotti et al., 2014).

- I'extraction assistée par champ électrique pulsé : dans le méme but que les méthodes
précédentes de détruire les parois cellulaires afin d’en récupérer le contenu, cette méthode
consiste a exercer un potentiel électrique qui, via la création de pores détruit les membranes

cellulaires (Azmir et al., 2013; Brusotti et al., 2014).

- I'extraction supercritique (le solvant dans ce cas est du dioxyde de carbone a I'état
supercritique). Un fluide supercritique peut se définir comme toute substance se trouvant
dans des conditions de température et de pression supérieure a sa température critique et a
sa pression critique. lls possedent certaines propriétés physicochimiques des gaz et d’autres
des liquides. Par exemple le CO,, en conditions normales de pression et de température est
retrouvé sous la forme d’un gaz. Lorsqu’il est comprimé a une température d’environ 30°C et
sous haute pression, il passe a un état supercritique : il agit comme un fluide avec un pouvoir
de solubilisation accru. Les fluides supercritiques ont un pouvoir solvant supérieur a celui des

liquides, permettant une plus grande rapidité des extractions et la possibilité de travailler a
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des températures peu élevées. Leur excellent pouvoir d’extraction peut étre modulé pour
sélectionner les composés a extraire en jouant sur la température d’extraction. Certains
fluides supercritiques sont inertes chimiquement et empéchent donc la dégradation de la
matiere premiere. Le CO; est le gaz optimal pour I'extraction en phase supercritique car sa
température critique et sa pression critique sont faibles et permettent son utilisation pour
I’extraction de produits thermolabiles. De plus, le CO, est inerte, non toxique et peu cher. Le
CO; supercritique est injecté dans la cuve ou se trouve le matériau végétal. Il capte les
composés actifs de la plante. Cette méthode permet de pallier deux problemes rencontrés
avec les méthodes d’extraction traditionnelles : la chaleur liée a la distillation et I'utilisation
de solvants modifiant les structures chimiques des composés extraits (Castioni, Christen and

Veuthey, 1995).

Ces méthodes d’extraction sont souvent couplées a des méthodes classiques afin

d’en améliorer le rendement.

Cette typologie non exhaustive des méthodes d’extraction et des différents extraits
végétaux met en exergue que de nombreux parameétres du mode d’obtention de I'extrait,
pas nécessairement qualifiables ou quantifiables, jouent un réle dans la composition finale
de l'extrait. Cela donne une idée de la complexité d’extrapolation d’un extrait végétal a

I'autre, méme s’il est issu d’'une méme plante voire d'un méme organe.

Voici une liste non exhaustive des types d’extraits végétaux obtenus via les méthodes

décrites ci-dessus :

- Les huiles essentielles et essences: ce sont des extraits liquides concentrés
hydrophobes obtenus par hydrodistillation (entrainement a la vapeur et/ou a l'eau de
certains composés de la plante). La nature d’une huile essentielle varie d’'une plante a
'autre. Une huile essentielle est constituée de composés aromatiques
volatils (sesquiterpénoides, benzénoides, phénylpropanoides...) naturellement présents dans
la plante. Les huiles essentielles peuvent s'accumuler dans différents organes végétaux tels
que les fleurs (oranger, rose, lavande) mais aussi les feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier
noble) et, bien que cela soit moins habituel, dans des écorces (cannelier, bois de rose,
camphrier, santal), des racines (vétiver), des rhizomes (curcuma, gingembre), des fruits secs
(anis, badiane, persil), des graines (muscade). Si tous les organes d’une méme espéce

peuvent renfermer une huile essentielle, la composition de cette derniére (qualitative et
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quantitative) peut varier selon sa localisation dans la plante. Les huiles essentielles donnent
aux plantes leurs odeurs distinctes, elles les protegent et jouent un role dans la pollinisation.
Une huile essentielle ne sera considérée comme telle seulement si elle a été isolée par des
moyens physiques : hydrodistillation ou expression (également connu sous le nom de

pression a froid, utilisée pour les huiles issues d’agrumes) (Baser and Buchbauer, 2010).

- Les hydrolats (ou hydrosol, terme anglais) et eaux florales : les eaux florales sont formées
durant le processus d'extraction d’une huile essentielle, lorsque le matériau botanique est
soumis a une distillation. Alors que I'huile essentielle de la matiere végétale est retirée et
vendue sous forme d'huile pure, I'eau restante contient encore certains constituants de la
matiere végétale. Ces eaux florales contiennent des constituants solubles dans I'eau et sont
exemptes des substances lipophiles composant les huiles essentielles (hydrocarbures,
terpenes, etc.), mais contiennent un mélange original d'ingrédients. A la fin d’une
distillation, on retrouvera un liquide en deux phases: la phase huileuse (les huiles

essentielles) au-dessus de la phase aqueuse (I’hydrolat) (Catty 2001; NAHA n.d.).

- Les extraits CO, supercritique : le CO, supercritique permet surtout d’extraire des actifs
lipophiles (certains composés aromatiques, phytostérols, caroténoides, tocophérols, acides
gras). Les extraits obtenus sont trés concentrés donc trés puissants et sont utilisés a faibles

doses dans les cosmétiques (Castioni, Christen and Veuthey, 1995)

- Les macérats : ce sont des extraits obtenus suite a une macération dans un solvant. Sont
distingués plusieurs types de solvants : huiles végétales, eau et/ou glycérine ou alcool. Le
choix du solvant est primordial selon les actifs a extraire. Une teinture correspond a un

macérat hydroalcoolique (ANSM 2011).

- les concretes : ce sont des extraits obtenus grace a un solvant. Suite a I'extraction par
solvant a partir d’'une plante, on obtient I’extrait en solution. Lorsque le solvant est évaporé
par chauffage, on obtient une substance ressemblant a de la cire appelée concrete. Si le
matériau botanique d’origine était résineux, la substance obtenue est appelée résinoide

(Baser and Buchbauer, 2010).

- les absolues: une absolue est obtenue a partir d’'une concréete en mélangeant cette

derniere avec de I'alcool. Les composés se dissolvent dans I'alcool puis I'alcool est évaporé.
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On obtient I'absolue : une forme trés concentrée de parfum, tres colteuse et surtout utilisée

en parfumerie (Baser and Buchbauer, 2010).

- les huiles végétales et beurres : ils correspondent aux corps gras d’origine végétale. lls sont
constitués principalement de triglycérides d’acides gras et d’actifs lipophiles apportant des
propriétés antioxydantes, apaisantes, régénérantes... (Caroténoides, tocophérols,
phytostérols...). Le corps gras peut se retrouver, selon sa composition a I'état liquide (huiles

végétales), ou bien pateux, solide (beurres végétaux) (Gunstone, 2011).

- les extraits en poudre : ils correspondent a des plantes ou parties de plantes qui ont été
broyées et réduites en poudre. Ces extraits en poudre peuvent également étre obtenus par
la concentration d’'un macérat ou par le biais du séchage d’un jus de plante ou de fruit (Baser

and Buchbauer, 2010).
4.2.3. Difficultés d’évaluation des extraits végétaux et méthodologie généralement

utilisée

Les différentes caractéristiques des extraits végétaux rendent I'évaluation de leur
sécurité délicate pour le toxicologue. Ces derniers ne peuvent pas étre évalués de la méme
maniere que les autres ingrédients cosmétiques qui ont une composition chimique définie et
invariable. Du fait de la variabilité de ce mélange complexe, une donnée sur un extrait de
plante peut ne pas correspondre a un autre extrait de cette méme plante. C’est pourquoi la
rédaction de leur profil toxicologique est complexe. Ces extraits disposent rarement de
données spécifiques et souvent peu de données sont disponibles dans la littérature. D’autre
part, il est difficile de générer de nouvelles données: en effet, le nouveau reglement
cosmétique n° 1223/2009 introduit I'interdiction définitive (depuis 2013) de la réalisation de
tests in vivo sur les animaux et rend ce processus d’évaluation de la sécurité encore plus
complexe dans la mesure ou tous les endpoints toxicologiques (notamment pour des effets

systémiques) ne disposent pas encore de méthodes alternatives validées.

Il n"existe de pas de méthodologie officielle pour évaluer ces extraits particuliers. Si
des données fournisseur spécifiques sont fournies, (ce qui est rarement le cas), ce sont ces
données qu'’il faudra utiliser en priorité. Il est reconnu que, pour ces ingrédients particuliers,
I'origine et le mode d’obtention sont particulierement importants. Cela permet d’identifier

des usages établis et de baser I'’évaluation de la sécurité sur des données existantes.
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En I'absence de données, |'évaluateur peut choisir d’avoir la démarche la plus
protectrice possible, c’est-a-dire d’appliquer une marge de sécurité forte afin de ne faire
courir aucun risque au consommateur. Cependant, cette démarche peut étre trés limitante

en restreignant au maximum la concentration des ingrédients.

Une approche préconisée pour évaluer la sécurité des extraits végétaux est le TTC

(Toxicological Threshold of Concern) développé la partie 3.2.2.1 (Antignac et al., 2011).

Il est donc nécessaire que des méthodes alternatives soient développées au plus vite
et que des méthodologies de recherche de données bibliographiques soient mises en place
afin de faciliter I'acces aux données nécessaires pour réaliser un profil toxicologique. La
méthodologie développée dans le cadre de cette these peut donc non seulement étre
envisagée comme une aide a l'innovation, mais devrait également permettre de réaliser les
profils toxicologiques d’ingrédients déja existants afin de permettre la réalisation de leur

DIP.
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5. L’évaluation de la sécurité des extraits végétaux dans les
produits cosmétiques : méthodologie et optimisation

5.1. Matériels et méthodes — collecte et organisation des données

Les domaines de la botanique et de la pharmacognosie ont la particularité d’étre des
domaines ouverts au partage de connaissances. Ainsi, de nombreuses données a travers le
monde sont mises en libre accés par des passionnés, des associations ou des institutions. Les
premieres semaines de mon stage de fin d’études ont notamment contribué a la réalisation
d’un document répertoriant et classant le maximum de bases de données (botaniques,
toxicologiques, réglementaires...) sur les végétaux. Cette phase de collecte des données a
été réalisée en parallele de leur organisation : Il s’agissait de déterminer pour chaque source
de données : de quel type d’information s’agit-il, en quelle quantité (nombre de noms de
plantes répertoriés, d’extraits végétaux ou de constituants traités), est-elle en libre acces, a
qguel moment de I'évaluation faudra-t-il utiliser les informations qu’elle contient ? La réponse
a ces questions a permis d’organiser le travail tout au long de ce stage en priorisant les bases
de données les plus accessibles et pertinentes pour le projet.

De nombreuses bases de données européennes et mondiales ont été identifiées et
analysées. Les données ainsi obtenues sont issues de logiciels, de sites internet, d’ouvrages
ou d’institutions. Le tableau 7 ci-aprés chiffre le nombre de bases de données trouvées et
sélectionnées. Les bases de données et informations choisies sont présentées a la suite et
sont classées selon leur utilité dans telle ou telle étape nécessaire a I'évaluation de la

sécurité des extraits végétaux.

Tableau 7. Bilan du nombre de bases de données passées en revue et sélectionnées pour le
projet, classées en fonction de I'étape d'évaluation des extraits végétaux

Type de base de Listes Données Données toxicologiques
données Identification réglementaires/historique toxicologiques sur les sur les constituants des
Quantité de la plante d’usage extraits végétaux extraits végétaux

Nombre de bases
de données 11 19 22 13
passées en revue
Nombre de bases
de données 2 10 12 3
sélectionnées

A noter qu’il faut faire la différence entre I'évaluation d’'un UVCB (Unknown or

Variable composition, Complex reaction products, or Biological materials) et celle d’un
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extrait purifié monoconstituant : ce travail a pour but d’évaluer la toxicité d’extraits de
composition partiellement inconnue et non de constituants isolés de plantes qui ne sont plus
considérés comme UVCB mais comme monoconstituants avec une pureté plus ou moins

proche de 100%.

5.2. Mise en place d’une méthodologie d’évaluation de la sécurité des
extraits végétaux

Comme défini par I'ICCR (International Cooperation on Cosmetics Regulation),
“L'évaluation de sécurité des ingrédients cosmétiques n'est pas une procédure standardisée,
mais devrait étre réalisée au cas par cas en utilisant les meilleures données scientifiques
disponibles. [...] Elle implique une approche individuelle qui commence par des hypotheses
prudentes et qui inclut des approches plus sophistiquées [...]” (ICCR, no date). C'est d’autant

plus le cas pour les extraits végétaux compte tenu de leurs caractéristiques particuliéres.

Il existe de nombreux guides pour évaluer les différents produits mis sur le marché.
Les guides proposées par la FDA (Food and Drug Administration) et le SCCS (Scientific
Committee on Consumer Safety) pour évaluer les produits cosmétiques contenant des
ingrédients chimiquement bien définis, proposent une méthodologie difficilement applicable
aux produits végétaux. Des guides sont également disponibles pour I’évaluation des plantes
en alimentaire et en phytothérapie (Antignac et al., 2011). Pour les produits cosmétiques
contenant des extraits végétaux, le CIR (Cosmetic Ingredient Review : Comité d’experts qui
évalue la sécurité des ingrédients cosmétiques) propose un arbre de décision pour
I’évaluation de la sécurité des produits cosmétiques d’origine botanique (Cosmetic

Ingredient Review, 2012).



77

la: l'ingrédient est traditionnellement utilisé dans la nourriture ou
en médecine

=2
o
\

1b : l'ingrédient fait partie d’'un usage

8 traditionnel en alimentaire ou médecine
3
4 ) )
; S =t “
2: I'exposition cosmétique 5: I'ingrédient est . | Caractériser

estla méme que celle de bien caractérisé NON “| lingrédient

'usage traditionnel
-
O
y
6: Les constituants sont
% similaires a des ingrédients
= alimentaires traditionnels
3 =
-}
O — @]
) Z
(@]
\ 4 \ 4
4: Suffisamment de données de sécurité sont disponibles
pour couvrir I'usage cosmétique
— =
= @]
©)] wZ W
3 : évaluer la tolérance locale I] ﬂ 7 : procéder a I'évaluation de la sécurité |‘

Figure 9. Arbre décisionnel pour I'évaluation de la sécurité des ingrédients cosmétiques
d’origine botanique (Cosmetic Ingredient Review, 2012)

Comme vu précédemment, un profil toxicologique des ingrédients des produits
cosmétiques est requis par le réeglement cosmétique n° 1223/20009. Il est donc important de
disposer d’'un mode opératoire pour rédiger le profil toxicologique des extraits végétaux. Il
n’existe pas d’approche validée pour leur évaluation. Deux approches sont possibles : soit
I'ingrédient végétal est évalué dans son ensemble, soit il est évalué en fonction des
molécules susceptibles de le composer. En pratique, elles sont réalisées en paralléle. Dans
tous les cas, les données fournies spécifiques a I'extrait devront étre traitées en priorité. Les
données fournisseur requises lors de l'achat d’une matieére premiere, contiennent des
spécifications microbiologiques, une fiche de données sécurité (FDS), des données
toxicologiques, la composition de la matiere premiere avec la présence ou non d’impuretés
ainsi que la liste des allergénes. Au regard de l'interdiction des tests sur les animaux en
Europe pour les produits cosmétiques, une étude des données bibliographiques et une
extrapolation de ces données a I'extrait évalué est nécessaire si I'industriel souhaite vérifier

I'innocuité de son extrait.
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L'EFSA (European Food and Safety Authority) a élaboré un concept pour I’évaluation
des plantes et préparations a base de plantes dans les compléments alimentaires : la
présomption de sécurité. En effet, reconnaissant que de plus en plus de craintes émanaient
en Europe quant a la sécurité des plantes largement utilisées en alimentaire, I'EFSA a
développé un guide qui définit une approche a deux niveaux (European Food Safety

Authority, 2014) :

- Niveau A : évaluation de la sécurité sur la base des connaissances disponibles. Cela repose
sur le principe que si, au regard de I'évaluateur de la sécurité, suffisamment de données
fiables existent, la plante pourra bénéficier au cas par cas d’'une « présomption de sécurité »,
sans avoir a recourir a des tests complémentaires. Pour arriver a cette conclusion, une claire
définition de la plante est nécessaire ainsi qu’une mise en évidence d’un historique d’usage
sans danger et sans effet indésirable reporté. Cette présomption de sécurité ne pourra bien
sQr étre établie que si le niveau d’exposition envisagé ne dépasse pas celui reporté sans

danger et devra étre amplement documentée.

- Niveau B: si les données disponibles ne sont pas jugées suffisantes pour obtenir une
évaluation de la sécurité fiable, cette étape prévoit la génération de nouvelles données

toxicologiques par l'industriel.

Une partie de cette approche peut étre appliquée aux extraits végétaux dans les

produits cosmétiques.

La méthodologie proposée dans cette these est le fruit de nombreuses concertations
lors de mon stage de fin d’études. Elle est propre a I'’évaluation de la sécurité des extraits
végétaux et réalisée sur la base d’une revue de la littérature et d’'un partage d’expérience
avec des industriels. Le mode opératoire adopté pour la réalisation du profil toxicologique

d’un extrait végétal comporte quatre étapes (figure 10) :

Etape 1: . . Etape 3: données Etape 4: données
. . Etape 2: historique . . . .
identificationde la dinilication toxicologiques sur toxicologiques sur

plante I"extrait les constituants

Figure 10. Méthodologie d'évaluation itérative des extraits végétaux

Cette méthodologie consiste tout d’abord a correctement identifier la plante et son

extrait afin d’orienter les recherches bibliographiques dans le bon sens. Il s’agit ensuite de
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rechercher si la plante a un historique d’utilisation dans d’autres domaines (alimentaire,
pharmaceutique), ce qui pourrait permettre, au cas par cas, de présumer de sa sécurité ou
de son caractere dangereux. L'étape suivante consiste a rassembler des informations
toxicologiques pertinentes le concernant. Enfin si cela s’avére nécessaire (c’est-a-dire que les
étapes précédentes ont été peu fructueuses), des données sur les constituants peuvent étre

recherchées et étre ajoutées au profil toxicologique.

La démarche exposée dans cette thése a pour but d’assister I'évaluateur de la
sécurité dans la conclusion sur la toxicité d’un ingrédient cosmétique grace a une
extrapolation des données de la littérature (dans un contexte d’interdiction des tests sur les
animaux en Europe pour les produits cosmétiques et dans le but de minimiser le nombre de
tests in vitro réalisés). La méthodologie proposée a également pour but d’aider a
I'innovation cosmétique : suite a la sélection d’un extrait pour son intérét, la recherche de
données sur ce dernier permet d’avoir une vue d’ensemble sur sa toxicité et de savoir s’il est

judicieux de poursuivre le développement de ce produit.

5.2.1. Identification de la plante/de I'extrait

Comme pour un ingrédient cosmétique de synthese, il peut étre intéressant d’avoir
une vision d’ensemble de [l'utilisation de la plante ou de l'extrait en cosmétique en
commengant par chercher des informations sur les bases de données internet habituelles
utilisées pour I’évaluation de la toxicité des ingrédients cosmétiques « classiques ». Ainsi, il
est recommandé de commencer par rechercher des informations dans la base de données
Cosing, déja évoquée dans ma premiére partie (voir figure 2, partie 3) (Commission
Européenne, 2012). L'entrée de I'INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients)
(ou du nom botanique si I'INCI est inconnu) de I’extrait dans le moteur de recherche de cette
base permet de savoir tout d’abord si cet extrait ou d’autres extraits de cette plante sont
déja utilisés en cosmétique. Si c’est le cas, d’autres informations seront disponibles comme
les fonctions en cosmétique de cet extrait, ses numéros CAS ou EC (respectivement numéros
d’enregistrement américain ou européen des substances) s’ils existent ainsi que des
rapports de certaines instances européennes s’ils sont disponibles. Afin d’obtenir des
informations sur le mode d’action, la sécurité, l'usage et la réglementation de I'extrait en
guestion, I’évaluateur peut ensuite lancer une recherche dans la base de données Cosmetics

Info (voir figure 3 dans la partie 3) (Personal Care Products Council, 2016a).
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Avant méme de commencer |'évaluation, il est impératif de vérifier que la plante
n‘est pas soumise a des restrictions ou interdictions réglementaires. Le reglement
cosmétique fournit des listes positives et négatives de substances : I'annexe Il présente la
liste des substances interdites dans les produits cosmétiques et I'annexe Il présente la liste
des substances restreintes (Commission Européenne, 2014). Normalement ces données sont
affichées dans la base de données Cosing, mais en I'absence de mises a jour régulieres, il
convient de consulter manuellement les annexes du reglement cosmétique. Il est également
recommandé de vérifier que la plante a partir de laquelle on obtient I'extrait n’appartient
pas a la liste de la CITES (Convention sur le commerce international des espéces de faune et
de flore sauvages menacées d'extinction) dont j'ai évoqué le fonctionnement dans la partie 4

de cette these.

La bonne caractérisation de la plante dont I'extrait est issu est essentielle. Le nom
vernaculaire d'une plante n’est pas suffisant étant donné que ce dernier peut préter a
confusion, et qu’il peut varier en fonction des pays et des régions. Une plante est toujours
désignée par un bindbme en latin, combinant un nom de genre et un nom d’espéce suivis du
nom ou diminutif de I'autorité I'ayant décrite. Exemple du laurier sauce : Laurus nobilis L. (ce
L. correspond a Carl von Linné, qui est le pere de cette nomenclature binomiale). Ce nom est
éventuellement suivi par un nom de sous-espéce, d’hybride, de variété (var.), de cultivar
(cv.). Différentes classifications existent comme la classification de Cronquist (trés utilisée
mais basée uniquement sur les caractéres morphologiques) ou la classification
phylogénétique APG IV (Angiosperm Phylogeny Group) (pour les angiospermes uniquement,
basée sur des criteres génétiques). Il existe dans certains cas deux ou plusieurs
dénominations latines (synonymes non validés) pour une méme plante. Il faut également
veiller a obtenir le maximum de renseignements concernant I'origine géographique et les
conditions environnementales d’obtention et de production (European Food Safety

Authority, 2014).

En guise de rappel, tous les ingrédients cosmétiques sont caractérisés par un nom
INCI. Le nom INCI d’un extrait végétal sera, sauf exceptions, construit a partir du nom latin
de la plante suivi ou non du type d’extrait. La plupart des documents contenant des
informations sur les extraits végétaux (toxicologiques, réglementaires) présentent ces

données sous le nom botanique de la plante et non pas sous le nom INCI. Des bases de
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données en ligne recensent les noms de plantes, elles listent les noms latins et leurs

synonymes en cas de doute lors de la caractérisation de I'extrait a évaluer :

- The Plant List : il s’agit d’'une collaboration de nombreuses bases de données du
monde entier qui disposent aussi de sites internet comme I'IPNI (the International Plant
Name Index), celles du Royal Botanical Gardens, Kew and Missouri Botanical Garden ainsi
gue des bases de données sud-africaines, australiennes... Le site rassemble 350 699 taxa’,
cependant sans vraiment de vérification sur I'existence des taxa ni de la conformité de leur

nom (Allkin B et al., 2013) ;

- Catalogue of life, base de données américaine qui regroupe les noms de 349 839

taxa végétaux (Catalogue of life, 2015).

Une fois la plante caractérisée, il s’agit de correctement identifier ’extrait : de quelle
partie de la plante est-il issu, quelle est la technologie qui a été utilisée pour I'obtenir
(extraction par solvant, distillation, macération, purification, concentration...) et quels sont
les parameétres de ces différentes technologies qui sont susceptibles de modifier la
composition finale de I'extrait (exemple : solvant utilisé, température...) (European Food
Safety Authority, 2014 ; Antignac et al., 2011).

Le SCCS propose la liste suivante afin d’identifier correctement une substance
végétale d’origine naturelle (SCCS, 2015) :

- nom commun ou nom d’usage de la plante,

- nom de la variété, de I'espéece, du genre et de la famille, si plus d’une variété de la méme
espéce est utilisée, chacune doit étre précisée,

- évaluation organoleptique, macroscopique, microscopique,

- descriptions morphologique et anatomique et une photographie de la plante utilisée,

- ’habitat naturel et la distribution géographique de la plante,

- les sources actuelles de cette plante incluant la localisation géographique et si la plante a
été cultivée ou est sauvage,

- la description: du processus de préparation: collecte, lavage, séchage, extraction,
distillation, distillation destructive, purification, procédures de conservation..., du transport,
manipulation, stockage, de la forme commerciale : poudre, solution, suspension..., des

éléments caractéristiques de la composition : identification des composants caractéristiques,

2 ey s . \ s " N .
Taxon (pl. taxa): « unité quelconque (genre, famille, espéce...) des classifications des étres vivants »
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des composants toxiques (%). Lors de la caractérisation analytique de la substance, si
I'extrait ou lingrédient est connu de par son origine ou processus de fabrication pour
contenir un constituant a risque, l'industriel peut le rechercher et le doser.
- spécifications physico-chimiques,
- qualité microbiologique incluant les principales levures,
- autre contamination externe,
- conservateurs et autres additifs ajoutés.

Une fois toutes ces données collectées, I'évaluateur peut s’assurer de la matiére
premiere dont est issu I'extrait ainsi que de I'innocuité vis-a-vis de sa provenance (pesticides,

métaux lourds...).

5.2.2. Historique d’utilisation

Les plantes nouvellement utilisées en cosmétique peuvent I'avoir été précédemment
dans d’autres secteurs (alimentaire, pharmaceutique...). Lorsqu’un usage bien établi ou
traditionnel a été reconnu (composition, niveau d’exposition), il pourra étre assumé qu’a la
posologie usuelle ou a la dose d’utilisation traditionnelle, aucun risque n’est attendu, de par
le long historique d’utilisation de la plante (Cosmetic Ingredient Review, 2012). Au cas par
cas, et en I'absence de données toxicologiques, I'historique d’utilisation pourra étre une
information utile pour conclure sur la toxicité systémique, la génotoxicité, la carcinogénicité
ou la tératogénicité. Ces données ne sont utilisées pour conclure sur la sécurité que si elles
sont jugées suffisamment robustes. Cependant, a moins d’un historique d’utilisation
topique, ces données permettent rarement de présumer de |'absence de toxicité locale
(irritation cutanée, oculaire, sensibilisation, phototoxicité). Ce type de donnée permet
également (méme sans parvenir a une conclusion) d’avoir une idée du contexte dans lequel
cette plante est utilisée et renseigne sur les bases de données dans lesquelles on pourra
éventuellement trouver des données. Le tableau 8 ci-dessous présente les réglementations
et les informations les plus intéressantes et pertinentes pour I'évaluation des extraits

végétaux.
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Tableau 8. Sélection des réglementations et informations pertinentes pour I'historique

d'utilisation :

données issu des domaines Cosmétiques (1), Alimentaires (2),

Pharmaceutiques (3)

‘ Source

Cosmetics info (USA)
(1)

Description

Si I'extrait a évaluer est disponible dans cette base, I’évaluateur pourra avoir des
informations sur le mode d’action, la sécurité, I'usage et la réglementation de cet extrait.
Cela donne une idée des données disponibles sur I'extrait

http://www.cosmeticsinfo.org/

(Personal Care Products Council, 2016b)

FDA Gras list (USA)
(2)

Un panel d’experts de la FDA (food and drug administration) établit une liste des
substances ou extraits ajoutés aux aliments qui sont considérés comme sans danger
(Generally recognized as safe)
https://www.fda.gov/food/ingredientspackaginglabeling/gras/

(FDA Gras List; 2017)

EFSA (Europe)
(2)

L'EFSA a publié deux compendium listant des plantes qui ont été reportées comme
contenant des substances avec un danger potentiel pour la santé humaine quand elles
étaient utilisées dans de la nourriture ou dans des compléments alimentaires.
“Compendium of botanicals reported to contain naturally occurring substances of
possible concern for human health when used in food and food supplement”

Depuis le 5 juillet 2016, il existe une version améliorée sous forme de base de données en
ligne: y accéder par ce lien : https://www.efsa.europa.eu/fr/press/news/160705)

(EFSA, 2012)

Compléments
alimentaires arrété
du 24 juin 2014
(France)

()

Etablit la liste des plantes, autres que les champignons, autorisées dans les compléments
alimentaires et les conditions de leur emploi
(Legifrance, 2014)

Plantes en vente
libre : décret n°2008-
841 (France)

(3)

Liste comportant 148 plantes médicinales pouvant étre vendues au public hors du circuit
pharmaceutique
(Legifrance, 2008)

ANSM: pharmacopée
listes AetB
(France)

(3)

L’ANSM (Agence Nationale de la Santé et du Médicament) a publié deux listes concernant
la pharmacopée frangaise :

Liste A : Plantes médicinales utilisées traditionnellement

(ANSM, 2016)

Liste B: Plantes médicinales utilisées traditionnellement en I'état ou sous forme de
préparation dont les effets indésirables potentiels sont supérieurs au bénéfice attendu
(ANSM, 2016b)

Monographies de
’'OMS (Monde)
(3)

Regroupe les monographies réalisées par les experts de I'OMS (Organisation Mondiale de
la Santé) sur les plantes utilisées dans le monde entier en médecine traditionnelle
(WHO, 2002)

EMA (Europe)
(3)

Le Committee on herbal medicinal products de 'EMA (European Medical Agency) a publié
des monographies portant sur I'usage de plantes médicinales a des fins thérapeutiques
(EMA, 2017)

ESCOP (Europe)
(3)

L'ESCOP (European scientific Cooperative on Phytotherapy) est un comité scientifique
composé d'experts issus des pays membres Européens qui compte des médecins, des
phytothérapeutes, des spécialistes de la pharmacognosie, de la pharmacologie et de la
réglementation. Ce comité a publié un livre dans lequel figure des monographies sur
I'utilisation thérapeutique des médicaments végétaux

(ESCOP, 2017)

German Commission
« E Monographs »
(Allemagne) (3)

Monographies allemandes phytothérapeutiques
(German Commission, 2017)
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Ces informations sont sous forme de listes de noms qui présentent des plantes qui
ont un long historique d’utilisation et leurs précautions d’emploi, parfois des doses
maximales journalieres... Ces données permettent au cas par cas de présumer de la sécurité
d’un extrait végétal, notamment pour la sécurité systémique en I'absence d’autres données

toxicologiques plus robustes.

5.2.3. Données toxicologiques sur I'extrait

En cosmétique, et ce, a juste titre, un accent particulier est mis sur I'évaluation de la
toxicité locale (irritation et corrosion cutanée et oculaire), de la sensibilisation cutanée et, en
cas d’absorption UV, de la toxicité photo-induite (phototoxicité). Il est cependant
inconcevable de négliger le passage transcutané d’un produit cosmétique appliqué sur la
peau. Par exemple on peut avoir le cas d’un ingrédient dans une lotion pour le visage (tout
particulierement s'il est lipophile) qui peut migrer a travers la couche supérieure de la peau
jusque dans le derme qui contient du tissu gras et des petits vaisseaux sanguins. A ce stade,
cet ingrédient peut facilement pénétrer dans un de ces vaisseaux, rejoindre la circulation
sanguine et avoir un effet systémique (Mone, 2014). Ainsi, des données sur la toxicité
systémique sont également requises. Il doit découler de ces études une NOAEL (No Observed
Adverse Effects Level : dose sans effet nocif observé) qui permettra par la suite de calculer le
risque de la substance (SCCS 2015 ; Nohynek et al. 2010). Les informations toxicologiques
nécessaires pour réaliser un profil toxicologique en accord avec le point A.8 de I'annexe | du
réeglement cosmétique n° 1223/2009 (Commission Européenne, 2014) ainsi que les
méthodes validées pour les réaliser sont listées dans le tableau 5 dans la partie 3 de cette

these (Kandarova and Letasiova, 2011).

Un profil toxicologique doit étre rédigé pour chaque ingrédient cosmétique. Pour
rappel, ce profil consiste a rassembler des informations pertinentes sur chaque « endpoint »
requis par le reglement cosmétique afin de déterminer les dangers de la substance. Les
données spécifiques apportées par le fournisseur de matiere premiere sont a traiter en
priorité car elles correspondent exactement a I'extrait a évaluer. Pour pouvoir étre
suffisamment robustes, les tests doivent dans la mesure du possible avoir été réalisés selon
les lignes directrices de I'OCDE ou autres protocoles validés et doivent respecter les GLP

(Good Laboratory Practice).
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Si les données sont robustes et suffisantes pour |'endpoint en question, des
recherches complémentaires dans la bibliographie ne s’averent pas nécessaires. Si
I'évaluateur le juge nécessaire, des recherches bibliographies de données sur le profil
toxicologique de I'extrait devront étre réalisées. Cependant, les données toxicologiques sur
un extrait en particulier sont généralement rares et réparties dans divers ouvrages et sites

internet.

Le tableau 9 ci-dessous présente la sélection des bases de données généralement
utilisées pour la rédaction du profil toxicologique des extraits végétaux. Il faudra justifier
I'utilisation de données issues de la littérature dans la mesure ou chaque extrait est différent
(justifier pourquoi I'extrapolation a semblé réalisable). De nombreuses données sur les
extraits végétaux existent, elles sont sous la forme de livres, de monographies en format
PDF, de pages internet... Ces sources de données ont été priorisées en fonction de la facilité
de les exploiter : ont été sélectionnées en priorité les monographies en format PDF, libres

d’acces et issues d’instances reconnues donc fiables.

Tableau 9. Sélection des bases de données pour la rédaction du profil toxicologique des
extraits végétaux

Rapports du CIR |l s'agit d’évaluations de la sécurité des ingrédients cosmétiques par des

(USA) experts. Le CIR (Cosmetic Ingredient Review) émet notamment des avis sur
la sécurité d’emploi de plantes, extraits de plantes ou huiles essentielles,
conseille sur des concentrations maximales d’utilisation dans les
cosmétiques.
Pour des extraits communément utilisés, c’est la base qui fournit le plus
d’informations (CIR, 2017).

Opinions du SCCS Le SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety) aborde via ces opinions,

(Europe) les questions relatives a la sécurité sur la santé humaine des produits de
consommation non alimentaires tels que les cosmétiques, les jouets, les
vétements et les textiles, les produits de soins personnels et des services
de consommation (par exemple : tatouage). Des rapports concernant
I'utilisation de certaines molécules en cosmétiques sont a disposition de
I’évaluateur de la sécurité. Cependant, peu d’extraits végétaux sont évalués
(SCCS, 2017).

Guides du conseil de Les experts du Conseil de I'Europe fournissent des fiches sur la sécurité

I’Europe (Europe) d’emploi des plantes et des préparations a base de plantes utilisées comme
ingrédients dans les produits cosmétiques. IlIs rédigent également des
monographies sur des substances actives présentes dans les plantes pour
lesquelles aucune réglementation spécifique n’existe. Ci-dessous les
ouvrages existants :
o Safety survey on active ingredients used in cosmetics (Council of

Europe, 2008)
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o Plants in cosmetics :
o volume I: plants and plant preparations used as ingredients for
cosmetic products (Franco and Silano, 2002)
o volume Il : Plants and Plant Preparations Used as Ingredients
for Cosmetic Products (Anton, Patri and Silano, 2001)
o volume lll: potentially harmful components (Council of Europe,
2006)
« Plantes toxiques (3° Ed.) : Végétaux dangereux pour I'homme et les
animaux. Volume Il : monographies de plantes dangereuses » (Bruneton,
2005)
Le BHMA (British Herbal Medicine Association) publie le British Herbal
Compendium, livre en 2 volumes : rassemblant les monographies (résumé
des constituants et des propriétés) de 84 plantes (British Herbal Medicine
Association, 1992, 2006).
Il s’agit d’un livre thématique sur I’aromathérapie regroupant 68
monographies d’huiles essentielles avec des données sur leur usage, leur
toxicité, leur bioactivité, contre-indications et études cliniques (Lis-Balchin,
2006).

L'ouvrage édité par Vidal : « Phytothérapie: la santé par les plantes »,
propose des monographies de plantes médicinales et de leurs usages
thérapeutiques : partie de plante utilisée et formes galéniques, toxicité et
posologie (Vidal, 2010).

Cet ouvrage fournit des données sur la composition, la toxicologie, I'usage,
la pharmacologie et la biologie de 300 extraits végétaux (Khan and
Abourashed, 2010).

Ce sont des monographies réalisées par les experts de 'OMS (Organisation
Mondiale pour la Santé) sur les plantes utilisées dans le monde entier en
médecine traditionnelle (WHO, 1999a, 1999b, 2002, 2009).

Le Committee on herbal medicinal products de 'EMA (European Medical
Agency) a publié des monographies portant sur l'usage de plantes
médicinales a des fins thérapeutiques (EMA, 2017).

Association d’industriels fabriquant des produits a base de plante, I’AHPA
(American Herbal Product Association) a publié le « botanical safety
handbook » qui contient des informations de sécurité sur plus de 500
especes de plantes (AHPA, 2013).

Les compendiums de I’'EFSA mentionnés plus haut ont été mis sous forme
de base de données accessible par internet. Il s’agit d’'une base de données
trés complete, avec, pour chaque plante : des données toxicologiques, des
données sur la composition. Egalement disponible, une recherche a partir
des constituants.

Y accéder par ce lien : https://www.efsa.europa.eu/fr/press/news/160705
Cette base de données permet d’avoir un lien entre une plante/partie de
plante et les constituants qui ont été retrouvés et effets indésirables
reporté sur la plante ou ses constituants en particulier.
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On trouve dans ce tableau des noms de bases de données déja citées dans le tableau
8. En effet, elles présentent des données toxicologiques intéressantes en cosmétique en plus

des données sur I'historique d’utilisation des plantes.

D’autres bases de données plus générales peuvent étre utilisées. Parfois une simple
recherche du nom de l'extrait dans un moteur de recherche classique apportera des
informations intéressantes. Des moteurs de recherche de publications scientifiques plus ou
moins axés sur la toxicologie peuvent également étre utilisés tels que Toxnet (U.S. National
Library of Medicine, no date b), NTP (National Toxicology Program) (U.S. Department of
Health and Human Services, no date), PubMed (U.S. National Library of Medicine, no date a),
NICNAS (Australian government, no date)... Ces bases de données ont été précédemment

décrites dans ma troisieme partie.

5.2.4. Données toxicologiques sur les constituants de I’extrait

Les constituants chimiques végétaux sont issus des métabolismes (primaire et
secondaire) de la plante. Prés de 40 000 structures sont répertoriées. Elles sont classées en
groupes de molécules présentant des similarités. Cette classification est notamment basée
sur des considérations structurales (groupes fonctionnels en commun...). Le métabolisme
primaire aboutit a des constituants permettant la croissance, le développement comme les
glucides, les acides aminés, les protéines et les lipides. Le métabolisme secondaire produit
des constituants qui aident la plante a augmenter sa capacité de survie et a surmonter les
agressions locales en lui permettant d’interagir avec son environnement. Les molécules

bioactives sont principalement issues du métabolisme secondaire (Taiz et al., 2010).

Des substances appartenant a un méme groupe sont susceptibles d’avoir des

caractéristiques similaires : physico-chimique, toxicologique, biologique, écotoxicologique.

On pourrait s’attendre a voir des plantes proches dans leur taxonomie
(« généalogie ») posséder une composition similaire. Cependant, ce n’est pas le cas. En effet,
a un moment de I'Evolution, une plante peut avoir développé un métabolite toxique (pour se
défendre par exemple) que des proches parents n'auront pas. Ainsi, deux taxa
phylogénétiquement proches peuvent avoir des compositions analogues comme totalement
différentes. On ne peut donc pas extrapoler la composition de plantes taxonomiquement

proches.
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Dans le cadre de I'évaluation des dangers d’un extrait végétal, des données sur les
constituants sont recherchées si suffisamment peu d’informations sont disponibles sur
I’extrait ou bien s’il a été identifié une alerte sur un constituant préoccupant potentiellement
présent dans l'extrait a évaluer. Cette étape est rarement réalisée (ou réalisée en
complément de I'étape précédente) du fait de la complexité a trouver des informations sur
ces constituants ainsi que la problématique de I'extrapolation de la toxicité de plusieurs
constituants a celui du mélange (effets synergiques, agonistes, antagonistes...). Grace aux
données de la littérature, on pourra cependant déterminer de quels types de constituants
(ou familles de constituants) est constituée la plante et également identifier des constituants
préoccupants (CMR, sensibilisants) si disponibles. Une caractérisation analytique de I’extrait
peut étre réalisée afin d’obtenir un apercu des constituants majoritaires, de valider I'absence
de substances toxiques, d’allergenes, de résidus de pesticides, de métaux lourds, de solvants
résiduels (impuretés)... Ainsi la constitution de I’extrait peut étre connue et une recherche

bibliographique pourra étre réalisée sur les constituants principaux.

Certains constituants disposent en effet de données toxicologiques dans la littérature
permettant d’évaluer le risque systémique (NOAEL...), il existe des valeurs seuil (normes,
réglementations, avis d’experts...). Certains constituants sont connus pour leurs effets
sensibilisants ou irritants. Si aucune donnée n’est disponible sur le constituant présent dans
I'extrait a évaluer, une approche read-across peut étre envisagée a partir des données
disponibles sur le groupe de molécules similaires ou encore l'utilisation du TTC peut étre

préconisée (Antignac et al., 2011).

Certains constituants de plantes sont interdits ou restreints dans les produits
cosmétiques. La collecte de données sur les constituants de I'extrait consiste donc tout
d’abord a répertorier ceux qui sont soumis a des restrictions réglementaires et a vérifier s'ils
sont susceptibles d’étre présents dans I'extrait a évaluer. Par exemple, les furanocoumarines
ont un pouvoir phototoxiques (opinion du SCCS (Commission Européenne, 2005)) et sont par
conséquent interdites dans les produits cosmétiques selon I'annexe Il du reglement
cosmétique n° 1223/2009. Il existe également des limites de concentrations pour certains
constituants : en effet, les terpénes (comme le camphre, le menthol, I'eucalyptol) sont
autorisés dans les cosmétiques mais en dessous d’une certaine concentration, fixée par

I'annexe Il du réglement cosmétique n° 1223/2009. D’autres instances peuvent proposer
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des recommandations, c’est par exemple le cas de I'AFSSAPS (Desmares and Laurent,
2008) qui préconise d'interdire I'utilisation de ces terpénes dans des produits a destination
d’enfants de moins de trois ans et de limiter leur présence dans les produits pour les enfants

de 33 6ans.

Le RIFM (Research Institute for Fragrance Materials) est une association d’industriels
du parfum qui génere et évalue des données scientifiques sur I’évaluation de la sécurité des
ingrédients de parfums trouvés dans les produits de beauté et de soin. Il s’agit de la plus
exhaustive des bases de données sur les constituants de parfums (plus de 5000). Or, les
constituants de parfums sont souvent issus de substances végétales. Cette base de données
n’est accessible que sous souscription annuelle payante. Cependant, le RIFM laisse certaines
de ses évaluations de la sécurité de constituants de parfums trés communément utilisés en

libre acces.

Une autre base de données traite des constituants d’extraits végétaux. Il s’agit des
bases de données phytochimique et ethnobotanique du docteur Duke (« Duke’s
phytochemical and ethnobotanical databases »). James Duke est un botaniste américain qui
a publié de nombreux ouvrages sur la médecine botanique et la phytochimie et qui a
rassemblé ses connaissances dans une base de données tres compléte et libre d’acces. Cette
base de données a I'avantage commode de lier : les noms botaniques de plantes avec les
constituants principaux retrouvés dans ces plantes ainsi que leur activité biologique et leur

éventuelle toxicité.

L'EFSA dispose également depuis juillet 2016 d’un site internet répertoriant les

constituants des extraits végétaux, leur toxicité, et dans quelles plantes ils sont présents.

Des données sur les constituants sont également disponibles dans certaines bases
déja citées précédemment dans le tableau 9. Il convient, lors de la réalisation du profil
toxicologique de collecter le maximum de données pouvant servir a établir quels sont les

dangers de I’extrait.

Il faudra, comme lors de la recherche de données toxicologiques sur I'extrait penser

en plus a rechercher dans des moteurs de recherche bibliographiques cités précédemment.

L'obtention de données sur les constituants de I'extrait permet d’avoir une vision

plus compléete des dangers de I'extrait afin de rendre la conclusion plus pertinente.
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5.2.5. Evaluation et gestion du risque

Le profil toxicologique de I'extrait permet de caractériser le danger de I'extrait.
Toutes les voies d’absorption toxicologiques importantes sont examinées : cutanée, orale
(dans le cas de sticks a levre par exemple), par inhalation (dans le cas d’aérosols), ou oculaire

(dans le cas d’un produit appliqué autour des yeux).

Si la recherche bibliographique menée a permis de mettre en évidence une NOAEL
issue d’études robustes, |'évaluateur, aprés avoir calculé la dose d’exposition systémique
(SED) pourra en déduire la marge de sécurité (MOS) et par conséquent conclure quant a la
sécurité de son extrait a l'aide de la formule : MOS = NOAEL/SED. Si ce rapport est
supérieur a 100, I'extrait pourra étre considéré comme slr pour la santé humaine (SCCS,

2015 ; Nohynek et al., 2010).

Les données sur I'exposition aux produits cosmétiques sont retrouvées dans le guide
du Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS, 2015) qui propose des niveaux

d’exposition pour chaque type de produit cosmétique (voir tableau 4, partie 3).

Si aucune NOAEL ne ressort de la recherche bibliographique, et si certains
constituants de cet extrait s’averent préoccupants, une approche TTC pourra étre utilisée
par défaut. Cette approche nécessite d’avoir les concentrations des constituants dans
I'extrait. Le TTC est pour rappel un concept qui est basé sur I'hypothese que des seuils
d’exposition slrs pour I'Homme peuvent étre identifiés pour des substances, sans
déterminer leur profil toxicologique, en estimant leur toxicité sur la base de similarités
structurales avec des substances connues (Kroes et al., 2007). Si I'exposition a ce constituant
est inférieure a ces seuils théoriques, le risque peut étre considéré comme négligeable et

acceptable.

Enfin, en dernier recours, si I’évaluateur ne dispose pas d’études lui permettant de
sélectionner une NOAEL, il peut conclure au cas par cas sur la base de données qualitatives,
en utilisant les autres sources de données sur cet extrait, par exemple [’historique
d’utilisation en alimentaire ou en médecine : lorsqu’un usage bien établi ou traditionnel a
été reconnu (composition, niveau d’exposition), il pourra étre établi qu’a la posologie usuelle
ou a la dose d’utilisation traditionnelle, aucun risque n’est attendu au niveau systémique, de

par le long historique d’utilisation de la plante. Il s’agit du principe de présomption de
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sécurité (SCCS, 2015). Cette démarche devra étre diment étayée et justifiée. Elle n’est pas
applicable dans tous les cas. Il faut garder en téte le fait que des plantes utilisées
traditionnellement par des populations adaptées peuvent étre toxiques pour d’autres
communautés. Si les données ne sont pas suffisamment robustes ou si un doute persiste,
par principe de précaution, I'ingrédient cosmétique ne peut pas étre considéré comme ne
présentant pas de danger pour la santé humaine. Si l'ingrédient cosmétique doit étre
enregistré sous REACH, pour un autre usage que celui cosmétique ou expose des travailleurs,
dans ce cas, des tests peuvent étre générés (voir annexe 2). Dans le cas ou aucun autre
usage que celui cosmétique n’est reporté, aucun test sur animaux (attestant des effets
systémiques) ne pourra étre réalisé et I'ingrédient ne pourra pas étre introduit de maniere

sdre dans un produit cosmétique.

Si aucune donnée toxicologique sur 'usage n’est disponible — ce qui peut étre le cas,
car dans une optique d’innovation les industriels peuvent aller chercher des plantes tout a
fait méconnues — ou si I’évaluateur juge la présomption de sécurité insuffisante, des tests ou
des dosages complémentaires pourront toutefois s’avérer nécessaires. C'est également le
cas si la plante choisie ou le mode de préparation de I'extrait semblent pouvoir étre I'origine

de la présence de constituants préoccupants.

En cas d’une substance ou d’un constituant particulierement préoccupant, il est
également possible de mettre en place des mesures de gestion du risque par exemple en en
diminuant la concentration, en excluant un type de population (ne pas mettre I'allégation
« peaux sensibles » en cas de produit potentiellement irritant par exemple...), en préconisant

un rincage du produit apres utilisation, en baissant la fréquence d’utilisation...

5.3. Optimisation de I'évaluation des extraits végétaux via un logiciel : le
projet SeVe

EcoMundo est I'entreprise qui m’a accueillie pour mon stage de fin d’études. Il s’agit
d’'une PME dont l'objectif principal est de proposer un accompagnement dans la mise en
conformité réglementaire des produits de ses clients : Réglementation cosmétique,
Réglementation REACH, Réglementation CLP (Classification, Labelling, Packaging),
Réglementation biocides... Pour ce faire, EcoMundo a mis en place son propre service
informatique interne et par conséquent la création de plusieurs logiciels dont les différents

modules permettent de répondre aux exigences réglementaires. Cosmetic Factory
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(EcoMundo, 2014) est un outil informatique d'évaluation et de décision permettant a
I'industriel de gagner en temps et en efficacité dans la rédaction du DIP de son produit
cosmétique. Le logiciel a pour objectif de gérer dans le temps la conformité réglementaire
d'un produit cosmétique pour sa mise sur le marché. Cet outil permet de connaitre les
propriétés des substances et les réglementations qui les impactent afin de garantir la
sécurité des produits et leur conformité réglementaire aux consommateurs et aux autorités
compétentes. La gestion des extraits végétaux étant différente des ingrédients cosmétiques
classiques, elle reste problématique, c’est dans ce cadre que le projet SeVe (EcoMundo, no
date) a vu le jour. L'inclusion de ces ingrédients complexes dans les produits cosmétiques est
associée a des difficultés dans I'évaluation de la sécurité du produit et dans la réalisation du
DIP conforme au reglement cosmétique. L’évaluation de la sécurité des extraits végétaux en
cosmétique est réalisable « manuellement » mais fastidieuse, impliquant un important
travail de bibliographie et une bonne connaissance des multiples sources de données
dédiées. L’évaluation de la sécurité des extraits végétaux peut donc étre optimisée.

SeVe est un projet dont le but principal est d'optimiser I'évaluation de la sécurité des
extraits végétaux dans les produits cosmétiques. Dans un deuxieme temps, le logiciel pourra
également se préter a I'évaluation d’extraits végétaux dans d’autres types de produits. La
réalisation de ce projet consiste tout d’abord a élaborer une base de données la plus
exhaustive possible sur les noms botaniques des plantes existantes, les constituants ainsi
gu'a collecter des données toxicologiques, les réglementations spécifiques ainsi que les
historiques d’utilisation. En second lieu, ces données seront organisées dans un logiciel avec
diverses fonctionnalités permettant d'extrapoler des données pour des extraits végétaux
pour lesquels peu ou pas de données spécifiques du fournisseur sont disponibles. Ce logiciel
sera une aide a l'évaluateur pour conclure quant a la sécurité de ses extraits végétaux et
permettra aussi d'accompagner l'innovation en cosmétique par la recherche de nouveaux
actifs.

D’autres projets visant a faciliter I'évaluation de la sécurité des extraits végétaux
voient le jour. NCS-TOX (UNITIS, 2013) est un projet qui vise a réaliser un inventaire des
constituants chimiques de plantes et a définir leurs profils toxicologiques (a I'aide de
données bibliographiques et de modéles in silico (QSAR par exemple)) pour réaliser le profil
toxicologique de la plante en fonction de sa composition. Ce projet se base sur le postulat

gu’il existe un nombre restreint de voies de biosyntheses chez les plantes et donc un nombre
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restreint de substances, retrouvées dans les plantes dans des combinaisons et
concentrations variées. Aprés une analyse de la composition de I'extrait, la plupart des
constituants identifiés, cette démarche permettra de conclure quant a la toxicité de I'extrait
a partir des constituants qui le composent. Le projet SeVe est lui une démarche
bibliographique, et propose de rassembler un maximum de données disponibles pour
élaborer un outil qui permettra d’orienter et d’aider I’évaluateur dans sa démarche
d’évaluation de la sécurité de I'extrait. Depuis ses débuts, SeVe se veut étre un projet ouvert
et participatif. Il a d’ailleurs été publiqguement présenté le 18 novembre 2015 lors du
Congres Parfums & Cosmétiques — Enjeux réglementaires de la Cosmetic Valley a Chartres en
partenariat avec le laboratoire de produits cosmétiques Nuxe. Suite a de nombreuses
concertations avec des industriels du domaine, SeVe a été élaboré en accord avec le concept
de I'EFSA pour l'évaluation des plantes et préparations a base de plantes dans les
compléments alimentaires : la présomption de sécurité. La démarche en quatre étapes
exposée plus haut sera une base pour le fonctionnement de ce logiciel. L’évaluateur pourrait
évaluer son extrait de maniere itérative grace aux données présentées au fur et a mesure
par le logiciel.

La premiere étape consiste donc a bien identifier la plante et I'extrait a évaluer. La
plupart des documents recensés dans cette these contenant des informations intéressantes
utilisent les noms botaniques et non les noms INCI. Sauf exception, le nom INCI de I'extrait
végétal contient systématiquement le nom botanique de la plante dont il est issu (exemples :
Acacia catechu seed extract, Echinacea purpurea root extract..). Pour le bon
fonctionnement du logiciel, il fallait permettre un lien informatique entre le nom botanique
et le nom INCI de I'extrait. A cet effet, il était nécessaire d’avoir des listes quasi-exhaustives
de noms de plantes (c’est-a-dire une liste qui contiendrait toutes les plantes déja utilisées en
cosmétiques et celles qui pourront I'étre dans I'avenir) afin d’avoir les noms botaniques
validés et leurs synonymes. Une fois ce lien créé, tous les documents liés au nom botanique
contenu dans le nom INCI vont pouvoir étre mis a disposition de I'évaluateur.

L'entrée du nom INCI dans le moteur de recherche du logiciel donnerait accés a une
fiche matiere premiere optimisée pour les extraits végétaux, présentant des informations
remplies automatiquement par le logiciel comme le nom botanique, le nom de genre et
d’espéce et permettant de rentrer manuellement différentes autres données sur la plante et

I'extrait : par exemple, le pays de culture et de récolte, s’il s’agit d’'une plante sauvage ou
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cultivée, quelles sont les conditions de culture, quel est le moment de récolte (saison et
stade de croissance de la plante), les conditions de stockage, puis la partie de plante choisie,
le type d'extrait et le mode d’obtention de cet extrait avec les différents parametres influant
sur sa composition. Les informations présentées dans cette fiche matiere premiére seront
reprises dans les étapes suivantes afin de réaliser une recherche la plus pertinente de
données toxicologiques ou sur l'usage.

Toutes les informations concernant les extraits végétaux (monographies en format
PDF, bases de données internet, listes de plantes...) ont été téléchargées dans un méme
document Excel lors de mon stage, dans le but final de les importer dans la base de données
du logiciel.

Suite a des discussions avec I'’équipe informatique, il semblait laborieux d’extraire des
données de maniére systématique a partir de PDF. Nous avons donc envisagé d’importer
toutes ces monographies en base et de structurer le logiciel de maniére a ce qu’elles soient
présentées au bon moment a |’évaluateur pour que ce dernier puisse sélectionner
I'information qui I'intéresse et I'insérer dans son profil toxicologique via un copier/coller. Un
moteur de recherche avancé permettrait de rechercher le plus précisément possible dans
tous les PDF importés en base des informations sur I'extrait a évaluer. Ce genre de moteur
est appelé moteur de recherche en texte intégral (« full text ») et consiste a examiner tous
les mots de chaque document enregistré et a essayer de les faire correspondre a ceux
fournis par l'utilisateur. Cet outil de recherche perfectionné pourra retrouver les documents
présentant des données sur la méme plante, la méme partie de plante, extraite de la méme
maniere que |’extrait a évaluer.

Le projet SeVe tel que présenté au départ proposait la possibilité de déterminer, a
partir des données sur les extraits végétaux similaires (déterminés grace a un score de
similarité) et la polarité du solvant, la présence ou non de certains constituants végétaux
dans l'extrait a évaluer via un score de probabilité d’extraction. Lors d’une recherche
bibliographique, il est en effet nécessaire de hiérarchiser les données en fonction de leur
pertinence. Les données toxicologiques spécifiques étant généralement rares pour les
extraits végétaux, la réalisation d’un score de similarité entre les extraits d'une méme plante
pouvait permettre, si I’évaluateur le jugeait correct d’extrapoler des données.

Le premier score proposé permettait de déterminer la similarité entre extraits

végétaux, afin de savoir si I'extrapolation des données était pertinente. Ce score était réalisé
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sur des extraits de mémes plantes (de méme nom botanique), avec un point accordé si la
partie de plante était la méme, un point si le mode d’extraction était le méme et un
troisieme point si le solvant était le méme. Un score de similarité de 3 était donc le
maximum et correspond a deux extraits « similaires » issus d’'une méme partie de plante,
extraits de la méme maniere.

Le score de probabilité d’extraction était basé sur la polarité du solvant et des
substances extraites : il s’agissait de trouver quels constituants contient la plante d’ou est
issu I'extrait ; puis de regarder quelle est la polarité de ces constituants et du solvant choisi
pour I'extraction. Un solvant polaire entraine des constituants polaires et inversement. Un
simple calcul aurait permis I'obtention de la probabilité entre 0 et 1 que ce constituant soit
dans I'extrait. Ainsi, grace a ce score, I'évaluateur peut savoir si son extrait est plus ou moins
susceptible de contenir tel ou tel constituant. Méme si la probabilité que le constituant soit
dans l'extrait est tres faible, si ce dernier est préoccupant, I'évaluateur peut choisir de
I'inclure dans son profil toxicologique dans une démarche conservatrice. Ces scores
fonctionnent uniquement pour les extractions par solvant. Or comme I'avons vu dans la
partie 4 de cette thése, de nombreuses autres techniques d’extraction existent, avec
d’autres parametres (comme la température, la pression, la durée de I'extraction...) pouvant
faire varier la composition de I’extrait final. Il nous a semblé tres ardu de générer un score
pour chacun de ces parametres et encore plus complexe de gérer le cas ou plusieurs
parametres auraient une influence. Il est donc délicat d’appliquer ces scores a d’autres types
d’extraits que ceux par solvant. C’est pourquoi ils ont été transformés au cours du projet en
moteur de recherche élaboré, permettant de retrouver des documents en fonction de leur
pertinence.

Une fois la plante et I'extrait caractérisés grace a la fiche matiére premiere décrite
plus haut, le logiciel, grace a un moteur de recherche poussé présente a I'évaluateur les
informations concernant I'historique d’utilisation, la toxicologie de I'extrait et celle des
constituants susceptibles d’étre présents dans cet extrait et leurs toxicités respectives. Pour
ce faire, les données rentrées dans la fiche matiere premiéere seront utilisées pour faire une
recherche bibliographique sur I'extrait le plus proche possible. Ainsi, lors de la rédaction de
son profil toxicologique, I’évaluateur se verra proposer les différents documents susceptibles
de contenir I'information qu’il recherche. SeVe permettrait également, grace a sa base de

données complete, d’émettre une alerte sur telle ou telle plante si cette derniére est connue
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pour contenir un constituant soumis a une restriction réglementaire ou a une
recommandation de grandes instances (Annexes reglement cosmétique, SCCS, ANSM...) ou si
ces constituants présentent une menace pour la santé humaine (Classification CLP, Classe de
Cramer, potentiels génotoxiques, irritants, sensibilisants...). Ces alertes peuvent étre soit
automatiques (provenant du logiciel), soit provenir de I'utilisateur qui choisit d’insérer tel ou
tel constituant dont il soupgonne la présence dans son extrait car il le sait dangereux.

SeVe est toujours en cours de développement au sein d’EcoMundo. Il prendra la
forme d’'un module du logiciel Cosmetic Factory et permettra de gérer I'évaluation de la
sécurité des extraits végétaux complexes au sein de ce logiciel en générant un profil
toxicologique récapitulant les informations sur I'extrait végétal. Cet outil logiciel permettrait
a I'évaluateur, sans se substituer a son opinion, d’étre guidé dans une évaluation optimisée
de la sécurité de son extrait végétal en se voyant proposer, étape par étape les éléments
adéquats dont il pourrait avoir besoin pour arriver a rédiger une conclusion quant a la
sécurité de son extrait. Il s’agit d’une aide a la décision du toxicologue avec pour but de
proposer a la fin de I’évaluation une fiche récapitulative rassemblant et classant toutes les
informations sélectionnées par |’évaluateur.

Mon stage de fin d’études a permis de construire les bases nécessaires au travail
informatique qui va suivre. La suite du projet consiste a développer I'outil dans les années a
venir : une fois les spécifications du logiciel correctement rédigées et validées, I'équipe
informatique pourra importer tous les documents et bases de données sélectionnés au cours
du stage dans la base de données du logiciel. Il s’agira également de mettre en place le
moteur de recherche avancé qui permettra de sélectionner de maniere pertinente les
informations téléchargées dans la base de données du logiciel. Suivra une phase de tests
pour valider I'outil. Plusieurs extraits seront testés pour déterminer quelles modifications
pourraient 'améliorer. L’outil, tel qu’il a été pensé permettra I'optimisation de I’évaluation
des extraits végétaux dans les produits cosmétiques en présentant a I'évaluateur la bonne
information au moment adéquat. Il contribuera au renfort de la sécurité d'utilisation des
cosmétiques "naturels", a base d'extraits végétaux pour les consommateurs. La base de
données associée au logiciel sera améliorée en continu, avec une capitalisation des données

au cours des évaluations.
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6. Application de cette méthodologie avec I'exemple de deux
extraits végétaux

6.1. Citrus aurantium Dulcis peel oil expressed
6.1.1. Identification de I'extrait et de la plante

Le nom INCI de cet extrait nous apporte différentes informations : la plante et la
partie de plante d’ol est issu cet extrait ainsi que le type d’extrait. Il est conseillé de
commencer la recherche dans la base de données en ligne : The Plant List. La recherche du
nom scientifique de la plante « Citrus aurantium dulcis » dans le moteur de recherche The
Plant List n’aboutit pas a une liste de noms avec cette appellation. Le nom Citrus aurantium
L. correspond a I'oranger amer et non a I'oranger. La recherche de ce nom dans la base de

données Cosing (Cosing, 2017) nous donne de plus amples informations :

Ce nom INCI caractérise en effet un extrait de Citrus sinensis (synonyme de Citrus
aurantium L. var. dulcis L.) plus particulierement une huile essentielle obtenue par
expression a partir de I'écorce d’orange. Cosing permet également d’avoir les numéros CAS
et EC de la substance et les fonctions de cette huile essentielle en cosmétique (fonction

parfumante).

L'appellation INCI de cet extrait incluant le nom botanique « Citrus aurantium » serait

donc une confusion due a un certain nombre de synonymes pour le genre Citrus.

Une recherche rapide dans la base de données Catalogue of life (Catalogue of life,
2010) nous permet de vérifier que ce nom botanique est bien un nom scientifique accepté et

de prendre connaissance des synonymes existants. On peut y trouve les informations

suivantes :

Famille Rutaceae

Genre Citrus

Nom botanique Citrus sinensis (L.) Osbeck

Noms communs/noms d’usage Orange, Orange douce

Le nom de variété n’est pas précisé dans le nom INCI. On peut parfois avoir a faire a
des huiles essentielles de variétés spécifigues ou bien a ce qu'on appelle une

« communelle » (assemblage de plusieurs lots d’huiles essentielles d’'une méme plante mais
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d’origines différentes, ou de variétés différentes...). Si plus d’'une variété de la méme espece

est utilisée, chacune doit étre précisée.

Il est également recommandé de détailler I'habitat naturel et la distribution
géographique de la plante, les sources actuelles de cette plante et si la plante a été cultivée
ou est sauvage. Il faut aussi décrire le processus de préparation, les procédures de
conservation, les conditions de transport, de manipulation, de stockage... Les spécifications
physicochimiques de I'extrait et la qualité microbiologique sont des données également

réclamées.

L’espéce Citrus sinensis se décline en de nombreuses variétés (Navel, Jaffa, Valencia),
cultivées dans le monde entier : Etats-Unis, Brésil, pays méditerranéens, Chine... L'huile
essentielle peut étre obtenue de maniere variée : expression a froid ou distillation a la
vapeur (Khan and Abourashed, 2010). Pour cette méme espéce, on pourra ainsi observer

une variété de compositions d’huiles essentielles.

Lors de cette premiére partie de recherche d’informations sur la plante et I'extrait, il
est également important de rechercher d’éventuelles restrictions ou interdictions
réglementaires. D’apres Cosing, cet extrait n’est pas inclus dans aucune annexe du

reglement cosmétique. Cette plante n’est pas non plus retrouvée dans la liste du CITES.

6.1.2. Recherche d’un historique d’usage

Une fois la plante bien caractérisée, une recherche dans la base de données
Cosmetics Info (Cosmetics Info, 2017) permet d’avoir une vision d’ensemble des usages, de
la sécurité et des sources de données qu’on peut avoir sur cet extrait. On retrouve ici des
informations générales sur I'extrait, sur sa sécurité ainsi que des liens a partir desquels on
pourra retrouver des informations sur cet extrait. Cosmetics Info regroupe des informations
sur un certain nombre d’ingrédients obtenus a partir de I'orange douce (jus, fruit, écorce,

graine...). Lextrait évalué est utilisé en tant que parfum et dans des soins pour la peau.

Cosmetics info indique que les huiles essentielles et extraits d’oranger doux sont sur
la liste GRAS (generally recognized as safe) et sont donc reconnus par la FDA comme non

dangereux pour un usage dans I'alimentation humaine.

L’outil Excel dans lequel j’ai regroupé un certain nombre de listes de noms de plantes

me permet, lors de la saisie du nom botanique de la plante de trouver les bases de données
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contenant des informations sur cette plante. La recherche se fait a la fois a partir du nom
botanique, de synonymes fréquents mais aussi a partir du nhom commun pour avoir un

maximum de résultats.

Nous avons ici 'exemple d’un ingrédient avec un trés long historique d’utilisation,
trés bien établi. Des données concernant I'extrait de Citrus sinensis sont retrouvées dans les

listes suivantes :

- la liste des plantes autorisées dans les compléments alimentaires : 'annexe 1 de I'arrété du
24 juin 2014 (Legifrance, 2014) dresse la liste des plantes autorisées dans les compléments

alimentaires. L'oranger doux (Citrus sinensis (L.) Osbeck) fait partie de cette liste.

- cette plante fait partie de la pharmacopée frangaise, liste A (ANSM, 2011): plantes
médicinales utilisées traditionnellement (dont I'utilisation n’a pas induit de problémes de

toxicité, contrairement a la liste B de la pharmacopée)

- selon le décret n°2008-841 (la liste des plantes médicinales inscrites a la pharmacopée
autorisées a la vente du public (Legifrance, 2008)), le péricarpe dit « écorce » ou « zeste »
peut étre vendu sous forme de poudre au grand public, sans avoir besoin de passer par le

circuit pharmaceutique

- cet extrait est utilisé dans la médecine chinoise et est ainsi inclus dans la pharmacopée

chinoise (Chinese Pharmacopoeia, 2017).

- d’aprés les monographies allemandes de plantes médicinales (German Commission, 2017),
I'huile essentielle d’écorce d’orange est utilisée en cas de perte d’appétit a un dosage

journalier de 10 a 15 grammes.

-Le CIR (Cosmetic Ingredients Review) a publié en 2014 un rapport évaluant la sécurité des
huiles essentielles d’écorce des espéces du genre Citrus (Bergfeld et al., 2014). Selon ce
rapport, I"huile d’écorce de Citrus aurantium dulcis est largement utilisée dans les produits

cosmétiques, jusqu’a une concentration de 29%.

Ainsi, on retrouve facilement de nombreuses données d’'usage en médecine
traditionnelle, dans les domaines alimentaire, pharmaceutique et cosmétique pour cet
extrait. L'orange est un produit de consommation courante. Le trés long historique d’usage
ainsi que I'utilisation fréquente/journaliére de cet extrait pourra nous permettre d’appliquer

le principe de présomption de sécurité quant a I'innocuité systémique et a long terme de ce
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produit (les tests pour vérifier cette innocuité n’ayant toujours pas de méthodes alternatives
substitutives). L’exposition journaliére liée aux usages en alimentaire occasionneraient une
exposition bien plus importante que celle liée aux produits cosmétiques, ces derniers ne

provoquant qu’une exposition via la voie cutanée (Bergfeld et al., 2014).

6.1.3. Evaluation de la toxicité de I’extrait

L’historique d’usage étant rassurant quant a la toxicité systémique, il est maintenant

important d’obtenir des données de toxicité aigué et locale.

L'encyclopédie Leung (Khan and Abourashed, 2010) sur les ingrédients naturels
fournit des informations a la fois botaniques, concernant I'origine, la composition chimique,
la pharmacologie, les usages ainsi que la toxicologie sur des plantes communément utilisées.
On y apprend que les huiles des especes du genre Citrus sont généralement considérées
comme non-irritantes et non-sensibilisantes pour ’'Homme méme si le limonéne contenu
dans ces huiles a été mis en cause dans I'apparition de dermatites chez 'Homme. Il a été
reporté que I'huile essentielle d’orange douce a été responsable de la promotion de la
formation d’une tumeur sur la peau de souris. Cependant, son constituant majeur le d-
limonéne est connu pour son activité anti-cancérogene. L'ingestion de grandes quantités
d’écorces d’oranges a conduit a des coliques intestinales, des convulsions voire la mort chez

I'enfant.

Le rapport du CIR (Bergfeld et al., 2014) fait un état des lieux des connaissances en
toxicologie pour les huiles essentielles d’écorce du genre Citrus. Les données présentes dans
le rapport du CIR nous permettent de dresser le profil toxicologique pour certains endpoints

sur cet extrait, repris dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 10. Profil toxicologique a partir de données issues de la littérature de I'extrait
végétal Citrus aurantium dulcis peel oil expressed (Bergfeld et al., 2014)

Toxicité aigue

Par voie cutanée. LD50>5000 mg/kg chez le lapin (femelles, New Zealand): un
patch occlusif contenant la substance a été appliqué sur la peau de 10 lapins
pendant 24h. Observation de rougeurs modérées sur tous les animaux, cedéme
léger sur 3/10 animaux et cedéme modéré sur 5/10 animaux.

Irritation/Corrosi

on cutanée

Substance testée pure chez le lapin (3 males) (OCDE 404), patch semi-occlusif
pendant 4h. Substance irritante pour la peau.

Irritation/Corrosi

on oculaire

Substance testée pure chez le lapin (3 males, New Zealand) (OCDE 405). Non
irritant et non corrosif.

Sensibilisation

-Substance testée (concentration inconnue) sur 100 volontaires (technique
Marzulli-Maibach), réaction cutanées mais pas de sensibilisation.

-Substance testée a 2% sur 200 volontaires. 3 réactions positives sur 200.

Phototoxicité

-Substance testée pure sur 6 souris et 2 cochons d’Inde. Irradiation 30 minutes
apres I'exposition. Pas de phototoxicité observée.

-Substance (non modifiée et déterpénée) testée a 1% sur 5 volontaires (femmes).
Observation de réactions phototoxiques (3/5 sujets aprés 24h et 2/5 sujets aprés
72h) a 1%. Pas de réactions observées a des concentrations <0.1%

-Substance testée a 3.16% avec le test 3T3 NRU (OCDE 432). Potentiellement
phototoxique.

Mutagénicité/Gé

notoxicité

-Test de mutation réverse (OCDE 471), sur les souches S. typhimurium (TA9S,
TA100, TA1535, TA1537) et E. coli (WP2uvrA), avec et sans activation métabolique.
Non mutagéne (1-5000pg/plaques), mais observation de cytotoxicité.

-Test de mutation génique sur cellules de lymphome de souris (L5178Y TK) (OCDE
476), avec et sans activation métaboliqgue. Non mutagéne (40-100ug/ml).

-Essai d’aberration chromosomique sur fibroblastes de poumons de hamster
(OCDE 473), avec et sans activation métabolique. Pas d’induction d’aberrations
chromosomiques par la substance, non clastogénique.

Cancérogénicité

Observation d’une activité pro-tumorale quand exposition cutanée de souris a 80%
apres exposition a un agent promoteur (DMBA). Sans induction, la substance (80%)
n’avait pas d’activité tumorale.

Toxicité a dose

répétée

Les experts du CIR s’appuient sur le long historique d’usage et notamment le statut
GRAS (FDA, 2017) en alimentation pour I’'Homme pour conclure quant a la sécurité
systémique de cet extrait

Reprotoxicité

Pas d’études trouvées dans la littérature

Absorption

cutanée

Non définie dans le rapport. Par défaut, on prendra donc une valeur de 50%.




102

6.1.4. Recherche et évaluation de la toxicité des constituants de I’extrait

Certaines bases de données donnent des informations quant aux constituants
fréquemment rencontrés dans |'extrait évalué. La caractérisation analytique de I'extrait

permet également a I'industriel de savoir quels constituants sont présents.

L’encyclopédie Leung (Khan and Abourashed, 2010) reporte que I'écorce d’orange
douce contient 1.5 a 2 % de composés volatiles, de nombreux flavonoides incluant des
flavones, des vitamines, de la limonine, des coumarines, des acides phénoliques. L’huile

essentielle d’orange douce contient 90% ou plus de d-limonene et 1.2 a 2.5% d’aldéhydes.

Les annexes | et Il du 48&éme amendement des standards IFRA donne une liste des
constituants de plantes et les niveaux qu’ils atteignent généralement dans tel ou tel extrait
de plante. Concernant I'extrait étudié ici, voici les constituants fréquemment retrouvés ainsi

gue leurs niveaux :
-carvone : 1% dans 'huile d’écorce d’orange déterpénée.

-citral : 7% dans I'huile d’écorce d’orange déterpénée, 0.15% dans I'huile d’écorce

d’orange, 0.1% dans |'extrait d’écorce d’orange
- p-Mentha-1,8-dien-7-al : 1.5% dans I’huile d’écorce d’orange déterpenée.

On retrouve également dans le rapport du CIR des données sur les constituants : Les
especes de ce genre sont connues pour contenir des furanocoumarines, composés
phototoxiques qui ne doivent pas étre présentes a plus de 1mg/kg dans les produits de
protection solaire ou les produits de bronzage (Commission Européenne, 2014). Il existe des
modes opératoires standards de I'IFRA pour les huiles essentielles contenant des
furanocoumarines. La Commission Européenne précise que ce constituant devra étre inclus
a la liste des ingrédients a partir du moment ou sa concentration dépasse 0.001% dans les
produits sans rincage et 0.01% dans les produits avec rincage. Le CIR conclut dans son
rapport que les huiles essentielles du genre Citrus sont sans danger pour un usage
cosmétique a condition qu’elles ne contiennent pas plus de 0.0015% de 5-
methoxypsoralene. L'IFRA propose également un standard pour les huiles essentielles
contenant du D-limonéne préconisant que le niveau de peroxydes ne devrait pas dépasser

20 mmol/L.
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Cosing liste également les constituants majoritaires généralement retrouvés dans
cette huile essentielle (dont le D-limonéne (majoritaire a plus de 90%), le décanaldéhyde, le
méthyl anthranilate, le linalool et le terpinéol). Le méthyl anthranilate est un constituant
phototoxique qui fait I'objet d’une opinion du SCCS (SCCS, 2011) qui considere acceptable la
dose de 0.1% de méthyl anthranilate dans les produits sans ringage (0.2% dans les produits
avec ringage). Le SCCS considere que ce constituant ne doit pas étre présent dans les
produits solaires. Ce constituant étant une amine secondaire (sujet a nitrosation), le SCCS
rajoute qu’il ne doit pas étre utilisé en combinaison avec des substances nitrosantes
présentes a plus de 50 ppb (partie par milliard).

6.1.5. Conclusion générale sur la sécurité d’utilisation de cet ingrédient en
cosmétique

Les rapports du CIR sont généralement tres complets et présentent des données
robustes, sélectionnées et évaluées par des experts. La majorité des endpoints
toxicologiques requis sont complétés grace a ce rapport. La LD50 (>5000 mg/kg) observée
nous permet de conclure quant a une non-toxicité aiglie. Cet extrait est par ailleurs reconnu
par la FDA comme GRAS (Generally recognized as safe) (FDA, 2017) en alimentation
humaine. On peut s’attendre a ce que l'utilisation de cet extrait dans les produits
alimentaires (donc par voie orale) améne a une plus grande exposition systémique que
I'utilisation en cosmétiques (exposition par voie cutanée principalement). Cette huile
essentielle n"a pas démontré d’effets mutagenes ou génotoxiques. Les experts du CIR
concluent que I'observation d’effets pro-tumoraux pourrait étre due a I'agent promoteur et
I'irritation cutanée répétée due aux concentrations élevées. Or cet extrait devrait étre utilisé
a une concentration ne provoquant pas d’irritation cutanée. La toxicité locale de cette
substance est, elle plus préoccupante. Des réactions cutanées ont en effet été observées
dans des études in vivo suite a l'application de la substance pure. Elle n’est pas
sensibilisante, mais un potentiel phototoxique a été décelé suite a des études in vitro et chez
I'Homme jusqu’a une concentration de 1%. En effet, beaucoup d’espéces du genre Citrus
contiennent des agents photoactifs dans leur écorce. Les extraits qui ont été débarrassés de
leurs furanocoumarines n’induisent pas de telles réactions. Le potentiel phototoxique de cet
extrait est également di a la possible présence de méthyl anthranilate. Les
recommandations du SCCS pour ce constituant doivent étre appliquées. Il conviendra dans

tous les cas de ne pas utiliser cet extrait dans des produits solaires.
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Nous avons grace a la littérature des données sur les toxicités locale et systémique a
long terme ainsi que les constituants préoccupants qui risquent d’étre présents dans I'extrait
et d’occasionner ces toxicités. Il devient donc possible de rechercher grace a des méthodes
analytiques si ces constituants sont bien absents de I'extrait ou présent en dessous des
niveaux préoccupants pour s’assurer de la non-toxicité de I'extrait et de sa possible

utilisation dans un produit cosmétique de maniere sdre.

6.2. Scutellaria baicalensis root extract
6.2.1. Identification de I'extrait et de la plante

L'extrait a identifier est un extrait de racine de la plante Scutellaria baicalensis. Une
premiere recherche dans Cosing (Commission Européenne, 2012) nous informe quant a ses
identifiants numériques : son numéro CAS 94279-99-9 et son numéro EC 304-845-9. Cette
plante est utilisée en cosmétique pour ses fonctions astringente, apaisante et humectante.
Cet extrait n’est inclus dans aucune annexe du réglement cosmétique. Cette plante n’est pas

non plus retrouvée dans la liste du CITES.

Une recherche rapide sur la base de données The plant List (The Plant List, 2017)
nous informe que le nom botanique complet et validé de cette plante est Scutellaria

baicalensis Georgi.

La recherche du nom botanique dans Catalogue of Life (Catalogue of Life, 2000) nous

informe quant a la classification botanique :

Famille Lamiaceae
Genre Scutellaria
Nom botanique Scutellaria biacalensis Georgi

Noms communs/noms d’usage Scutellaire du Baikal, Baical skullcap

Cette plante est retrouvée en Corée, en Chine, au Japon en Mongolie ainsi qu’en Russie

(WHO, 2002).

6.2.2. Recherche d’un historique d’usage
L'extrait évalué est inclus dans la liste A de la pharmacopée francaise des plantes
médicinales utilisées traditionnellement (dont I'utilisation n’a pas induit de problémes de

toxicité, contrairement a la liste B de la pharmacopée)
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Scutellaria baicalensis est une plante incluse dans la liste des plantes autorisées dans

les compléments alimentaires (annexe 1 de I'arrété du 24 juin 2014 (Legifrance, 2014))

La racine de cette plante est présente dans les pharmacopées chinoise, coréenne et
japonaise. Une monographie de 'OMS est également disponible. Il est reporté une posologie
quotidienne de 3 a 9 grammes de racine séchée en infusion ou décoction (WHO, 2002 ;
Chinese Pharmacopoeia, 2017). La racine est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter
notamment des diarrhées, I'hypertension, les hémorragies, I'insomnie, les inflammations et

les infections respiratoires.

Cette premiere recherche permet difficilement d’avoir une idée de la toxicité ou de
I'innocuité de cet extrait, il va donc étre nécessaire d’examiner attentivement les données

en toxicité de I'extrait et des constituants disponibles.

6.2.3. Evaluation de la toxicité de I’extrait

Contrairement au premier extrait évalué qui disposait d’'un rapport complet du CIR
rapportant les résultats de nombreux endpoints, nous ne disposons pas pour cet extrait-ci
d’un nombre de données aussi important nous permettant d’avoir un apergu global de sa
toxicité. C'est pourquoi une recherche sur des bases de données internet plus larges (Toxnet,

Pubmed...) a été réalisée.

Tableau 11. Profil toxicologique a partir de données issues de la littérature de I'extrait
végétal Scutellaria baicalensis root extract

Toxicité aigue Par voie orale. Administration d’un extrait a 70% dans du méthanol a des souris.
Pas de toxicité observée, LD50>2000mg/kg. Chez des lapins, I'administration orale
d’une décoction aqueuse de cet extrait (10 000mg/kg mc) a causé une sédation
mais pas la mort.

Par voie subcutanée. Administration d’un extrait alcoolique a des souris. LD50 =
6000mg/kg mc. (WHO, 2002)

Irritation/Corrosi | Substance testée pure chez 6 lapins (OCDE 404), sous patch semi occlusif pendant

on cutanée 24h. Substance non irritante pour la peau (échelle de Draize) (Kim et al., 2013).

Irritation/Corrosi | Substance introduite a 0.1% dans le sac conjonctival de rats, avec ou sans ringage.
Substance modérément irritante pour I'ceil (échelle de Draize) (Kang et al., 2012).

on oculaire

Sensibilisation Substance testée pure selon la méthode de Buehler (OCDE 406) chez le cochon
d’Inde. Substance non sensibilisante, observation d’effets anti-allergiques (Kim et
al., 2013).

Phototoxicité Pas d’études trouvées dans la littérature
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Mutagénicité/Gé

notoxicité

Test de mutation reverse sur les souches S. typhimurium TA98 et TA100. Non
mutagéne (40 mg/plaques)

Admnistration intrapéritonéale de 4000 mg/kg mc (10 a 40 fois la quantité utilisée
chez ’'Homme) chez la souris. Observation de mutagénicité.

(WHO, 2002).

Cancérogénicité

Pas d’études trouvées dans la littérature

Toxicité a dose

répétée

Extrait aqueux (4000 a 5000 mg/kg mc) administré par voie orale a des chiens 3
fois par jour pendant 8 semaines. Aucune toxicité observée (Burnett et al., 2007).

Une substance contenant 62.5% de baicaline et autres constituants de la racine S.
baicalensis a été administrée a des souris pendant 13 semaines a des doses allant
de 0 a 500 mg/kg mc/jour. Pas de toxicité observée et bonne tolérance de la
substance (Lee et al., 2014).

Un inconfort gastrointestinal et des diarrhées sont associés a I’'administration orale
de cet extrait chez ’'Homme (WHO, 2002). De sérieux effets hépatotoxiques (effets
aigues et interactions avec certains médicaments) ont été observés chez 'Homme
lors de la prise orale de cet extrait (Nudrat and Naira, 2016)

Reprotoxicité

L’administration intragastrique quotidienne d’un extrait de racine a 500 mg/kg mc
a des rats a partir du 13 jour de gestation n’a pas permis |'observation d’effets
tératogenes ou abortifs.

En revanche, 'administration intragastrique a 250 mg/kg mc, 12 490 mg/kg mc et
24980 mg/kg mc a des rates du 8 au 18 jour de leur gestation a amené a
I’observation d’effets tératogenes aux 2 doses les plus élevées (Kim, 1993).

Absorption

cutanée

Non définie dans le rapport. Par défaut, on prendra donc une valeur de 50%.

6.2.4. Recherche et évaluation de la toxicité des constituants de I’extrait

La majorité des composes actifs de cet extrait sont des flavonoides incluant la

baicaline (14 a 75%), la baicaléine (jusqu’a 5%), la wogonine (0.7%) et les wogonosides (4%)

(WHO, 2002 ; Zhao et. Al, 2016).

D’aprés le compendium de I'EFSA , la wogonine s’est révélée toxique pour le cceur

aprés une administration a long terme de 120 mg/kg mc a des rats (EFSA, 2012).

D’aprés une étude de toxicité aigué de 14 jours chez le rat sur une substance

contenant 60% de baicaline, aucune toxicité particuliere n’a pu étre observée, la LD 50 étant

supérieure a 5000 mg/kg mc. De méme, l'innocuité de la substance a pu étre observée dans

une étude de toxicité répétée de 26 semaines, avec une absence d’effets toxiques et une

NOAEL supérieure a 2000 mg/kg mc/jour. La substance a également été testée sur des rats

pendant 3 mois avec une NOAEL de 1000 mg/kg mc/jour (Lee et al., 2013). Ces différentes
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études montrent que la substance majoritaire présente dans I'extrait a évaluer est sans
danger systémique.

6.2.5. Conclusion générale sur la sécurité d’utilisation de cet ingrédient en
cosmétique

Les données trouvées dans la littérature que ce soit sur I’extrait ou sur son
constituant principal amenent a présumer de la non-toxicité systémique et locale de la
substance.

La substance étant cependant classée comme modérément irritante pour I'ceil, on
évitera de I'utiliser dans des produits a destination du contour de I'ceil. Compte tenu de
I'observation d’effets tératogénes et mutagenes et du manque de données, il est contre-
indiqué d’utiliser cet extrait durant la grossesse, I'allaitement ou pour les enfants de moins
de 12 ans (WHO, 2002). Ll'incertitude concernant le potentiel mutagéne de cet extrait
pourrait étre clarifiée par la réalisation de tests in vitro notamment les deux recommandés
par le SCCS : I'essai de mutation reverse (sur bactéries) OCDE 471 et I'essai des micronoyaux
sur cellules de mammiferes OCDE 487. La littérature étant pauvre en données concernant la
toxicité locale, on peut envisager de réaliser les tests vitro existants et validés pour I'étude
de la toxicité oculaire et cutanée afin d’avoir une connaissance précise de la toxicité locale

de I'extrait en question.
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7. Conclusion

Les cosmétiques étant utilisés massivement et quotidiennement, I'exposition a ces
produits est constante et notable. Leur innocuité et sécurité d’usage apparait donc
primordiale. Cependant plusieurs scandales sanitaires et de nombreuses années
d’expérience auront été nécessaires pour parvenir au reglement cosmétique européen n°
1223/2009 tel qu’on le connait aujourd’hui. Ce réglement promulgue une plus grande
sécurité concernant l'usage des produits cosmétiques. Une évaluation de la sécurité de
chaque ingrédient est ainsi requise pour commercialiser un produit cosmétique. Le profil
toxicologique est complété soit grace a des données présentes dans la littérature, soit avec
des données générées par le fabricant sur sa propre substance. Une particularité du nouveau
reglement cosmétique européen est qu’il interdit tout test in vivo, depuis 2013. Des
méthodes alternatives a ces tests voient progressivement le jour. |l peut s’agir de méthodes
in vitro, ex vivo, sur organismes alternatifs (non-vertébrés) ou encore in silico. Cependant, il
existe toujours un besoin d’améliorer ces méthodes et d’en développer de nouvelles pour
I'étude de certains effets toxiques. Leur mise au point et leur validation peut prendre des

années, plusieurs sont toujours en phase de recherche ou en phase de validation.

En parallele de ces évolutions réglementaires, apparait depuis quelques années un
attrait grandissant pour les produits naturels, biologiques, associés systématiquement a une
absence de risques. L’origine naturelle d’un produit n’est cependant en aucun cas garante de
son innocuité. L’évaluation de la sécurité requise par le reglement cosmétique européen n°
1223/2009 concerne tous les ingrédients, qu’importe leur origine. Néanmoins,
contrairement aux ingrédients de synthese la plupart du temps chimiquement bien définis,
les extraits végétaux sont des substances particulieres et complexes dont la composition
qualitative et quantitative dépend de parametres multiples. L’évaluation de leur sécurité est
un processus long et délicat étant donné leurs compositions variables et le peu
d’informations disponibles. Actuellement, la collecte d’'informations est trés chronophage et
demande une bonne connaissance des multiples sources de données dédiées. L'interdiction
de I'expérimentation animale peut étre vue comme un frein a I'innovation du fait que des
méthodes alternatives n’aient pas encore été développées pour toutes les données requises.
Il est important, dans ce contexte d’avoir une méthodologie éprouvée ainsi que des outils

pour pouvoir réaliser une évaluation de la sécurité optimale de ces extraits végétaux.
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L'objet de cette these était de présenter le travail réalisé au cours de mon stage de
fin d’études : la mise en place d’un logiciel visant a optimiser I'évaluation de la sécurité des
extraits végétaux : SeVe. Dans cette optique, en parallele d’une collecte de bases de
données, une méthodologie a été mise en place. Elle constitue la base de fonctionnement du
futur logiciel. Quatre étapes entrent en jeu dans la méthodologie admise : (i) identification
de I'extrait, (ii) inventaire des historiques d’usage de la plante et de I'extrait (permet de
conclure au cas par cas quant a une éventuelle présomption de sécurité ou bien de soulever
des inquiétudes quant a des dangers relevés), (iii) collecte de données sur les dangers de
I'extrait dans la littérature, et (vi) réunion des données sur les constituants (majoritaires,

actifs ou préoccupants) présents dans I'extrait .

La démarche présentée a pour but d’aider a I'évaluation de la toxicité des extraits
végétaux. Dans I'idéal, elle permet de réaliser le profil toxicologique de I'extrait végétal et de
conclure quant a sa toxicité et a un usage slir a une concentration donnée ou non. Ga n’est
malheureusement pas toujours le cas. Cette démarche peut s’avérer inefficace pour certains
parametres a évaluer, ou pour certains extraits végétaux pour lesquels dans tous les cas
aucune donnée n’est disponible dans la littérature. Il peut alors s’avérer nécessaire
d’envisager de réaliser des tests. Dans de nombreux cas, la démarche détaillée dans cette
these permet d’avoir une idée globale de I'usage et de la toxicité de la plante et de la
localisation des informations pertinentes. Elle permet au cas par cas de conclure quant a une
non-toxicité de I'extrait (au moins pour certains endpoints) et de dresser la liste des données
manquantes et des éventuels tests a réaliser (si toutefois ces tests sont permis par la
réglementation européenne). Cela permet ainsi a I'industriel d’économiser temps et argent
sur certains tests qui sont déja présents dans la littérature. Dans un autre cas de figure,
I'application de cette méthodologie peut soulever des inquiétudes quant a une toxicité
relevée dans la littérature ou quant a la présence potentielle de constituants préoccupants.
Dans une optique d’innovation, cette démarche pourrait étre utile lors du screening de
nouveaux extraits que lindustriel souhaite utiliser dans ses produits pour prendre
connaissance des alertes qui auraient auparavant été relevées pour ces substances. Cela
permet alors de s’arréter suffisamment t6t dans le développement d’un nouvel actif ou au

contraire de se rassurer quant a I’absence d’alertes toxicologiques.
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Les exemples pris a la fin de cette these mettent en exergue que la mise en pratique
de cette méthodologie est une démarche qui reste complexe et chronophage et que chaque
extrait végétal est particulier et doit étre évalué au cas par cas. Certains extraits sont
relativement bien connus et disposeront d’évaluations de la sécurité réalisées par des
instances ou comités d’experts. Pour d’autres extraits, il faudra envisager une recherche plus
poussée dans la littérature scientifique. Il existe bien s(r le cas ou ce sont des extraits pour
lesquels aucune donnée n’est disponible. L’évaluateur se doit de trouver les données les plus
pertinentes et robustes pour son extrait et ne pas conclure de maniere trop hative. Un
manque de donnée n’équivaut pas a une absence de danger. L’évaluateur doit, si nécessaire,
par mesure de précaution limiter la concentration de I'extrait dans les produits cosmétiques,
limiter 'acces des produits contenant cet extrait a certaines tranches de la population ou
bien s’assurer que les constituants préoccupants sont bien absents ou ont pu étre séparées
de I'extrait. La méthodologie est bien s(r perfectible, et est applicable au cas par cas. Les
bases de données répertoriées évolueront et seront complétées au cours des évaluations. La
méthodologie détaillée et éprouvée dans cette thése a pour objectif d’augmenter la qualité
des évaluations de la sécurité malgré les contraintes reglementaires (interdiction des
expérimentations in vivo) et techniques (absence de tests satisfaisants pour évaluer la
toxicité systémique) afin d’assurer la meilleure sécurité d’emploi des cosmétiques pour les

consommateurs. Le logiciel SeVe est quant a lui toujours en cours de développement.
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Annexe 1 : Arbre de décision pour les composés de faible masse moléculaire pour
lesquels peu de données toxicologiques sont disponibles, présentant différents seuils de
préoccupation toxicologique liés a différentes caractéristiques structurales (Kroes et al.,
2007).

R. Kroes et al. | Food and Chemical Toxicology 42 (2004) 65-83
1. Is the substance a non-essential metal or metal containing compound, or is it a polyhalogenated-
dibenzodioxin, -dibenzofuran, or -biphenyl?
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Annexe 2 : Interface entre le réglement REACH et le réglement cosmétique a propos
de I'expérimentation animale (Commission Européenne, 2014)
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m E C H A (registered under REACH)

EUROPEAN CHEMICALS AGENCY

Interface REACH and Cosmetics regulations
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