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Introduction

Le chemin pour la commercialisation d’un produit cosmétique est long et fastidieux. Apres une
étude marketing des tendances et du marché, les équipes de recherche et développement et de
formulation concoivent le produit et s’assurent que celui-ci est efficace et sécurisé. Apres la
réalisation des emballages, le produit peut étre commercialisé. Toutes ces étapes sont
supervisées par les affaires réglementaires qui s’assurent que le produit et les emballages

respectent les réglementations en vigueur.

En effet, les cosmétiques sont des produits soumis a une importante réglementation. Ce marché
est fortement controlé par des instances nationales et internationales mais aussi des guidelines.
Ces acteurs ont pour but de garantir I'efficacité et la sécurité de ces produits vis-a-vis des

consommateurs.

Pour ce qui est de I'efficacité, les fabricants apposent sur les cosmétiques des allégations qui
informent le consommateur sur les effets du produit. Celles-ci doivent étre prouvées par des tests
d’efficacité réalisables par le fabricant lui-méme ou par des sous-traitants spécialisés dans
I’évaluation clinique. Il existe a ce jour plus d’une centaine de revendications sur I’'ensemble des

produits cosmétiques et chacune d’entre elles peut étre soutenue grace a différentes techniques.

Ainsi, il existe nombre de protagonistes susceptibles de réaliser les tests permettant de soutenir
les allégations. Il est donc légitime de se demander si la réglementation en vigueur permet de
garantir le méme niveau de preuve entre des expérimentations identiques mais réalisées par des

acteurs différents.

Dans un premier temps, nous étudierons I’histoire et I'’évolution des essais cliniques. Puis, nous
ferons une revue détaillée des obligations réglementaires sur les tests d’efficacité permettant de
soumettre des allégations, ainsi que des biais que I'on peut retrouver dans celles-ci. Enfin nous
aborderons le sujet principal de ce travail ; la proposition de protocoles respectant les demandes

réglementaires tout en limitant au maximum les biais.

16
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| Réglementation des essais cliniques

1.1 Histoire des essais cliniques

Afin de mieux comprendre la nécessité de réaliser des essais cliniques, plongeons-nous dans

I’histoire de ces derniers.

L’histoire des essais cliniques est trés ancienne puisqu’on retrouve des témoignages dans « le
livre de Daniel », un texte biblique (1). Il décrit des événements datant du Viéeme siecle avant
Jésus Christ (2). Au chapitre 1 Daniel, ne voulant pas se souiller avec de la nourriture et du vin
servis a la cour royale, demande aux généraux qu’ils puissent, lui ainsi que 3 de ses amis, ne
manger que des légumes et de I'eau durant 10 jours. Par la suite, il souhaite comparer son état
de santé a celui d’une dizaine d’autres jeunes hommes sains, qui ont consommé un régime
alimentaire a base de viande et de vin. Daniel cherche a prouver que le régime alimentaire royal
est néfaste pour la santé (3). Ce récit peut étre assimilé a une étude comparative entre deux

groupes de volontaires sains.

En 1025, s’acheve I'encyclopédie en cing volumes, « Le canon de la médecine » dont 'auteur
perse lbn Sina, plus connu sous le nom d’Avicenne, est un philosophe médecin. On retrouve dans
cet ouvrage, des principes généraux sur la médecine mais aussi des régles pour des situations du
quotidien. Ces livres ont été a la base de I'enseignement médical durant tout le Moyen-Age pour
I’'Orient et I'Occident. L'auteur met alors I'accent sur I'importance des expérimentations pour
prouver I'efficacité des produits. Il précise que lors des essais thérapeutiques, les tests doivent
étre réalisés avec des produits purs et qu’il est nécessaire d’avoir un grand nombre de volontaires
pour pouvoir apprécier I'effet thérapeutique d’un produit et comparer ces effets aux « effets
accidentels ». On retrouve ici les principes de robustesse d’un test avec un nombre suffisant de

volontaires et celui de comparaison des effets bénéfiques et indésirables d’une substance (4).

Un des premiers récits détaillés d’un essai clinique contrélé, comparatif entre deux groupes est
rapporté en 1747. Au XVllleme siecle, ’'Homme européen maitrise les voyages maritimes entre
les différents continents. La découverte, quelques siecles plus tot des Amériques, lui a permis de
développer ses compétences dans la navigation. Cependant, les navigateurs n’ont pas encore

trouvé de solution pour lutter contre les maladies contractées a bord et qui sont plus meurtriéres

17
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que les intempéries (5). Le médecin de la Royal Navy, James Lind, est envoyé sur une mission en
mer afin de tester différents traitements contre le scorbut. Cette maladie frappe une grande
partie des marins et seul le retour sur la terre ferme permet de soigner ces maux. Sa méthodologie

est la suivante :

- Isolement des malades afin qu’aucun facteur extérieur n’interagisse avec le traitement ;
- Alimentation identique pour tous les malades de maniere a ce que les effets constatés,
soient attribués uniquement aux traitements donnés ;

- Détermination de 6 groupes afin de comparer les traitements donnés.

En accord avec ces principes, James Lind, crée 6 groupes de 2 malades. Tous les groupes recoivent
un traitement différent. Aprés deux semaines de traitement, il note une réelle amélioration pour
le groupe traité avec des agrumes. Il en conclut donc que c’est le traitement le plus efficace pour
lutter contre le scorbut (1). En dépit de nombreux biais comme le nombre de volontaires, James

Lind a posé les bases de I'expérimentation clinique.

Malgré des avancées majeures dans I'expérimentation, la majorité des traitements est basée sur
I'empirisme et I'expérience des cliniciens. C'est le cas des saignées. Au XVllleme siecle, une
épidémie de fievre jaune touche la ville de Philadelphie. Le physicien Benjamin Rush, décide alors
de pratiquer sur lui-méme la méthode de la saignée. Quelques jours plus tard, le scientifique guéri
en conclut que cette méthode est le traitement adéquat (6). Ce genre de pratique est tres
répandu a cette époque mais des scientifiques doutent de cette méthode. C'est le cas de Pierre-
Charles Alexandre Louis qui va introduire en 1830 la méthode numérique. Il est le premier a
montrer l'importance des statistiques et des caractéristiques démographiques dans une
expérimentation (7). Pour le traitement de la pneumonie, il analyse 77 cas a I’hdpital de la Charité
a Paris. Il compare deux groupes de patients. Le premier bénéficie d’'une saignée lors des 4
premiers jours et le deuxiéme lors des 5 derniers. Son analyse statistique retrouve 44% de décés
pour le premier groupe et 25% pour le deuxieme. Il conclut que le deuxiéme groupe a un meilleur
pourcentage de survie car il a passé le pic de la maladie et que par conséquent la saignée n’est
pas un traitement nécessaire (6). De plus, il est le premier a expliquer la nécessité d’avoir des

groupes démographiguement semblables pour pouvoir étre comparés.
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Les essais thérapeutiques se développent et s’améliorent tout au long du XXéme siécle. Entre
1946 et 1949 des études cliniques avec des méthodes plus rigoureuses sont entreprises en
Angleterre afin de juger de I'efficacité de la streptomycine contre la tuberculose. Dans cette
étude, un statisticien, Austin Bradford Hill, controle 'ensemble de I’étude. Il instaure trois regles,

qui seront par la suite des points essentiels dans un essai contrélé :

- Limportance des statistiques dans le contréle des essais, la planification et I'analyse des
résultats,
- Larandomisation des groupes d’études ainsi que le principe du double aveugle,

- L'utilisation de critéres objectifs pour I'’évaluation des effets d’un traitement (6).

1.2 Dérive des essais cliniques durant le XXeme siecle

La méthodologie des essais cliniques s’est développée pendant plus de 2 millénaires et atteint un
niveau de rigueur scientifique tres élevé durant le XXéme siecle. Cependant un aspect essentiel
des essais cliniques est négligé : I’éthique. Ce manque donnera lieu a des dérives qui pousseront

les instances a promouvoir des régles.

En 1932, dans la ville de Tuskegee en Alabama, une étude clinique est lancée. Elle s’intitule
« L’étude de Tuskegee sur la syphilis non traitée chez le male noir ». Cette étude comporte 600
personnes afro-américaines, dont 399 atteintes de syphilis (8). En plus d’un recrutement
éthiquement inacceptable, basé sur des critéres raciaux, d’autres bases éthiques ont été
bafouées. Premiérement, le consentement éclairé des participants n’a pas été recueilli. Ils
ignoraient que I'étude portait sur la syphilis. Deuxiemement, |'objectif de cette étude était
d’observer I'évolution de la maladie et non pas de la soigner quand cela était possible. Cette
« étude » se rapproche donc plus d’une expérience mettant en danger la sécurité des volontaires
(9). Cette expérience dure jusqu’en 1972, malgré la découverte de la pénicilline en 1943 comme
traitement de la syphilis. Aucun des volontaires ne s’est vu proposer le traitement de référence,
méme en cas d’extréme nécessité. Cette « étude » ne sera déclarée éthiguement injustifiée qu’en

1972.

C’est au cours de la seconde guerre mondiale que se révéleront les dérives éthiques les plus

marquantes. En effet, le parti nazi alors au pouvoir en Allemagne, va débuter des
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expérimentations médicales barbares dans les camps de concentration au nom de « I'avancée
médicale ». Dans le camp de Ravensbriick, les médecins nazis vont volontairement mutiler
violemment des prisonniers afin de créer des infections dans le but de pouvoir tester I'efficacité
des sulfamides. Ces expérimentations éthiquement atroces se terminent pour la plupart par la

mort ou par I'euthanasie des volontaires par surdosage d’opioides (10).

En 1945, la fin de la seconde guerre mondiale permettra de mettre en lumiére aux yeux du monde
les atrocités qui se sont déroulées dans les camps de concentration. Ces événements seront a

I'origine des regles de protection des patients lors des essais cliniques.

1.3 Evolution de la réglementation des essais cliniques

Au lendemain de la seconde Guerre mondiale, le procés de 23 personnes, pour la plupart
médecin, s'ouvre a Nuremberg en 1947. Il en découlera le code de Nuremberg qui s’apparente au
premier texte encadrant les essais cliniques (11). Ce texte international permet de définir les
principes déontologiques et moraux lors d’une expérimentation clinique (12). On y retrouve des
principes fondamentaux pour le respect de I'éthique. Le consentement volontaire et éclairé du
patient doit étre recueilli avant le début de toute expérimentation, I’étude doit étre justifiée et
apporter un bénéfice pour la société en évitant, quand cela est possible, la souffrance physique
et psychique. De plus, le sujet doit étre protégé contre tout ce qui pourrait nuire a sa santé et il

doit étre en position de quitter I'étude a n‘importe quel moment (12).

On retrouve par la suite la déclaration d’Helsinki, écrite en 1964 par I'association médicale
mondiale. Ce texte vise a lister les principes éthiques applicables a la recherche médicale
impliquant des étres humains (13). Ce texte retrace 37 points indissociables qui posent les bases

de I'éthique. Des amendements permettent de faire évoluer ce texte.

En France, il émanera de cette déclaration, la loi n°88-1138 du 20 décembre 1988 connue sous le
nom de loi HURIET-SERUSCLAT, relative a la protection des personnes qui se prétent a des
recherches biomédicales. Elle sera donc applicable pour les études cosmétiques de recherches
biomédicales interventionnelles (14). Cela concerne les biopsies cutanées visant a prouver I'effet

de nouveaux actifs sur les critéres histologiques et cliniques de la peau (15).
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Cette loi permet d’établir un cadre juridique qui s'impose a toutes expérimentations biomédicales

contrairement a la déclaration d’Helsinki qui est une injonction morale (16).

Afin d’harmoniser les études cliniques entre les pays, une norme éthique et scientifique est
rédigée : les bonnes pratiques cliniques. Elles sont écrites par le Conseil International sur
I’harmonisation (ICH) et ont pour but de simplifier I'acceptation d’une étude entre pays ayant des
autorités réglementaires différentes. Nous les retrouvons dans la norme ICH E6 (R2) Good Clinical
Practice et en France, dans la loi n°2004-806 du 09 ao(it 2004 relative a la politique de santé

publique (17).

En France, depuis le 06 mars 2012, les recherches impliquant la personne humaine (RIPH) sont
encadrées par la loi Jardé. Modifiée en 2016 et 2018, elle fixe le cadre réglementaire des études
en fonction du degré d’intervention et des risques encourus, offrant une meilleure protection des
personnes participant aux diverses études avec, entre autres, un renforcement de la vigilance,
mais ne s’applique qu’aux recherches ayant pour finalité « le développement des connaissances
biologiques ou médicales ». La liste de ces recherches est citée dans I'article 1 du R.1121-1 du

Code de la Santé Publique (CSP). Cette loi classe les RIPH en 4 catégorie (18) :

- Catégorie 1: Les recherches interventionnelles, dont la prise en charge est inhabituelle.
Cela concerne les études sur les médicaments et les actes expérimentaux,

- Catégorie 2 : Les recherches interventionnelles aux risques mineurs comme les études
non-médicamenteuses,

- Catégorie 3 : Les recherches non interventionnelles sans risques pour les volontaires. Ce
sont les études observationnelles,

- NonRIPH : L'articles 2 du R.1121-1 du CSP fait la liste des études organisées et pratiquées
sur des personnes mais qui ne peuvent étre classées dans les catégories 1, 2 et 3. On y
retrouve les expérimentations en sciences humaines, les études sur les pratiques des
professionnels de santé, les enquétes de satisfaction alimentaire et cosmétique, les

enguétes d’évaluation cosmétique (19).

Ainsi, les tests cosmétiques sont exclus de cette loi (20).
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La législation des produits cosmétiques est régie par le réglement (CE) n°1223/2009 du parlement
européen et du conseil. Composé de 10 chapitres, 40 articles et 10 annexes, ce texte prévoit la
réglementation des essais cliniques pour les produits cosmétiques. Ces tests ont pour but de
soutenir les allégations des produits. L’article 20 intitulé « Allégation concernant le produit »,
stipule qu’on ne peut pas attribuer a un produit des caractéristiques qu’il ne possede pas, que ce
soit pour la mise sur le marché ou la publicité, afin d’éviter toutes pratiqgues commerciales
déloyales. En effet, les allégations sur la fonction, le contenu et les effets du produit doivent étre
profitables, intelligibles et dignes de foi afin d’avertir les utilisateurs des caractéristiques et des

avantages du produit (21).

Le réglement (UE) n°655/2013 paru le 10 juillet 2013 dans le journal officiel de I'Union
Européenne, établit «les criteres communs auxquels les allégations relatives aux produits
cosmétiques doivent répondre pour étre utilisés » afin d’assurer la protection du consommateur

contre les allégations trompeuses. Les critéres communs aux allégations sont au nombre de 6 :
- Conformité avec la législation

Il n’est pas autorisé de présenter comme allégation des faits ou bénéfices qui ne font que
répondre aux conformités de la législation. En effet, le fabricant ne peut tromper 'utilisateur final,
en lui faisant croire que le produit posséde des caractéristiques spécifiques alors qu’il s’agit d’'une

obligation législative.
- Véracité

Les allégations peuvent uniquement mentionner les ingrédients présents dans le produit et
peuvent faire référence aux propriétés d’un ingrédient uniquement si le produit fini posséde lui
aussi ces propriétés. De plus, toutes opinions ne peuvent étre des allégations sauf si elles rendent

comptent de faits véritables.
- Eléments probants

Une allégation peut étre soutenue si et seulement si elle est fondée sur une évaluation probante

qui est réalisée par des méthodes éthiques, modernes et correctement concues.
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- Sincérité

Les allégations d’un produit ne doivent pas dépasser les éléments probants démontrés pour le
produit. De plus, si le produit a besoin d’un produit auxiliaire pour développer un effet, le nom du

produit auxiliaire doit étre indiqué.
- Equité

Les allégations doivent étre objectives et ne pas rabaisser la concurrence ou critiquer un
ingrédient autorisé par la réglementation. De plus, elles ne peuvent pas créer de confusion avec

un produit rival.
- Choix en connaissance de cause

Toutes les allégations doivent étre compréhensibles pour le consommateur et doivent lui

permettre de choisir en connaissance de cause (22).

Tout comme les allégations se trouvant sur le produit, les allégations publicitaires doivent
respecter le Réglement (UE) N°655/2013. L’Autorité de Régulation Professionnelle de la Publicité
(ARPP) a présenté le 1°" juillet 2019 la version 8 des recommandations des produits cosmétiques.
L’ARPP nous rappelle les criteres communs aux allégations. De plus, il nous montre que tous les

produits doivent s’appuyer sur des preuves tirées de test.

La recommandation nous indique la nature des tests. Les principaux sont les tests objectifs
incluant les tests instrumentaux nécessitant des outils de mesure de la performance ou les tests
cliniques supervisés par un expert. Mais aussi les tests de satisfaction qui interrogent le

consommateur sur sa perception du produit (23).
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1.4 Evaluation cosmétique
L’histoire nous permet de comprendre comment doit se dérouler une étude clinique d’un point
de vue éthique. D’aprés les textes réglementaires, 3 types de tests sont a réaliser sur les produits

cosmétiques avant la commercialisation : test de sécurité, test de tolérance et test d’efficacité.

1.4.1 Test de sécurité

Comme détaillé dans le chapitre 3, article 10, alinéa 2 du réglement cosmétique n°1223/2009, un
produit cosmétique doit étre soumis a une évaluation de la sécurité avant commercialisation.
Cette évaluation sera réalisée par une personne diplomée et le détail de I’évaluation se trouve
dans la partie B de I’Annexe | de ce méme réglement (21). Un ensemble de tests est a réaliser afin

de constituer le rapport sur la sécurité.

Un des tests parmi les plus importants a réaliser est le test de stabilité. Il permet d’observer le
comportement du produit au cours du temps. Il est important de savoir si le produit va garder ses
propriétés organoleptiques, physico-chimiques et microbiologiques aprés commercialisation. Ce
test permet d’obtenir des informations importantes comme la période de conservation, les
recommandations sur les emballages afin d’éviter des interactions avec la formule et les
consignes de stockage et de transport (24). Des associations telles International Federation of
Societies of Cosmetics Chemists (IFSCC) et Cosmetics Europe (25) (26) ont publié en 1992 et 2004
des protocoles pour les tests de stabilité cosmétique (27). Depuis, la norme ISO/TR 1881 sortie
en 2018 précise les lignes directives pour la réalisation des essais de stabilité concernant les

cosmétiques (24).
Pour le test de stabilité, il existe différentes variantes aux objectifs bien définis :

- Test de stabilité en temps réel et en condition normale d’utilisation,

- Test de stabilité en condition accélérée.
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Mais aussi des tests supplémentaires :

- Test de cycles de température,
- Test d’exposition aux UV,

- Test mécanique.

Pour le test de stabilité en temps réel, le procédé est simple. Les produits sont placés dans les
conditions normales de stockage a la température et humidité correspondant a la zone de
commercialisation. Des analyses sont menées sur les caractéristiques organoleptiques du produit
en vérifiant qu’il 'y a pas de modification de I'aspect ou de I'odeur. Une analyse physico-
chimique est aussi réalisée pour vérifier le pH et la viscosité du produit. L'inconvénient ici, est la
durée de test. Pour pouvoir montrer que le produit est stable pendant 1 an, il faut 1 an de test. Il
est donc nécessaire de réaliser des tests de stabilité accélérés. Pour cela, les produits sont placés
dans des environnements avec des températures plus élevées pouvant aller jusqu’a 45°C et des
taux d’humidité de 75 a 80% pour accélérer le vieillissement des produits et ainsi réduire la durée

des essais a quelques mois (26).

Lorsque les tests de stabilité sont réalisés, on procéde aux tests de compatibilité. lls permettent
de garantir I'absence d’interactions entre le produit final et le contenant. Il s’agit par ailleurs,
d’une exigence retrouvée dans la norme ISO 22717 relative aux bonnes pratiques de fabrication
cosmétique, paragraphe 5.2.4 (28). Ces tests sont réalisés dans les mémes conditions que les tests
de stabilité. Par ailleurs, les aspects liés aux fonctions du conditionnement primaire sont vérifiés.
Le fabricant s’assure que le conditionnement est étanche, n’altére pas le produit et le distribue
bien. De plus, le produit fini va étre soumis a des variations de température et d’humidité dans
son contenant final afin de s’assurer qu’il n’y a pas de migration entre le contenant et le contenu
et de modifications du produit (27). Le Conseil National de 'Emballage liste la réglementation et
les normes de la compatibilité contenant/contenu (29). On y retrouve la recommandation du
Comité Scientifique Européen pour la Sécurité des Consommateurs (CSSC) qui préconise de

réaliser un essai de stabilité physique.
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Un élément important doit étre retrouvé dans le Rapport sur la Sécurité du Produit Cosmétique
(RSPC). Il s’agit du challenge test. Ce test a pour but de tester I'efficacité de la conservation. La
présence de cette expérimentation est obligatoire pour tous les produits cosmétiques
susceptibles d’entrer sur le marché. Il n’existe pas de protocole dans le réglement (CE)
n°1223/2009 mais de nombreuses normes définissent la maniére de réaliser le challenge test

(30):
- La Pharmacopée US — USP51 « preservative challenge testing »,
- La Pharmacopée Européenne 11.5,
-1SO 17516 : 2014 « Limites microbiologiques »,
-1SO 11930 : 2019 « Evaluation de la protection antimicrobienne d’un produit
cosmétique »,

- Norme Frangaise en ISO 20976-2: 2022 « Exigences et lignes directrices pour la

réalisation des tests d’épreuves microbiologiques »,

- The Personal Care Products Council (PCPC) M-6 « Microbiology Guideline »,- CSSC « Note
d’orientation du CSSC pour les tests d’ingrédients cosmétiques et leur évaluation de

sécurité — 12° révision 2023.

Le principe de cette expérimentation est d’introduire volontairement des souches bactériennes
et fongiques dans un produit puis d’observer la décroissance logarithmique du nombre de

survivants au cours du temps afin d’apprécier |'efficacité du systéme de conservation.
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Le protocole expérimental issu de la pharmacopée européenne au chapitre 5.1.3 « Efficacy of

antimicrobial preservation » impose la contamination volontaire par 4 souches microbiologiques :

- Deux souches bactériennes
o Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,

o Staphylococcus aureus ATCC 6538.

- Deux souches fongiques
o Candida albicans ATCC 10231,
o Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

Le produit est ensuite réparti dans des flacons stériles avec une concentration de 10° a 108
microorganismes par gramme de produit. A noter que chaque flacon contient une souche

microbiologique. Il faudra donc un flacon par souche testée.

Les flacons sont alors ensemencés sur des géloses conservées a 22.5°c dans I'obscurité. Des
comptages de colonies sont réalisés a J2, )7, J14 et )28, afin de vérifier I'efficacité du systéme de
conservation (29). Il faudra alors comparer le nombre de colonies sur toutes les géloses aux seuils
fixés dans la Pharmacopée afin de valider le test. Un témoin est réalisé pour toutes les souches

grace au bouillon LT100 qui va neutraliser les conservateurs.

D’autres tests de contréle microbiologique sont aussi réalisables comme le test de
dénombrement qui consiste a mettre en culture le produit cosmétique et de compter le nombre
de colonies de bactéries qui poussent afin d’évaluer la contamination microbienne. Les normes

pour les tests de dénombrement sont :
-1SO 21150 : 2015 « Détection d’Escherichia coli »,
-1SO 18416 : 2015 « Détection de Candida albicans »,
-1SO 221717 : 2015 « Détection de Pseudomonas aeruginosa »,

-1SO 18415 : 2017 « Détection des micro-organismes spécifiés et non spécifiés »,
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- Norme Frangaise en ISO 21149 : 2017 « Dénombrement et détection des bactérie s

aérobies mésophiles »,
- Norme Francaise en ISO 16212 : 2017 « Dénombrement des levures et des moisissures »,
- La pharmacopée Européenne 11.5 chapitre 2.6.36,

- La Pharmacopée US — USP61 « microbiological examination of nonsteril products :

microbial enumeration tests »,

- La Pharmacopée US — USP62 « microbiological examination of nonsteril products : Test

for specified microorganisms ».

1.4.2 Test de tolérance
Un produit cosmétique peut se comporter comme un antigene au contact de la peau et induire
des réactions immunitaires : dermatites de contact. Il est donc possible de tester la tolérance des

produits.

Pour cela, il existe de nombreuses alternatives. Il est possible de réaliser plus d’'une dizaine de
tests sur la tolérance des produits. Dans ce domaine, il n’existe pas de référentiel sur les tests a
réaliser pour un produit cosmétique. Les tests seront choisis en fonction du type de produit, de

ses conditions d’utilisation, de sa composition et de I'allégation souhaitée (12).
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Réalisation des tests de tolérance in vitro
d’un produit cosmétique

y
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Figure 1 : Flow chart pour le choix des tests de tolérance en fonction des allégations souhaitées (31).
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Les tests de tolérance cosmétique peuvent étre des tests in vitro et in vivo. Les méthodes de ces
tests sont évaluées par I'European Center for Validation of Alternative Methods (ECVAM) et son
comité consultatif scientifique (ESAC). Elles seront par la suite acceptées au niveau réglementaire
par I'Organisme de Coopération et de Développement Economique (OCDE). Le Comité
Scientifique Européen pour la Sécurité des Consommateurs (CSSC) peut par la suite remettre en
guestion la validation des méthodes et proposer des améliorations a celles-ci (12). Le CSSC vient
de publier le 15 mai 2023 la douzieme révision de ses Notes of Guidance pour « les lignes
directrices pour les tests des ingrédients cosmétiques et I’évaluation de leur sécurité » (32) . Dans

un premier temps, les tests in vitro sont réalisés.

Un des tests in vitro réalisable est le test d’irritation cutanée. Il s’agit de la ligne directive n°439
intitulée : « Irritation cutanée In vitro : Essai sur épiderme humain reconstruit » du 14 juin 2021.
Cette méthode permet de vérifier que la formule n’a pas la capacité de détériorer I'épiderme.
Pour cela, un modeéle d’épiderme humain est reconstruit de fagon tridimensionnelle. Des
kératinocytes non transformés sont prélevés sur de I'épiderme humain puis mis en culture pour
former un modéle multicouche identique a I'épiderme retrouvé in vivo. Le principe est de
comparer la viabilité cellulaire entre un modéle d’épiderme qui jouera le role de témoin négatif
et un modeéle exposé aux produits a tester. La viabilité cellulaire est quantifiée grace au colorant
vital MTT qui a la capacité de se transformer en sel de formazan bleu dans les cellules viables. Les
produits irritants vont faire chuter la viabilité cellulaire et par conséquent la quantité de sel de
formazan. D’un point de vue technique, les produits sont appliqués sur les modeéles de peau pour
un minimum de 42h a 37°C. Le sel de formazan est alors extrait avec un solvant et quantifié par
absorbance ou spectrophotométrie afin de calculer la viabilité cellulaire. Les quantités de produits
et les critéres d’acceptabilité dépendent du modéle de peau et de la galénique. Toutes ces
informations sont précisées dans I'annexe 3 de la directive (33). Un autre test réalisable est I'essai
n°442 E de I'OCDE intitulé : « Sensibilisation cutanée in vitro. Essai de sensibilisation cutanée in
vitro portant sur I'événement clé relatif a I'activation des cellules dendritiques dans la voie
toxicologique impliquée dans les effets indésirables pour la sensibilisation cutanée » du 4 juillet

2023 (34).

30

(CC BY-NC-ND 4.0) VICTOIRE



Ce test permet de détecter les produits susceptibles d’induire des réponses allergiques. Le

principe de sensibilisation se déroule en 4 étapes :

- Etablissement d’une liaison forte entre |’allergéne électrophile et les centres nucléophiles
de la peau,

- Changement d’expression génique et inflammation au niveau des kératinocytes induit par
la liaison avec I'allergéne,

- Activation des cellules du systeme immunitaire et plus particulierement les cellules
dendritiques par expression de marqueur et production de chimiokines/cytokines,

- Activation des autres cellules du systéeme immunitaire comme les lymphocytes T.

La directive n°442 E de 'OCDE mentionne quatre méthodes pour juger de la sensibilisation d’un

produit en mesurant les mécanismes de I'étape d’activation des cellules dendritiques (34) :

- Test d’activation de la lignée cellulaire humaine,

- Test d’activation de la lignée cellulaire U937,

- Essai par géne rapporteur de l'interleukine 8,

- Détection génomique rapide des allergénes pour I"évaluation des sensibilisations

cutanées.

L'OCDE a aussi publié¢ deux lignes directrices qui permettent de réaliser des essais
complémentaires a la sensibilisation. Ces lignes directrices vont évaluer la premiéere et la
deuxiéme étape. Il s’agit de I'essai de la ligne directrice n°442C du 4 juillet 2023 et intitulé :
« Sensibilisation cutanée in chemico. Essai portant sur I'événement clé relatif a I'établissement
d’une liaison covalente avec les protéines, dans la voie toxicologique impliquée dans les effets
indésirables » (35) et I'essai n°442D du 30 juin 2022 intitulé « Sensibilisation cutanée in vitro.

Méthode d’essai ARE-Nrf é luciférase » (36).
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Lorsque le produit nécessite une application proche des yeux, il est pertinent de tester la

tolérance oculaire afin de pouvoir soutenir I'allégation « non irritant pour les yeux » ou « ne pique

pas les yeux ». Les produits concernés peuvent étre des nettoyants, des masques pour visage ou

encore des shampoings. Il est possible de tester la tolérance oculaire de maniére in vitro avec le

test HET-CAM. La directive numéro 263 du 11 avril 2023 de I'OCDE stipule que cette méthode a

fait I'objet d’étude de validation et est maintenant acceptée dans de nombreux pays. Ce test

consiste a appliquer une substance sur la membrane chorioallantoidienne d’'un ceuf de poule

embryonné au neuvieme jour. La membrane est alors inspectée au microscope a 30 secondes, 2

et 5 minutes afin d’observer les saighements, la coagulation et la lyse vasculaire. Le temps de

réaction nous permet de calculer un score d’irritation (37).

Effet Score

Temps 30 secondes 2 minutes 5 minutes
Saignement 7 5 3
Coagulation 9 7 5

Lyse vasculaire 5 3 1

Tableau 1 : Méthode de scorage des symptémes induits par une substance sur la membrane

chorioallantoidienne d’un ceuf de poule en fonction du temps d’apparition (38)

L’addition des scores nous permet de prédire I'effet irritant de la substance.

Score Interprétation

[0; 1] Non irritant

[1;5] Légérement irritant
(5,91 Modérément irritant
[9;21] Trés irritant

Tableau 2 : Interprétation du score d’apparition des symptémes en fonction du temps (38)
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Un produit ayant un score compris entre 9 et 21 ne pourra pas avoir |'allégation « non irritant
pour les yeux (39) . Il existe un autre test qui permet d’évaluer la corrosion oculaire. Il s’agit du
test d’opacité et de perméabilité cornéenne bovine (BCOP). Le protocole est décrit dans I'essai
n°437 de 'OCDE paru le 4 juillet 2023. Il sera utilisé préférentiellement pour les produits trés

irritants (40).
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In fine, il existe de nombreux tests de tolérance in vitro qui permettent de juger dans un premier
temps, de l'innocuité des formules. Des organismes comme I’"OCDE et ISO mettent a dispositions
des normes pour ces tests dont les protocoles sont nombreux et détaillés. Cependant, ces tests

ne sont pas obligatoires.

Test Norme
Test d’irritation cutanée OCDE n°439 (33)
Test de sensibilisation OCDE n°442C(35)

OCDE n°442D(36)
OCDE n°442E (34)

OCDE n°497 (41)

Test d’irritation oculaire OCDE n°263 (37)

OCDE n°496 (42)

Test de corrosion oculaire OCDE n°460(43)

OCDE n°437 (40)

Test de corrosion cutanée OCDE n°431 (44)

Test d’absorption OCDE n°428 (45)
Test de phototoxicité OCDE n°432 (46)
Test de génotoxicité OCDE n°487 (47)
Test de cytotoxicité ISO 10993-5 (48)

Tableau 3 : Liste non exhaustive des tests de tolérance in vitro et de leurs normes (49)

Apres validation des tests de tolérance in vitro, les formules sont soumises aux tests de tolérance
in vivo. Comme pour les tests in vitro il en existe de nombreux mais, |a encore aucun n’est

obligatoire. llIs seront réalisés en fonction des allégations souhaitées pour le produit.
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Pour évaluer le pouvoir irritant des produits cosmétiques, il est courant de réaliser un test de
compatibilité cutanée par le biais d’un patch test. Autrement appelé test épicutané, il est utilisé
depuis la fin du XIXeme siécle par les dermatologues afin de trouver les allergénes en cause chez
les patients présentant des dermatites de contact. Ce test permet de s’assurer que le produit
cosmétique ne va pas induire d’eczémas de contact (50). Il est important de rappeler que les
cosmétiques font partie des 4 grandes classes d’allergenes pouvant déclencher cette réponse

immunitaire (51).

Présenté le 23 septembre 1895 au 5°™¢ Congreés de la Société allemande de dermatologie par le
médecin Joseph Jadassohn, le patch test s’est perpétuellement amélioré durant plus d’un siécle
pour devenir un test de référence en dermatologie avec des consensus internationaux (50). Les
dernieres recommandations apparaissent dans le numéro 406 du 30 juin 2023 de I'OCDE (52) et

sont complétée par la norme ISO 10993-10 (53) :
La méthodologie est la suivante :

Des chambres sont préparées. Dans toutes les chambres se trouvent des allergenes dilués dans
un véhicule. Le véhicule peut étre de la vaseline (le plus utilisé) mais aussi de I'eau, de I'acétone,
de I'éthanol, de la méthyléthylcétone ou encore du gel aux capacités hydrophile. Il existe
différents types de chambres qui doivent elles-mémes, ne pas induire de réactions pour ne pas
fausser le test. Les matériaux des chambres vont étre testés avec le patch test. Il n’y a pas de

consensus quant au nombre et au type d’allergéne au sein des différentes réglementations (50).

Chambre
avec
allergéne

Figure 2 : Schéma d’un patch test avec les chambres
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Figure 3 : Réalisation d’un patch test sur le dos d’un volontaire

Par la suite, le patch contenant les chambres avec les allergénes, est positionné dans une zone
vaste et dégagée, pourvue d’'un minimum de follicules pileux. Par conséquent la zone privilégiée

est le haut du dos mais il n’est pas impossible de réaliser ce test en haut de la cuisse ou du bras.

L'interprétation est réalisée par un dermatologue. Les critéres d’interprétation ont été

standardisés afin d’avoir un test reproductible indépendant du médecin.
Les criteres chronologiques :

Le patch est laissé en place pendant 48h, une premiére lecture est effectuée 30 minutes apreés le

retrait puis une deuxieme lecture a 72h et une troisieme a 96h.
Les criteres morphologiques :

Le dermatologue quantifie la positivité du test selon la cotation établie par I'International Contact

Dermatitis Research Group en observant la présence ou non d’érythemes, d’cedémes, de

vésicules simples ou coalescentes et ou de bulles.
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Score Interprétation Lésion élémentaire

- Négatif Absence de réaction

+? Douteux Erythéme simple

+ Réaction positive faible Erythéme + cedéme

++ Réaction fortement positive | Erythéeme + oedéme +

vésicules bien visibles

+++ Réaction violemment | Erythéme + oedéme +
positive vésicules coalescentes ou

bulles
IR Réaction d’irritation (Edéme absent, aspect fripé,

papules, pustules, hypopion,

pétéchies, nécrose

Tableau 4 : Score International Contact Dermatitis Research Group (ICDRG) (54)

Le dermatologue rend son rapport a I'évaluateur de la sécurité qui statue sur la conformité du
produit en tenant compte de la conformité va alors dépendre de la gravité du score ainsi que du

nombre de volontaires, sujets aux réactions.

En fonction de ces paramétres, soit il déclare le produit conforme et dans ce cas I’allégation « non
irritant » peut-é&tre soutenue, le produit présente une bonne tolérance, soit le produit est déclaré

non conforme ; il est alors renvoyé en formulation.

L'interprétation des résultats est un exercice difficile qui peut étre influencé par de nombreux
facteurs. Il est donc courant de réaliser d’autres tests, appelés tests auxiliaires, afin d’affirmer ou

d’infirmer la premiére lecture et d’éviter ainsi les faux positifs ou faux négatifs (55).

Des tests de type HRIPT (“human repeated insulted patch test”) peuvent également étre réalisés

pour évaluer le potentiel allergisant d’un produit. lls seront utilisés pour soutenir les allégations
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« non allergisant ». Bien qu’autorisés, ces tests soulévent une question éthique. En effet, ce type

de test peut induire une sensibilisation a un produit apres sa réalisation.
L'HRIPT est réalisé sur un panel de volontaires, il dure 6 semaines et se comprend en 3 phases.

La phase d’induction de 3 semaines durant laquelle 9 applications réitérées du produit testé sont
réalisées sur la méme zone cutanée, au niveau des mémes sites, pendant 48 heures, sous forme
de patch occlusifs et pendant 3 semaines consécutives. Les éventuelles réactions cutanées sont

évaluées 30 minutes apreés le retrait des patchs.
La phase de repos de deux semaines pendant laquelle aucune application n’est réalisée.

La phase de révélation qui consiste en I'application du produit étudié pendant 48 heures avec une

interprétation a 30 minutes, 24 heures et 48 heures apres le retrait des patchs.

L'interprétation est réalisée grace au score ICDRG. Un réaction d’allergie de contact est actée

lorsque le score est égal ou supérieur a ++ (23).

Il est aussi possible de réaliser des tests d’usage. Ces tests consistent a appliquer le produit dans
les conditions normales d’utilisation pendant au moins 2 semaines. Un médecin spécialisé va alors
observer l'effet du produit sur I'épiderme, les yeux ou les muqueuses et déterminer si
I"application en condition normale d’application a eu un impact. S’il estime que ce n’est pas le

cas, I'allégation « testée sous controle médical » peut étre validée.

Pour les tests de tolérance in vivo, les tests de non comédogénicité permettent de soutenir
I'allégation « non comédogene ». L'application de produit cosmétique peut avoir pour
conséquence le développement de comédons. Certaines études ont démontré I'activité
comédogene de certains ingrédients tels que I'huile de noyaux d’abricot, le laurylsulfate de
sodium et bien d’autres encore (56). Il est donc pertinent de réaliser un test de non
comédogénicité, notamment pour des formules comprenant ces ingrédients. L’étude est simple,
apres applications répétées durant 28 jours minimum sur une zone du corps, les comédons sont

décomptés et comparés a une zone témoin (57).

Il est possible qu’un produit cosmétique interagisse avec le soleil et les rayons UV et déclenche
des effets indésirables. Un test de phototoxicité est intéressant a réaliser pour les produits soumis
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intrinsequement aux UV apres application comme les produits solaires, le maquillage et les
parfums. L’Agence Nationale de Sécurité du Médicament (ANSM) anciennement I’Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) donne des recommandations
pour la réalisation de ce test. A noter que ce test n’est a réaliser que sur le produit fini aprés
réalisation des tests in vitro OCDE n°432 et si cela est absolument nécessaire. Le protocole utilise
la méthodologie de Kaidbey et Kligman. Dans un premier temps, le produit va étre appliqué dans
trois zones différentes sur le volontaire. Dans un second temps, deux zones vont étre exposées
aux UV. Une zone sera exposée aux UVA tandis que |'autre sera exposée aux UVA et aux UVB. La
troisieme zone ne sera pas exposée et servira de témoin. Les zones sont par la suite observées 15
minutes et 24h apres I'arrét de I'exposition aux UV. Un scorage est alors réalisé sur les zones en
jugeant l'intensité de I'érythéme, la pigmentation, I'apparition éventuelle de Iésion. Si il n’y a pas
de différence avec la zone témoin, le produit peut soutenir I’allégation « non-photosensibilisant »

ou « non-phototoxique » (58).

1.4.3 Test d’efficacité

Comme vu précédemment, avec le réglement (CE) n°1223/2009 du parlement européen et du
conseil du 30 novembre 2009 relatif aux produits cosmétiques, I'article 20 nous précise qu’il est
interdit d’attribuer a un produit cosmétique des caractéristiques qu’il ne posséde pas. Il est donc
nécessaire de réaliser des tests d’efficacité afin de soutenir ces allégations. Ces preuves doivent
par ailleurs étre présentes dans le Dossier d’'Information Produit (DIP). Cependant, cette méme
réglementation ne nous précise pas la maniére dont doivent étre réalisées ces tests. Toutefois,

des directives écrites par des organismes existent pour leurs exécutions.

Ainsi, Cosmetics Europe, anciennement The European Cosmetic and Parfum Association (COLIPA)
est une fédération qui représente des entreprises cosmétiques et qui a pour but de réaliser des
recommandations et des procédures appelées Guideline (59). C’'est cette méme fédération qui
publiera en mai 2008 une Guideline sur la réalisation de I’évaluation de I'efficacité des produits
cosmétiques (60). Nous retrouvons dans ce document les informations qui doivent figurer dans
le protocole et le rapport d’étude. C'est avec cette directive que les entreprises cosmétiques
congoivent les tests et les conclusions qui permettent de répondre aux exigences données par

I'article 20 du réglement (CE) n°1223/2009 du parlement européen. Cette directive permet une
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harmonisation de la structure des protocoles et des rapports d’études. Pour cette partie, nous

nous focaliserons sur les protocoles.

Dans un premier temps, la guideline détaille les principales approches méthodologiques. Il existe

deux types d’évaluation :

- Les évaluations ex vivo et in vitro :

o Exvivo: L'expérimentation se déroule sur un tissu vivant en entier. Il peut étre
extrait du vivant ou créé artificiellement. La particularité est que I'on pourra
apprécier les effets du produit testé sur I’'ensemble des cellules composant le tissu
(61).

o In vitro : Pour ce genre d’évaluation, les tests sont réalisés uniqguement sur une
lignée cellulaire spécifique telle que les mélanocytes ou les kératinocytes. Les
cellules sont extraites de la matiére biologique, ce qui permet une analyse plus fine
a I'échelle de la cellule (61).

- Les évaluations sur des volontaires humains qui regroupent les tests sensoriels et les tests

instrumentaux (61).
Pour ce travail, nous n’aborderons que les évaluations sur volontaires.

1.4.3.1 Les tests sensoriels
Ce sont des tests subjectifs qui se basent sur 'appréciation des produits par un panel de
volontaires. lls émettent un avis sur les caractéristiques organoleptiques des produits comme

I'odeur, la texture et I'aspect visuel (62). Il existe deux types de tests sensoriels :

- L’autoévaluation.

o Dans ce cas de figure, les produits sont testés aupres d’utilisateurs habituels de
produits, qu’ils soient semblables ou non au produit testé. L’évaluation sera basée sur
des criteres simples d’appréciation du produit, fixés en amont et le panel recruté sera
constitué de consommateurs lambda. C’'est ce que I'on appelle un test consommateur.

o Il est aussi possible de faire des auto-évaluations plus précises pour lesquelles le panel
aura recu une formation afin d’affiner sa sensibilité aux critéres d’évaluation. Les

volontaires du panel auront la capacité de scorer I'amélioration ou non de leurs peaux
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grace a des échelles. Il s’agit des évaluations sensorielles testées par un panel expert

entrainé ou auto-scorage (60).

- L’évaluation par des professionnels experts
o L'évaluation de la performance peut étre réalisée par un médecin qui, a l'aide
d’échelles, va pouvoir scorer I'efficacité d’un produit. Il existe par exemple un scorage
de la ride de la patte d’oie. Une échelle de 0 a 4 est établie en fonction de la sévérité
de cette ride et le médecin va scorer cette ride avant et aprés application du produit.
Des ouvrages tels que « I'atlas du vieillissement cutané » offre une classification des
rides et est utilisé dans de nombreuses spécialités médicales pour évaluer I'effet des

traitements sur les rides (63). C'est ce qu’on appelle un test d’usage sous controle

médical.

1

des tres fines Rides fines Rides moderees Rides sévéres

Absence de ride

Pattes d'oie — dynamiques (avec expression)?

Figure 4 : Exemple d’échelle de ride de la patte d’oie (64)

o D’autres professionnels comme des esthéticiennes peuvent aussi étre formées aux

scores, c’'est ce que I'on appelle les tests d’usage sous contrdle professionnel (61).
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1.4.3.2 Les tests instrumentaux

La peau est caractérisée par de nombreux parametres physiques comme sa perméabilité, son
hydratation, sa fermeté, sa couleur et bien d’autres. Les cosmétiques vont avoir pour rble
d’améliorer ces différents parametres. Il existe un trés large parc instrumental qui permet de
mesurer les variations de ces parametres et de juger de I'efficacité des produits. Ce type de test
est réalisé dans des environnements controlés, mené par des techniciens formés qui vont réaliser
des mesures avant et aprés application afin d’observer I'effet du produit sur les paramétres de la
peau. Le tableau ci-dessous répertorie les principaux appareils et les parameétres qu’ils mesurent

selon la plateforme SkinObs.
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Appareil de mesure

Parametre mesuré

Chromameétre® CR400 (Minolta)

Pouvoir démaquillant
Ne tache pas les vétements
Résistance aux frottements

Erytheme

Cornéometre® CMS825 (Courage et

Khazaka)

Pouvoir hydratant
Pouvoir asséchant

Exfoliation

Tewameétre® TM300 (Courage et Khazaka)

ou Aquaflux (Biox)

Restructuration barriere cutanée

Effet occlusif

Vieillissement cutané

VISIA 7® (Canfield) + Logiciel d’analyse

d’image FrameScan ® (Orion).

Pouvoir matifiant
Homogénéité du teint
Anticernes
Anti-points noirs

Antitaches brunes

pH-métre ® pH905 (Courage et Khazaka)

Evaluation du pH
Respect du pH cutané

Démangeaison

Sébumetre ® SM810 (Courage et Khazaka)

Pouvoir matifiant
Pouvoir nourrissant

Absence de résidus gras

Cutomeétre® MPA 580 (Courage et Khazaka)

Evaluation de la fermeté de la peau
Evaluation de I'élasticité de la peau

Vieillesse de la peau
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Visioscan VC ®(Courage et Khazaka) Taille des rides

Pouvoir hydratant
Restructuration barriére cutanée

Exfoliation

DermaTOP-HE?-M (Eotech) Vieillissement de la peau

Taille des rides et des cernes

Glossymeter (Courage et Khazaka) Pouvoir matifiant

Brillance de la peau
Anti séborrhéique

Homogénéité du teint

ColorFace® (Newtone Technologie) Brillance de la peau

Anti séborrhéique
Homogénéité du teint
Vieillesse de la peau

Rougeur de la peau

Tableau 5 : Les principaux appareils de mesure et les parameétres mesurés (65)

Il Biais d’une étude clinique

Un biais se définit par un ensemble de facteurs susceptibles de fausser le résultat final et la
conformité du produit (66). Il existe de nombreux biais qui peuvent avoir différents impacts. lls
peuvent rendre une étude concluante alors qu’elle ne le devrait pas. Un produit inefficace se
retrouve alors sur le marché, trompant la confiance du consommateur et a long terme se verra
disparaitre du marché. lls peuvent aussi désigner un produit comme non efficace a tort.
L'industriel devra alors retravailler les caractéristiques de son produit, créant une perte financiére

et le consommateur sera privé d’un produit potentiellement trés performant.

Dans tous les cas, les biais sont déléteres pour tous les acteurs que ce soit a court, moyen ou long
terme. Il est donc essentiel de les cibler afin de construire des études dépourvues au maximum

de biais, jugeant les produits a leurs justes valeurs.
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2.1 Biais de sélection

Il est I'un des biais les plus fréquemment retrouvé dans les études cliniques. Il intervient avant le
début de I'étude, au moment de la constitution des groupes. En effet, il s’agit d’une erreur
systématique qui se produit lorsque les groupes constitués pour I’étude ne sont pas représentatifs
de la population étudiée. Il peut intervenir au moment de la constitution des groupes ou durant

le suivi des échantillons (67).

Lors de la constitution des groupes, les volontaires sélectionnés peuvent ne pas étre
représentatifs de la population étudiée. Par exemple, un produit anti-age ne peut pas étre jugé
sur ses propriétés intrinseques par des peaux jeunes dépourvues de rides ou faiblement atteintes.
Par conséquent, il est nécessaire de mettre en place des critéres d’inclusion. Ils permettront de
cibler une tranche d’age et des caractéristiques de peau. En cosmétique, c’est le service
marketing, en collaboration avec le service de recherche clinique, qui choisit, en fonction de Ia
cible, les criteres d’inclusion. Par exemple, les tests pour produits anti-age incluent des
volontaires, dans une tranche d’age donnée, présentant des rides a fort grades. Les rides pourront
étre localisées au niveau de la patte d’oie ou du front en fonction de la zone d’application du
produit. Pour des produits hydratants, seront plutét choisis des sujets présentant une peau seche

a tres séche, avec une tranche d’age qui varie en fonction de la cible (68).

Malgré une bonne maitrise de ce biais, par le recrutement de personnes représentatives des
utilisateurs du produit, il existe un biais difficilement gérable : le biais de volontariat (68). Les
études cosmétiques se déroulent sur des volontaires sains, qui viennent de leur propre chef dans
les centres d’évaluation clinique. Par conséquent, ils représentent a eux seuls un groupe, non
représentatif de la population. En effet, les volontaires qui acceptent spontanément de participer
a ces études n‘ont pas les mémes caractéristiques d’age ou socio-professionnelles que les
personnes qui refusent. Les études cosmétiques étant basées sur le volontariat, ce biais est

particulierement marqué et impossible a contrer.

Lorsqu’une étude nécessite la constitution de 2 groupes, ceux-ci peuvent aussi ne pas étre
comparables. Malgré une sélection de personnes aux caractéristiques semblables grace aux

critéres d’inclusion, il est possible de faire des sous-groupes différents au sein de la sélection. I
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est donc nécessaire de réaliser une répartition aléatoire des volontaires entre les différents
groupes. C'est ce que I'on appelle la randomisation. Ce processus de tirage au sort permet une
répartition égale entre les groupes, ce qui permet de les comparer. Il est recommandé de réaliser
la randomisation le plus tard possible avant le début de I'étude, afin d’éviter une non-inclusion
d’un volontaire suite au non-respect d’un critére d’inclusion, rendant les deux groupes non
comparables (68). Dans les études cliniques cosmétiques, il est rare de constituer deux groupes
comparatifs de personnes. Le plus souvent, le volontaire a une zone témoin et une zone
d’application qui seront comparées. Pour assurer une comparaison entre ces deux zones, ce sont

elles qui sont randomisées.

Le biais de sélection peut aussi intervenir au cours de I'étude. Il se manifeste lorsque les deux
groupes ou zones ne sont pas traités de la méme fagon. Le volontaire peut, inconsciemment ou
non, porter plus de soin a la zone traitée et le praticien peut lui aussi, changer son comportement
lors de la prise de mesure entre les différentes zones (68). Pour éviter ce biais, il est recommandé

de pratiquer le double aveugle.

Le double aveugle est une méthode qui implique que ni le volontaire, ni le praticien, ne savent
guelle zone recoit le produit et quelle zone est témoin. Cela permet d’éviter que les participants
de I'étude, qu’ils soient volontaires ou praticiens, n’interagissent avec I'étude en favorisant une

des deux zones.

2.2 Biais d’information/classement
Contrairement au biais de sélection qui intervient avant le début de I'étude, le biais
d’information/classement s’observe durant I'expérimentation. Ce biais intervient lorsque la

mesure ou |'observation est erronée.

Ce biais se manifeste lorsque la zone contrdle est considérée avec moins d’attention et de rigueur
gue la zone traitée. Il s’agit du biais de suivi. Comme vu précédemment ce biais peut étre classé
comme un biais de sélection ou biais d’information, classement. Le moyen de contrer ce biais est

le double aveugle.

Les personnes réalisant I’étude peuvent connaitre les enjeux mais aussi les facteurs influencant
positivement et négativement I'étude. lls auront par conséquent des comportements
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potentiellement différents en fonction des volontaires. C'est ce que I'on appelle le biais de
subjectivité, de suspicion ou encore d’enquéteur. La connaissance des zones traitées et non
traitées peut pousser I'évaluateur a interpréter les réponses du volontaire au questionnaire par

exemple, ou encore de suggérer les réponses a celui-ci.

Dans certaines études, c’est I'avis des volontaires qui est recherché. Il est récupéré via des
guestionnaires sur I'efficacité du produit ou encore des auto-évaluations. Il est alors possible que
les volontaires orientent leurs réponses dans le sens du produit avec I'idée de se conformer aux

attentes. C’'est ce qu’on appelle le biais de déclaration.

Pour résumer, I'ensemble de ces biais peut étre limité grace a la randomisation des groupes, le

double aveugle et la standardisation des mesures afin d’étre reproductible entre toutes les zones.
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lIl Proposition de protocole

Le but principal de ce travail est de proposer des protocoles expérimentaux qui respectent les
attentes réglementaires et qui limitent les biais (66). Ainsi I'objectif est de pouvoir réaliser des
tests robustes, avec une forte valeur scientifique, en s’appuyant sur des méthodes classiquement
utilisées dans I’évaluation clinique cosmétique. Pour cela, nous allons nous baser sur les
recommandations de la guideline Cosmetics Europe intitulée « Guidelines for the evaluation of
the efficacy of cosmetics products » (60) qui détaille les éléments a retrouver dans un protocole

d’étude.

3.1 Construction du protocole

3.1.1 LU'objectif de I'étude

La premiére étape dans la rédaction du protocole est de définir clairement I'objectif fixé. Pour
cela, celui-ci doit contenir le maximum d’informations et étre le plus détaillé possible. Il comporte
notamment le but de I'évaluation ainsi que la cible, la méthode, le paramétre utilisé mais aussi
des informations sur les produits. Des précisions concernant le temps, les méthodes d’application

et les volontaires peuvent étre ajoutées pour plus de précision.
Ainsi, l'intitulé d’un test anti-age pourrait étre :

L’évaluation de I'effet anti-age [d’un produit cosmétique/ de I'association de plusieurs produits
cosmétiques] sur [surface de mesure] par [parametre mesuré] via [appareil de mesure] [apres
une application unique/ aprés applications répétées] durant X [jour(s)/ semaine(s)] sur des

volontaires adultes [caractéristiques des volontaires].

3.1.2 Produit testé et référence produit
Ensuite doivent étre indiquées les caractéristiques et la référence du ou des produits testés. Il est

essentiel de retrouver les informations suivantes :

- Type de produit / galénique :
- Galénique [créme/ lotion/ émulsion/ masque/ poudre / etc.]
- Zone d’application [visage/ main / corps/ cheveux/ etc.]
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- Quantité de produit (si utilisé)
- quantité subjective [une noisette/ autant que nécessaire]
- quantité quantifiable [X gouttes/ X grammes]

- Identification produit

Le ou les produits a tester doivent étre correctement identifiés avec indiquées pour tous les
produits, une date de fabrication et les conditions de stockage. Ces derniéres doivent étre
conformes aux données relatives a la stabilité du produit. Une date limite d'utilisation peut

éventuellement étre mentionnée pour les besoins de I'essai.

A noter qu’il est impératif pour l'investigateur et / ou le promoteur de garder dans son

échantillothéque un exemplaire du produit testé et la référence durant un minimum de 6 mois.

Nom du produit

Référence/ numéro de lot

Date de production

Condition de stockage

Type de produit / galénique

Quantité a appliquer

Emballage primaire

Tableau 6 : Résumé des caractéristiques du produit
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3.1.3 Procédure du test

La procédure définit le lieu de I'’étude ainsi que le calendrier. Il n’existe pas de recommandation

spécifique pour I’élaboration du calendrier ni les informations que celui-ci doit contenir.

Le calendrier propose un rapide apercu du déroulement de I'étude, y seront donc placées les
grandes étapes ainsi que leurs échéances. Le calendrier peut évoluer en fonction, notamment, du

nombre d’applications et de la durée de I'étude.

Jour 1

Etapes TO T15min TXheure TXheure TXheure

Vérification des critéres
d’inclusion

Acclimatation

Mesure de la PIE

Application produit par le
technicien

(1) Apres prise de mesure de la PIE

Tableau 7 : Calendrier d’une étude d’hydratation de la peau aprés application unique sur une journée

Jour 1 Jour X

Etapes TO T15min T0 T15min

Vérification des criteres
d’inclusion

Acclimatation

Mesure de la PIE

Application du produit par le
technicien

Application du produit a
domicile par le volontaire
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(1) Apreés prise de mesure de la PIE

Tableau 8: Calendrier d’une étude d’hydratation de la peau aprés application répétée sur X journées

(CC BY-NC-ND 4.0) VICTOIRE
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3.1.4 Gestion et traitement des données

Un chapitre concernant les méthodes de collecte des données ainsi que la gestion des données
électroniques doit figurer dans le protocole. Une étude clinique génére une grande quantité de
données. Elles peuvent concerner le volontaire et ses informations personnelles (age, type de
peau, phototype, etc..) ou encore étre collectées durant I'étude (tests instrumentaux,
qguestionnaires, tables d’applications, etc...). Il existe différents moyens de collectes. Ces
différentes méthodes ne comportent pas de biais si elles sont correctement réalisées. L’exemple

qui suit peut donc étre modifié.

Les données collectées sur les différents documents d’études peuvent étre de nature

électronique ou de nature papiers.

- Concernant les documents papiers, ceux-ci peuvent étre remplis par les volontaires ou le
technicien au début ou au cours de I'étude. Ils seront par la suite scannés et imprimés. Un
dossier physique sera alors constitué et archivé. Un dossier électronique sera lui aussi créé
et archivé dans les disques durs.

- Concernant les documents électroniques, les valeurs sur les documents d’études feront
I'objet d’une saisie simple par le technicien, puis un archivage électronique et physique.
Pour les documents avec des valeurs d’études, il s’agira d’une double saisie par deux

techniciens afin d’éviter les erreurs puis ils suivront la méme voie d’archivage.
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3.1.5 Analyse des résultats

L'objectif de I'étude est de comparer un produit d’investigation a un produit de référence par
rapport a I'effet mesuré ou a I'effet du temps. L'étude va donc comparer les valeurs de la zone
controle, de la zone placebo et de la zone traitée a différents temps en recherchant une différence

entre la zone traitée et les deux autres.

Dans un premier temps, il convient de vérifier que les données sont normalement distribuées,
elles doivent suivre la loi Normale (69). Nous allons réaliser un test de Shapiro-Wilk au risque de

5%. p doit étre inférieur a 0.05.

Dans un deuxieme temps, les différences sont analysées. On utilisera un test de Student « t » par
paire pour les échantillons indépendants. Le but étant de chercher une différence, il sera réalisé

un test bilatéral au risque alpha de 5%.
Deux hypothéses sont formulées.

- Hypotheése nulle HO : la valeur moyenne du groupe a différents temps est égale.

- Hypothese alternative H1 : la valeur moyenne du groupe a différents temps est différente.

Si les données ne suivent pas la loi Normale, il faudra réaliser un test non paramétrique de

Wilcoxon, test bilatéral au risque 5%

- Hypotheése nulle HO : il n’y a pas de différence entre les valeurs.

- Hypotheése alternative H1 : il existe une différence entre les valeurs.

Une premiére analyse des zones sera réalisée avant I'application du produit afin de vérifier si les

zones peuvent étre comparées entre elles.

m(TO traitée) — m(TO contrdle)

m(TO traitée) — m(TO0 placebo)
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S’en suivra une deuxieme analyse sur I'effet produit entre les deltas obtenus sur les zones

A(Txtemps — TO)traitée — A(Txtemps — TO)controle
A(Txtemps — TO0)traitée — (Txtemps — TO)placebo

Le logiciel utilisé pour ces calculs doit étre précisé dans le protocole.

Certains tests ne donnent pas la possibilité d’avoir plus de deux zones. C’est le cas des études sur

la ride de la patte d’oie. Dans ce cas, I'analyse des résultats est |égerement différente.

L’étude va comparer les valeurs de la zone placebo et de la zone traitée a différents temps afin

de montrer une différence entre les deux zones
Comme pour I'analyse précédente, un test de Shapiro-Wilk au risque de 5% est réalisé.

Puis un test de Student « t » par paire pour les échantillons indépendants en bilatéral au risque
alpha de 5% ou un test de Wilcoxon en bilatéral au risque 5% si les données ne suivent pas la loi

Normale. Dans les deux cas, les hypothéses restent les mémes.

- Hypotheése nulle HO : la valeur moyenne du groupe a différents temps est égale.

- Hypotheése alternative H1 : la valeur moyenne du groupe a différents temps est différente.

La premiére analyse sera alors :

m(TO0 traitée) — m(TO0 placebo)

La deuxiéme analyse portera sur |'effet produit entre les deltas obtenus sur les zones

A(Txtemps — TO)traitée — A(Txtemps — TO)placebo
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3.1.6 Matériel et réactifs

Le protocole doit contenir une partie sur la description, la spécification et I'identification de
I’équipement dont la référence commerciale. De plus, il est nécessaire d’avoir une description
des conditions d’utilisation et de justifier la pertinence de la mesure par rapport a I'objectif

initialement fixé au début du protocole.

3.1.7 Information spécifique
3.1.7.1 Produit testé
Dans le protocole doit figurer une partie sur les tests de sécurité. Ceux-ci sont réalisés en amont

dans les mémes conditions que celles fixées dans le protocole

3.1.7.2 Volontaire ; criteres d’inclusion et d’exclusion

Les criteres d’inclusion et d’exclusion doivent impérativement étre déterminés avant le début de
I’expérimentation et avec minutie car ils peuvent étre source de biais. Ces critéres vont étre
choisis en fonction de la cible du produit déterminée par le brief marketing, mais aussi en fonction

des facteurs endogenes qui peuvent influencer les mesures (70).

3.1.7.3 Nombre de volontaires

Il existe différents logiciels qui permettent de calculer la taille de I’échantillon d’un essai clinique
comme par exemple, XLSTAT qui est une fonctionnalité de Excel. L'utilisation de ce logiciel
implique de connaitre le paramétre lié au pourcentage de succés pour les deux groupes ce qui
n’est pas toujours quantifiable dans les études cliniques cosmétiques (71). De nombreux sites
proposent de calculer le nombre de volontaires comme EasyMedStats mais ils sont davantage

utilisés pour des études médicales (72).

Le logiciel G¥POWER 3.1.9.7 créé par |'université de Dusseldorf est un outil utilisable pour calculer
la taille des échantillons pour les tests d’efficacité cosmétiques. Pour l'usage de ce logiciel, 6

parametres sont a déterminer :

- Le type d’étude. Dans le cas des essais cliniques pour les produits cosmétiques, deux
moyennes de différentes zones qui ne s’influencent pas doivent étre comparées. De ce
fait, le choix se portera sur le test de comparaison de moyenne de deux groupes

indépendants.
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Un test d’équivalence est souhaité, sans savoir si la différence de I’hypothése H1 sera
positive ou négative. Un test bilatéral sera alors préféré a un test unilatéral.

Le risque alpha. Il s’agit du risque de premiére espéece qui consiste a rejeter I'hypothése
HO a tort. Le risque alpha est fixé a 5% comme les recommandations le suggerent (73).

La puissance : Il s’agit de la probabilité de rejeter I'absence d’effet injustement. La
puissance est de 90% (73).

L’allocation ratio N2/N1. Ce paramétre est utilisé lorsque plusieurs groupes sont retrouvés
durant I'expérimentation. N1 et N2 correspondent au nombre de sujets par groupe. Etant
donné que le choix s’est porté sur un nombre identique de sujets par groupe, 'allocation
ratio N2/N1 sera égale a 1.

La taille d’effet ou d de Cohen reste a déterminer. La taille de I'effet permet de quantifier
la différence statistique entre deux groupes. Lorsqu’il s’agit d’'une différence de moyenne
c’est le d de Cohen qui est mesuré et qui correspond a la moyenne du groupe 1 moins la

moyenne du groupe 2, divisé par I'écart type de la population des deux groupes :

ml—-m2
d - o

Le logiciel, propose de choisir entre trois valeurs: 0,2 (petite); 0,5 (moyenne) et 0,8
(forte). En choisissant un (d=0,2), cela indique que les moyennes des groupes ont une
différence de 0,2 écart-type. Pour que la différence entre deux moyennes soit
considérable, le d de Cohen doit étre au minimum de 0,2. Plus le d de Cohen choisi est
petit, plus I'échantillon doit étre conséquent pour obtenir des résultats robustes. En effet,
en faisant varier le d de Cohen sur le logiciel G¥POWER 3.1.9.7 le nombre de volontaire

estde:
®sn par groupe lorsque d = 0,2
@ ss par groupe lorsque d = 0,5

® 3 par groupe lorsque d = 0,8
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3.1.7.4 Méthodologie
Il est nécessaire de limiter au maximum le nombre de biais dans le protocole. Les études seront
randomisées en double aveugle et comparatives ; les volontaires seront leur propre zone de

controle.

Pour les critéres d’efficacité adoptés, il faudra démontrer une variation significative de I'effet
souhaité entre les zones contréle, placebo et traitée. Le protocole doit contenir des informations

sur la méthode d’application des produits :
- Quantité de produit a appliquer :

La quantité de produit a appliquer est fonction de plusieurs facteurs. Dans un premier temps, de
la forme galénique du produit. Les produits de maquillage ne seront pas appliqués en méme
guantité que les produits de soins. Dans un deuxieme temps, les conditions d’application. Certains
produits recommandent une application en couche fine ou en couche épaisse. Il est compliqué
de faire une recommandation générale sur la quantité de produit a appliquer. Un biais existera
donc entre les différents centres. Cependant, afin d’avoir des résultats comparables, il est

essentiel de fixer avant le début de I’étude, une quantité a appliquer.
- Fréquence d’application :

Elle va dépendre du protocole de I'étude. Pour des revendications sur une journée, une
application unique est nécessaire. Pour les revendications de longues durées, la fréquence va
dépendre des conditions d’applications fixées par le fabricant, par exemple, une a deux fois par

jour, ou bien quelques fois par semaine en fonction du type de produit.
- Zones d’application
Il convient de définir le nombre de zones. Lorsque cela est possible 3 zones sont a réaliser :

- La zone contrdle : il n’y aura aucune application de produit sur cette zone. Son réle est
de vérifier qu’il y a bien une différence significative avec la zone traitée afin d’attribuer
I'amélioration du parameétre au produit et non a un facteur extérieur,

- La zone placebo : application d’un produit ou d’'une substance qui n’a aucun effet sur

la mesure. Le but ici est de garder le double aveugle,
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- Lazone traitée : C’'est la zone qui va recevoir le produit d’investigation.
La zone contréle est retirée lorsqu’il n’est pas possible de faire plus de 2 zones.

- Condition d’application
Les conditions d’application dépendent des recommandations fixées par le fabricant. Il est
important que I'application soit effectuée par la méme personne dans les mémes conditions.
C'est-a-dire avec le méme doigt, suivant les mémes mouvements et avec la méme pression. Pour
éviter les interactions, |'applicateur porte une protection mécanique comme un doigtier.
Exception faite pour les cinétiques sur plusieurs jours, dans ce cas le volontaire s’appliquera le

produit a domicile.

3.1.7.5 Chronologie de I'expérimentation et mesure

On trouve dans cette partie une représentation de la chronologie de I’expérimentation depuis
I'arrivée du volontaire a sa sortie de I’étude. Ce chapitre peut prendre la forme d’un schéma, d’un
tableau ou d’un texte. Il doit détailler I'ensemble des étapes de I'expérimentation de maniére a

ce qu’elle soit reproductible par I'ensemble des personnes qui suivent les instructions.
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3.2 Test d’hydratation

3.2.1 Propriétés biophysiques de la peau et hydratation

Il s’agit d’une des catégories de test les plus réalisées dans les essais cliniques cosmétiques. Un
des roles majeurs de la peau est le maintien de I'équilibre hydrique et d’empécher la dessiccation.
Cet équilibre est essentiel car il permet de garantir les propriétés mécaniques de la peau comme
son élasticité, sa flexibilité et sa résistance a la traction et la compression (74) mais aussi son
apparence (75). La peau est constituée de 3 couches. La couche la plus profonde est I’hypoderme.
Elle est constituée de collagénes, de protéoglycanes et majoritairement d’adipocytes. Le derme
se positionne au-dessus. Il s’agit d’un tissu conjonctif qui contient des réseaux vasculaires et
nerveux entourés par la matrice extracellulaire constituée de fibres élastiques, de collagénes et
de substance fondamentale. Ces couches ont un rdole de soutien structurel mais aussi d’apport de
nutriments et de contrdle de la température. La couche la plus superficielle est I'épiderme. Ce
tissu épithélial est composé de kératinocytes, de mélanocytes, de cellules de Langerhans et de
cellules de Merkel. Les kératinocytes sont les cellules les plus présentes dans I'épithélium et
connaissent une migration. En effet, apres la formation de la cellule dans la couche basale, le
kératinocyte va migrer vers la partie la plus superficielle de I'épiderme en changeant ses
propriétés biochimiques et morphologiques. Il s’aplatit alors et une enveloppe cornée apparait
tout autour lorsque le noyau et les organites cytoplasmiques disparaissent par apoptose (76). Le
kératinocyte est devenu un cornéocyte et se place sur la partie la plus superficielle de la peau
pour former le stratum corneum qui aura pour réle la préservation de la barriére cutanée et par

conséquent le controle de la perte hydrique.

Le stratum corneum est majoritairement constitué par des cornéocytes reliés entre eux par des
jonctions appelées desmosomes. Le reste est constitué par une matrice lipidique composée de
cholestérols, de céramides et d’acides gras libres, qui comble I'espace intercellulaire. Ces
éléments interagissent entre eux et créent une barriére avec I'extérieur tout en laissant passer
un flux d’eau. Ce passage de flux s’appelle Perte Insensible en Eau (PIE). Les cornéocytes sont
constitués par des filament de kératines et de la filaggrines qui, lors de la dégradation, produisent
un mélange d’acides aminés et de sels dérivés d’acides aminés tres soluble dans I'eau appelé

facteurs naturels d’hydratation (NMF). En effet, 'accroissement de la concentration d’acides
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aminés dans le cornéocytes a pour conséquence une augmentation de la pression osmotique
favorisant ainsi I'entrée de I'eau dans les cellules. Il s’agit des deux principaux systémes de
régulation de I'hydratation : le maintien de I'eau dans les cornéocytes grace aux éléments

hygroscopiques et le contréle du flux d’eau vers I'extérieur grace a la matrice lipidique (77).

3.2.2 Méthodes et appareils de mesure
L'hydratation de la peau peut étre quantifiée en mesurant la teneur d’eau présente dans le

stratum corneum ou en mesurant la PIE.

Il est possible de mesurer la teneur en eau dans le stratum corneum avec des méthodes
électriques. En effet, la peau posséde des propriétés électriques dépendantes de la teneur en eau
qui sont la capacitance, la conductance et I'impédance (78). L'impédance est la mesure de la
résistance électrique de la peau. L'eau est un excellent conducteur électrique, un tissu bien
hydraté aura donc une résistance faible. Par conséquent, une diminution de I'impédance est
corrélée a une augmentation de I’hydratation cutanée (79). La conductance est la mesure de la
facilité d’un courant électrique a traverser un matériau. Une augmentation de la conductance
traduit donc une augmentation de I’'hydratation cutanée (80). La capacitance est la mesure de la
capacité d’un matériau a stocker I'énergie sous forme de charge électrique. Elle peut étre
mesurée grace a deux électrodes produisant un champ électrique. Le stratum corneum possede
une capacité diélectrique. L’eau ayant une constante diélectrique 10 fois supérieure aux autres
substances présentes dans I'épiderme, la mesure de la capacitance de la peau nous permet de
juger de I’hydratation cutanée. Plus la mesure est élevée, plus I’hydratation est importante. La
variation se traduit par une unité arbitraire (u.a). Elle est aujourd’hui la technique de référence

pour la mesure de I'effet hydratant d’un produit (79).

L'appareil qui permet de mesurer les altérations électriques de la peau et par conséquent son
niveau d’hydratation est le Cornéométre®. C'est un dispositif produit par Courage + Khazaka
electronic destiné a mesurer les variations de la constante diélectrique de la couche cornée. Le
Cornéomeétre® est composé d’un générateur permettant de lire la capacitance et d’'une sonde de
0,95 cm? de surface (81) composée d’une lame en verre au contact de la peau afin de canaliser le

courant et d’'une plague en or qui va générer un champ électrique (82). Ce champ électrique est
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généré grace a deux pistes qui vont alterner un exces et un déficit d’électrons. Il va pénétrer dans
I'ensemble de la couche cornée et permettre ainsi de mesurer la variation de la constante
diélectrique donnant de ce fait la possibilité d’évaluer I’hydratation de la peau (83). Le fréquence
émise est faible (entre 45 et 75 Hz) afin d’étre plus sensible aux variations de la constante

diélectrique du stratum corneum (75).

Les deux plagues dans la sonde fonctionnent comme un condensateur. Lorsqu’elles sont
alimentées, une plague produit un exces d’électrons qui va traverser la couche cornée afin de
retrouver la plaque en déficit d’électrons. La plaque de détection posséde une structure de
condensateur inter digité ce qui permet de capter les variations les plus infimes (84). Les milieux
avec une forte constante diélectrique comme I'eau vont avoir la capacité de stocker plus

d’électrons et par conséquent avoir une capacitance plus élevée que les zones plus séches (85).

Mesure sur les avant-bras (U .A)

Tres sec <50
Sec 50-60
Suffisamment hydraté >60

Tableau 9 : Valeur de Cornéométre® (u.a) pour des mesures d’hydratation sur Iavant-bras(82)

Il est aussi possible d’utiliser des méthodes de conductance pour mesurer I’hydratation cutanée.
L'appareil Skicon200 de IBS Co permet de mesurer la facilité d’'un matériau a étre traversé par un
courant électrique (conductance). Le principe est le méme que pour le Cornéometre®. La sonde
du Skicon200 est composée de deux pistes qui produisent un champ électrique. La conductance
sera alors mesurée en pS. Plus la valeur sera élevée, plus le milieu sera hydraté (86). Le temps de
mesure est de seulement 1 seconde et ces mesures sont facilement reproductibles (82). De plus,
la conductance permet de mesurer plus profondément I’hydratation cutanée (87). Cependant les
méthodes de capacitance sont préférées car la mesure n'est pas influencée par d’éventuels

produits qui auraient été appliqués ou par des électrolytes présents sur la peau.
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Il est aussi possible de juger de la régulation de I’hydratation cutanée en mesurant le flux d’eau
traversant la peau (88). Cette méthode tres utilisée, permet de juger la capacité de la peau a
empécher la sécheresse grace a la matrice lipidique qui régule la perméabilité. Il s’agit des tests

de Perte Insensible en Eau (PIE). Ces tests permettent de soutenir I'allégation « hydratant ».

Les tests de PIE ont un fonctionnement simple ; mesurer le flux d’eau (g/m?h) que le corps perd,
puis appliquer un produit, et mesurer de nouveau la quantité d’eau qui s’évapore afin de voir si
le produit joue un role sur la peau. Il existe une dizaine de méthodes pour mesurer la PIE (65).
Elles se différencient par plusieurs aspects. Tout d’abord, le type de sonde. Nous en retrouvons

deux :

- Les sondes a chambre fermée,

- Les sondes a chambre ouverte.

Le premier type de sonde a pour avantage de mesurer des valeurs trés élevées contrairement au
deuxiéme type de sonde. De plus, la chambre fermée permet d’éliminer les facteurs extérieurs
qui peuvent interagir avec la mesure. Cependant la condition d’utilisation en chambre fermée

contrairement a la chambre ouverte, n’a pas la capacité de capter les valeurs basses de PIE (89).

Valeurs minimum PIE(g/m?h) | Valeurs maximum PIE(g/m?h)

Chambre fermée 5,1 214,1

Chambre ouverte 2,3 84,7

Tableau 10 : Comparaison des valeurs minimales et maximales des PIE d’une sonde a chambre fermée et d’une
sonde a chambre ouverte.

En ce qui concerne la PIE, elle peut étre analysée soit par le calcul du gradient d’évaporation grace
a deux capteurs chargés de mesurer I'humidité et la chaleur, soit par I'analyse de I’évaporation
de l'eau via des dizaines de caméras. La deuxiéme technique donnera une analyse plus précise

(90).

Toutes les méthodes, quels que soient le type de sonde ou la méthode d’analyse, ont des
avantages et des inconvénients. Nous prendrons ici I'exemple du Tewametre® (sonde a chambre

ouverte) et du Vapometre® (sonde a chambre fermée).
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Le Tewameétre (91) est un dispositif produit par Courage + Khazaka electronic qui suit I’évolution

de la PIE en mesurant le flux d’eau (g/m?h) qui émane de la peau afin d’évaluer la fonction barriére
Il est composé de deux parties :

- Un générateur principal doté d’un écran digital permettant de donner une valeur
numérigque aux mesures,
- Une sonde de forme cylindriqgue composée de deux parties :
o lecorps, cylindrigue, permet de tenir la sonde. Il est équipé d’un interrupteur pour
prendre la mesure.
o la téte, autre cylindre creux, est positionnée perpendiculairement au premier.
Cette partie posée sur la peau pour la prise de mesure, est composée de capteurs.
Le principe est la mesure du gradient de pression de vapeur d’eau entre deux
points distincts de la peau. Les capteurs dans le cylindre, en mesurant la

température et I’lhumidité relative permettent de calculer la PIE (g/m?h).

d—m =-D.A + d_p
dt dx
m : eau transportée (g)
t: temps (h)
A : surface (m?)
D : constante de diffusion (m?s?)
P : pression de la vapeur atmosphérique (mmHg)

X : distance entre la peau et le point de mesure (m)

Ce dispositif permet ainsi de calculer la PIE avant et aprés application d’un ou plusieurs produits
cosmétiques, de suivre I"évolution de cette valeur et ainsi de constater I'effet du ou des produits

sur la barriere cutanée.
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Le Vapometre® (92) est un dispositif produit par Delfin qui permet de mesurer I’évolution de la

PIE afin d’évaluer la fonction barriere de la peau.

Il est composé d’un seul élément ; une sonde sans fil a chambre fermée. Il s’agit d’'un cylindre
composé d’un interrupteur pour prendre les mesures et d’un petit écran numérique.

L’augmentation de I’humidité relative permet de calculer le taux d’évaporation (g/m2h).

La mesure de I'hydratation cutanée peut aussi étre réalisée avec des mesures optiques. Le
principe est de mesurer les interactions entre la lumiére et la matiéere afin d’étudier les processus
moléculaires. Pour ce faire, il existe différentes méthodes comme la spectroscopie proche

infrarouge et la spectroscopie Raman (78).

La spectroscopie proche infrarouge se base sur le principe d’analyse des bandes d’absorption du
proche infrarouge de la peau car celles-ci sont liées a la teneur en eau dans I’épiderme. La lumiere
utilisée couvre des longueurs d’onde allant de 800 nm a 2500 nm et permet de mesurer
I’oxygénation des tissus. La mesure par spectroscopie proche infrarouge permet d’obtenir un
spectre de réflectance qui met en lumiére des bandes d’absorption. Les spectres infrarouges
peuvent avoir plusieurs aspects en fonction des parametres utilisés. Pour les études sur la peau,
la réflectance sera privilégiée a la transmittance car il est plus facile de capter la lumiére réfléchie
que transmise (93) Les bandes d’absorption, dans un spectre de réflectance, caractéristiques de
I'eau se situent a 1920 nm et 1450 nm. L’intensité de ces bandes permet de calculer la teneur en
eau. Une onde électromagnétique va venir transférer son énergie a la molécule ce qui va
augmenter son amplitude de vibration. En mesurant la diminution de l'intensité d’absorption, il

est possible de caractériser et quantifier les composants de I'épiderme (78).

Cette méthode a pour avantage d’étre plus pénétrante et de donner des informations sur
I’hydratation en profondeur. L'inconvénient est que I'analyse des données est plus difficile car la
pénétration plus importante rend les bandes d’absorption mesurées plus complexes. De plus,
cette méthode détecte les spectres de tous les composés de la peau qui peuvent influencer

I'intensité des pics de I'eau (78).

La spectroscopie Raman utilise le principe de spectroscopie vibrationnelle par diffusion

inélastique des photons légers pour mesurer I’hydratation cutanée. L'épiderme est stimulé par
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laser. En réponse a cette interaction, la matiére émet des radiations dont la diffusion Raman. Les
photons incidents gagnent de I’énergie au contact de la matiere et émettent des radiations, sous
forme de nouveaux photons, causées par le changement de niveau d’énergie (94). En observant
ces changements d’énergie, il est possible de construire un spectre Raman qui renseigne sur la

composition de I'épiderme et quantifie la teneur en eau (75).

Cette méthode donne une analyse de la composition moléculaire et par conséquent la
concentration en eau. L'appareil Gen2 de RiverD permet de réaliser cette méthode. Il est
composé d’une source laser de 660 nm et de 12 mW de puissance, d’une fibre optique permettant
de diriger le laser sur la peau, d’un spectrométre de Raman et d’un détecteur Charged Couple
Device (CCD) (78). L'avantage de cette méthode est de permettre une mesure quantitative plus
fine de la concentration en eau contrairement aux méthodes électriques. De plus, elle permet de
mesurer des concentrations d’autres composants de la peau comme les NMF et de donner une
représentation en trois dimensions de la répartition des composants de la peau. L'inconvénient

est la complexité des mesures et le colt beaucoup plus important des appareils (75).

3.2.3 Influence des facteurs

3.2.3.1 Influence des facteurs environnementaux

L'influence des facteurs environnementaux sur les prises de mesure de PIE et d’hydratation a été
tres documentée et a permis de faire des recommandations pour ces mesures. L’hydratation de
la peau est fortement influencée par les parametres de température et d’humidité.
L'augmentation de ces deux parameétres va avoir pour conséquence une augmentation de
I’'hydratation et de la PIE. Dans des environnements a fort taux d’humidité, la peau va capter
I'humidité et augmenter son hydratation. Cette humidité va aussi réduire les échanges hydriques
entre la peau et I'extérieur (95). Les recommandations préconisent donc de réaliser les tests dans
des conditions semblables a I'environnement d’utilisation du produit. Il est recommandé de
réaliser les mesures a une température de 20 a 22 °C et avec une humidité relative comprise entre
40 et 60% (70) (82). De plus, une exposition prolongée au soleil modifie I'hydratation cutanée. En
effet, les rayonnements UVB induisent des modifications dans le réle de barriere hydrique de la

peau induisant une diminution de I’hydratation cutanée (96). Il est également recommandé de
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ne pas réaliser les mesures d’hydratation directement sous une source de lumiére artificielle car

les rayons diffusent de la chaleur et peuvent induire une diminution de I’"hydratation (82).

Par ailleurs, la consommation de certains produits induit un changement d’hydratation (97). C'est
le cas du tabac, qu’il soit consommeé ou présent dans I'environnement. Cette substance a pour
conséquence une diminution significative de I’hydratation et une augmentation significative de
la PIE (98). De méme, l'ingestion d’alcool ou de produits épicés a pour conséquence une
augmentation de la température corporelle et par conséquent une diminution de I’hydratation

et une augmentation de la PIE.

D’autres produits de consommation ont aussi un impact sur I’évaluation de I’"hydratation cutanée.
L'exposition de la peau a des produits de nettoyage, des produits de soin ou méme simplement a
I'eau a une influence sur I'hydratation cutanée. Un simple lavage de la peau entraine une

augmentation de la PIE et une diminution de I’"hydratation (99).

Les produits cosmétiques, de types nettoyants a base de tensioactifs anioniques, de savons
antimicrobiens, sont responsables d’'une diminution de la teneur en eau dans le stratum corneum

en endommageant la matrice lipidique et en fragilisant la barriere cutanée(79)(101).

A contrario, les cremes, savons hydratants et laits influencent positivement les valeurs

d’hydratation (101).

Il faut donc déterminer une période de « wash-out » pour un certain nombre de produits
cosmétiques qui consiste en 'arrét total de leur utilisation ; cela évite que la rémanence de ces
produits influence les mesures. De plus, un simple rincage a I'eau le jour méme est lui aussi
prohibé car il engendre une modification de I’hydratation en cas de nettoyage prolongé (102).
L'utilisation d’un autre produit est a proscrire pendant une semaine au moins avant le début de

I’'expérimentation afin que ses effets éventuels se soient dissipés (103).

Pour les mesures, il est important de seulement poser les sondes sur la peau sans appliquer de
pression. |l a été prouvé qu’une pression plus importante donne des résultats d’hydratation plus

importants (104).
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3.2.3.2 Influence des parameétres individuels

- Transpiration

Une sudation, méme modérée, peut augmenter les paramétres d’hydratation de la peau. Elle
peut étre d’origine émotionnelle, physique ou une réponse a des mécanismes thermiques. La
maitrise de ce facteur se fait en instituant une période d’acclimatation dans un environnement
contr6lé ol la température est comprise entre 20 et 22° C et avec une humidité relative entre 40
et 60%. De plus, il est recommandé un temps d’acclimatation d’au moins 20 minutes pour une

élimination de la transpiration (105).
- Age et localisation anatomique

La tranche d’age est déterminée en fonction de la cible choisie pour le produit. Pour les tests
concernant les adultes, on rappelle que les volontaires sont majeurs. En prenant en compte le fait
gue I'hydratation de la peau diminue au fil du temps (106), il est préférable de choisir des
volontaires dans la méme tranche d’dge. En effet, le vieillissement cutané entraine une
diminution des lipides et de I'acide hyaluronique cutané provoquant ainsi une baisse de la
fonction barriere et de la capacité de rétention de I'eau. L'dge est aussi a 'origine d’une
diminution de I’élastine et du collagéne responsable elle aussi d’une diminution de I’hydratation
cutanée (107). Si I'on considere le corps dans sa globalité, I’hydratation cutanée diminue avec
I’age. Cependant, selon la région anatomique, I’hydratation cutanée ne suit pas forcément une
variation linéaire. Par exemple, I'hydratation des avant-bras et du front augmente de 20 a 40 ans,
puis diminue dans le temps. L’hydratation du menton, quant a elle, croit tout au long de la vie

(108).
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Age Valeur Valeur Valeur Valeur
hydratation hydratation hydratation hydratation

cutanée (u.a) sur | cutanée (u.a) sur | cutanée (u.a) sur | cutanée (u.a) sur

les avant-bras le front la joue menton
20-29 ans 31 40 45 43
30-39ans 34 44 42 43,5
40-49 ans 33 42 41 43,5
50 - 64 ans 30 40 40 44

Tableau 11 : Influence de I’dge sur I’hydratation cutanée au niveau des avant-bras, du front, de la joue et du menton

(108)
- Genre

Le genre n’a aucune influence sur I’hydratation cutanée (109), le choix dépendra donc de la cible

choisie pour le produit (110).
- Ethnie

Il n’existe pas de différence entre les peaux des différentes ethnies, le choix sera donc orienté en
fonction de la cible choisie. Cependant, le phototype a une influence sur la capacité de
régénération de la peau. En effet, aprés une altération de la fonction barriére de la peau par
stripping qui engendre une augmentation de la PIE, les peaux pigmentées mettaient
significativement moins de temps a retrouver la PIE initiale. Les peaux pigmentées récupérent
plus rapidement leur fonction barriére qui empéche le flux d’eau de s’échapper de I'épiderme. Il

est donc nécessaire de préciser les phototypes demandés (111).

- Type de peau
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Il est important que I'ensemble des volontaires aient le méme type de peau afin qu’ils puissent
étre comparés entre eux. Il est donc déconseillé de proposer un test avec tout type de peau mais

de choisir un type en fonction de la cible (111).

- Santé de la peau

Les volontaires présentant une dermatite atopique ne peuvent pas participer aux études
d’hydratation. Cette pathologie de la peau diminue les valeurs d’hydratation ce qui biaise les
résultats (112). Les volontaires avec des lésions cutanées sur le bras ne pourront pas non plus

participer aux études pour la méme raison.
- Ménopause

La ménopause peut induire des bouffées de chaleurs qui auront pour effet une augmentation de
la température de la peau et par conséquent une augmentation des mesures de PIE et des valeurs
d’hydratation (82). De plus, lors de la ménopause, la production d’cestrogéne par les ovaires
s’arréte. Il ne reste plus que le tissu adipeux comme source de production mais en trés faible
guantité. Cela aura pour conséquence une diminution de I'hydratation cutanée. En effet, les
cestrogenes stimulent la production des glycosaminoglycanes qui influencent positivement

I’hydratation cutanée (94).
- Grossesse

Les femmes enceintes font partie d’un groupe a risque. En effet, il existe des risques sur la santé
du foetus et de I’'embryon lorsque la femme enceinte est exposée a des produits. Depuis 1984, le
Comité Consultatif National d’Ethique de France légitime les études sur femmes enceintes
uniquement pour les actions thérapeutiques qui favorisent le développement du feetus. Il faut

donc les exclure des études (113).

- Allergie a un produit cosmétique
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Afin d’éviter un effet indésirable qui aurait pour conséquence une sortie d’étude, les volontaires
en ayant déja présenté ou ayant des antécédents d’allergie a un produit cosmétique, ne sont pas

autorisés a participer a I'étude.

- Les produits cosmétiques

Comme vu précédemment, certains produits cosmétiques influent sur I’hydratation de la peau. Il
est donc pertinent d’interdire leur utilisation sur la zone expérimentale durant I'’ensemble de la
I’expérimentation. Les produits interdits seront les produits mentionnés lors du wash-out. De
plus, sont rajoutés a cette liste, I'ensemble des produits cosmétiques contenant des actifs
hydratants pour la peau, les exfoliants, les soins, les protections solaires. Le volontaire pourra
uniquement s’appliquer des produits de nettoyage neutres sur la zone expérimentale, rincés a

I'eau (114).
- Tabac

Comme évoqué précédemment, la consommation active de tabac a un impact sur les résultats
avec une augmentation de la valeur de PIE et une diminution de I’hydratation; il est donc

totalement proscrit de consommer du tabac durant I’ensemble du test (98).
- Meédicaments

Ne doivent étre pris les médicaments qui peuvent modifier la température de la peau et modifier
les valeurs d’hydratation comme les vaccins, qui vont créer une réaction immunitaire et
augmenter la température ou le paracétamol et les anti-inflammatoires non stéroidiens qui sont

antipyrétiques.
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3.2.4 Conditions de mesures

Le nombre de zones est a définir. |l est nécessaire d’avoir au minimum 3 zones :

- La zone contrdle : il n’y aura aucune application de produit sur cette zone. Son réle est
de vérifier gqu’il y a bien une différence significative avec la zone traitée afin d’attribuer
I'amélioration du parameétre au produit et non a un facteur extérieur,

- La zone placebo : application d’un produit ou d’'une substance qui n’a aucun effet sur
la mesure. Le but ici est de garder le principe de double aveugle,

- Lazone traitée : C'est la zone qui va recevoir le produit d’investigation.

Les recommandations préconisent de déterminer les zones au niveau des avant-bras. C’est un
endroit du corps facile d’accés pour le technicien et le volontaire, et assez étendu pour y placer 3
zones. De plus, les valeurs n’y sont pas trop élevées contrairement au front ou aux joues. En effet,
les mesures provenant du cornéometre prises au niveau du visage ont des valeurs comprises

entre 40 et 45 u.a alors que les valeurs au niveau des avant-bras sont comprises entre 31 et 35

u.a (108).
COUDE DROIT COUDE GAUCHE
Z1 Z2
Z2 Z4
POIGNET DROIT POIGNET GAUCHE

Figure 5 : Zones d’application sur les avants bras
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Lors de la randomisation, la zone contréle, la zone placebo et la zone traitée seront attribuées
aux zones Z1, 22, Z3 et Z4 afin de limiter le biais de sélection. Une de ces quatre zones ne sera pas
utilisée durant I'expérimentation. Il n’existe pas de recommandation sur la taille des zones. Il est
cependant nécessaire de la préciser dans le protocole. Pour éviter que le produit ne migre sur
une autre zone, il est préférable d’éloigner au maximum deux zones sur le méme avant-bras. De
plus, il faut s’éloigner le plus possible du poignet et de la fosse cubitale car la déshydratation y est
statistiquement plus élevée par rapport au reste de I'avant-bras (70). Il existe une différence
statistique entre les deux avant-bras. En effet, I'"hydratation sur I'avant-bras dominant est
inférieure a celle de 'avant-bras dominé, du fait d’une activité plus importante. La randomisation

est donc nécessaire pour limiter les biais (115).

Pour I'utilisation du Cornéomeétre®, il est recommandé de poser perpendiculairement la sonde
sur la peau et d’exercer une légére pression. Les mesures sont a réaliser sur des zones sans poils
car ceux-ci peuvent interférer. Elles doivent étre espacées de 5 secondes 3 fois. Une moyenne des

3 mesures de capacitance est alors faite(116).

L'utilisation du Tewametre® et du Vapometre® est identique a la seule différence que la sonde
doit simplement étre posée sur la peau puisqu’une pression méme légére augmenterait les

valeurs de PIE (117).
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Pour résumé, la chronologie de I'expérimentation des études d’hydratation et de PIE sera la

suivante :
Etape 1 : Vérification des critéeres d’inclusion et de non-inclusion ainsi que le consentement.

Etape 2 : Acclimatation d’'une durée d’au moins 20 minutes dans une piece dans laquelle la
température est comprise entre 20 et 22°C et 'humidité entre 40 et 60 % (118) (82). Bien s’assurer

gue les parties des avants bras soient découvertes durant la période d’acclimatation (112).
Allumer I'appareil 15 a 30 minutes avant le début des mesures (durant I'acclimatation) (70).

Etape 3 : Placement des avant-bras sur la table d’examen, les paumes dirigées vers le plafond. Le

volontaire devra garder cette position tout au long des mesures sans bouger (70).

Etape 4 : Une premiere personne détermine 4 zones avec un pochoir en fonction de la surface

préalablement déterminée. Il faut préciser a c6té de chaque zone s'il s’agit de la 21, 72, 73 ou Z4.
Etape 5 : Une deuxiéme personne prend les mesures sur les 3 zones.

Etape 6 : La premiére personne vient appliquer le placebo et le produit d’investigation en fonction
de la randomisation. La quantité dépend des tests réalisés en amont. La randomisation est
réalisée aprés I'inclusion du volontaire. L’application se fait avec le doigt équipé d’un doigtier. Elle
doit étre homogene sur I'ensemble de la zone préalablement délimitée. Cette méme personne

barre la zone qui n’est pas utilisée

Etape 7 : La deuxiéme personne qui ne connait pas I'emplacement du placebo, du produit et de

la zone controle vient prendre les mesures 30 minutes apreés 'application (116).

La prise de mesure est tres sensible, le volontaire doit donc ne pas parler durant
I’expérimentation et ne pas regarder les zones lors de la prise de mesure afin d’éviter un acces de

transpiration généré par des émotions qui ferait varier les mesures (118).

Il est nécessaire de faire 3 mesures a 5 secondes d’intervalle. Une moyenne sera alors faite entre

ces mesures (70).
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Les étapes suivantes dépendent du design de I'étude. Il est possible de faire d’autres mesures la
méme journée ou d’autres jours. Pour les tests durant 1 journée, les mesures sont a réaliser a 4
et 6 heures. Lorsque I'on souhaite revendiquer un effet hydratant sur plusieurs jours, il est
recommandé de réaliser un test d’hydratation par applications répétées. Les volontaires
s’appliquent le produit durant 4 semaines puis I'hydratation est testée 8 a 12 heures apres la

derniére application.

Dans tous les cas, les volontaires devront respecter les mémes conditions d’acclimatation avant
chaque mesure et positionner leurs avant-bras aux mémes endroits (82). C'est pourquoi des

marques sont installées sur la table pour un repositionnement a I'identique.

3.2.5 Conclusion

Il est aujourd’hui possible de mesurer I’hydratation de la peau par de nombreuses méthodes. La
méthode de référence utilise le cornéomeétre en mesurant les propriétés électriques de la peau.
La méthode repose sur le fait que plus I'épiderme est hydraté, plus la capacitance, c’est-a-dire la
capacité de stocker de I'énergie, est élevée. Cette méthode se démarque des mesures de
I’hydratation par conductance qui peuvent étre parasitées par d’autres éléments présents dans

et sur I'épiderme.

Il est aussi envisageable d’observer la PIE cutanée qui reflete la perméabilité de I'épiderme. Des
mesures plus faibles de PIE montrent que la peau est capable de garder son eau et par conséquent
d’étre mieux hydratée. Pour cela, des appareils comme le Tewameétre® et le Vapometre® sont
utilisés.L’hydratation peut aussi étre mesurée grace a des méthodes optiques comme la
spectroscopie proche infrarouge ou spectroscopie de Raman. Ces techniques utilisent des
principes physiques bien plus poussés et ont I'avantage de donner des indications plus précises
comme la cartographie de I’hydratation ou la quantification des facteurs de I’hydratation.
Cependant elles sont plus chéres et moins pratiques a utiliser que les méthodes électriques et de
PIE.Malgré une persistance des méthodes de référence, les méthodes continuent d’évoluer. Les
études multimodales se multiplient en proposant des mesures de plusieurs facteurs comme
I'impédance électrique couplée avec la capacitance, la conductance et la température cutanée.

Cela permet d’avoir plus de données et par conséquent des résultats plus précis.
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3.3 Test anti-age

3.3.1 Vieillissement cutané

Le vieillissement cutané est un phénomeéne naturel qui commence dés I'dage de 25 ans. Il se
caractérise par une altération des fonctions de la peau (119). Les causes sont multifactorielles ;
elles peuvent étre dues a I'environnement comme |'exposition aux rayons UV, le tabac, la
pollution, une consommation excessive d’alcool, une carence alimentaire induite par une
alimentation déséquilibrée (120) ou a des processus internes comme des carences hormonales,

le stress, facteur génétique, le manque de sommeil (121).

D’un point de vue cellulaire, plus I’age avance, moins les cellules ont la capacité de proliférer. Elles
perdent la capacité a répondre aux signaux mitotiques et restent bloquées dans I'interphase. Cela
a pour conséquence un non-renouvellement des cellules de I'épiderme. De plus, la signalisation
cellulaire avec la tyrosine kinase et les facteurs de croissance GH et IGF-1 diminuent dans le temps
ce qui engendre une accélération de I'apoptose. Pour finir, les systemes de réparation et de
protection des cellules diminuent avec I'age. Les cellules se protégent des radicaux libres,
responsables de lésions cellulaires grace a des mécanismes antioxydants (94). Leur diminution
instaure un stress oxydant qui détériore les cellules puis finit par les détruire par apoptose. Par
exemple, les radicaux libres vont dépolymériser le collagene, I'élastine et I'acide hyaluronique
présents dans les cellules cutanées, ce qui accélérera leur destruction par apoptose (122). Le
vieillissement cellulaire se traduit donc par une diminution de la prolifération de nouvelles
cellules et une accélération de leur destruction par apoptose et détérioration de leurs systémes

de défense.

Le derme est composé de différentes couches et de différents éléments. Le derme papillaire est
la couche la plus superficielle au contact de la jonction dermo-épidermique. Elle est composée de
terminaisons nerveuses, de réseaux microvasculaires. L'épaisseur de base est de 400 um mais il
peut perdre jusqu’a 100 mu au cours de la vie (123). La matrice extracellulaire est composée de
fibres de collagéne, de fibres élastiques et de fibroblastes dont le réle est de remodeler les
composants matriciels par synthése et dégradation. La matrice extra fibrillaire est composée de

protéoglycanes et glycosaminoglycanes, d’eau et d’acide hyaluronique. C’'est ce que I'on appelle
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la substance fondamentale (124). La couche inférieure est le derme réticulaire. Il posséde lui aussi
une matrice extracellulaire mais avec une organisation des fibres de collagéne plus ordonnée.
C'est le derme qui va permettre a la peau d’étre souple, ferme et de reprendre sa forme initiale
lors d’une contrainte. Avec le temps, le nombre de fibroblastes diminue, créant une
augmentation de la dégradation par rapport a la synthese. Cette diminution est due a I'absence
de télomérase dans les fibroblastes. Plus les divisions cellulaires avancent, plus les extrémités des
chromosomes appelées télomeéres diminuent. L'enzyme télomérase allonge et stabilise les
extrémités. Or, les fibroblastes sont dépourvus de cette enzyme ce qui engendre un
décroissement permanent de la taille des chromosomes jusqu’a atteindre une taille critique qui
va stopper la prolifération cellulaire (94). La perte du nombre de fibroblastes entraine donc une

baisse de la synthese des composants matriciels qui participent au vieillissement cutané.

La dégradation excessive des fibres de collagene entraine une perte de la souplesse et de la
fermeté de la peau. C’'est a partir de ce processus que les rides apparaissent (125). Le collagene
est la protéine la plus présente dans la peau. Elle contient des collagenes de type |, lll et V qui
forment un réseau tridimensionnel. La proportion des fibrilles de collagene n’est pas la méme
dans tout le derme. Dans la partie papillaire, les fibrilles sont fines, de type |, lll et organisées
perpendiculairement a la jonction dermo-épidermique. La partie réticulaire posséde de grosses
fibres de collagéne orientées parallélement a la jonction et avec une proportion de type Il plus
faible. Le collagéne a une structure en triple hélice qui lui permet d’avoir un pouvoir
hygroscopique important et de jouer un role dans I'hydratation cutanée. En effet, c’est
notamment grace au collagéne que I'eau va rester dans la matrice extra fibrillaire et garantir une
peau lisse, ferme et forte. A noter que I'acide hyaluronique posséde lui aussi la capacité de retenir
I’eau et participe donc a I’hydratation cutanée (124). La perte du nombre de fibroblastes entraine

donc une baisse de I'hydratation cutanée qui participe au vieillissement cutané

Le vieillissement cutané se traduit également par une modification de la pigmentation de la peau
qui s’accompagne de modifications plus profondes au niveau musculaire, graisseux et matriciel.
Ce changement de couleur est aggravé par I'environnement comme les rayonnements UV mais
apparait aussi sur des zones non exposées (126). C'est le réle des mélanocytes de pigmenter la

peau. Cette cellule se situe dans la couche basale de I'épiderme et produit de la mélanine
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responsable de la pigmentation de la peau. Structurellement, le mélanocyte est constitué d’un
corps cellulaire et de dendrites au contact des kératinocytes. La mélanine est produite dans le
corps cellulaire puis stockée dans des vésicules appelées mélanosomes et transportée vers les
kératinocytes afin de les pigmenter (127). Les kératinocytes sont, avec les fibroblastes, les cellules
cutanées les plus touchées par la sénescence. Cette sénescence entraine une diminution du
nombre de mélanocytes ; il en résulte une peau d’aspect plus pale. Mais lorsque la sénescence
est induite par les UV, la taille de la cellule augmente ainsi que la production de mélanine ce qui

produit des taches brunes (128).

On estime qu’en 2050, il y aura environ 2 milliards de personnes agées de plus de 60 ans sur la
Terre (129). Il est donc important pour I'industrie cosmétique de développer ces produits anti-

age afin de répondre a une demande qui sera grandissante.
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3.3.2 Méthodes et appareils de mesures

Il existe de nombreuses méthodes et appareils pour tester les produits anti-age. D’apreés la
plateforme Skinobs il existe plus d’'une centaine de tests et d’appareils de mesure pour soutenir
I'allégation « Anti-age » (130). La compréhension du vieillissement cutané nous permet de

construire des méthodes pour juger de |'effet anti-age d’un produit.

L’analyse topographique ou I’analyse du relief de la peau. Pour rappel, le vieillissement cutané a
pour conséquence une dégradation excessive de la matrice extracellulaire du derme entrainant
une diminution de la souplesse et de la fermeté. Cela engendre comme conséquence une

déformation de la structure de la peau et I'apparition de rides.

Les premiéres techniques utilisées sont des méthodes profilométriques ou d’analyse d’image sur
des empreintes de rides en silicone. De nos jours, il est possible d’analyser directement la surface
de la peau en s’affranchissant des empreintes. Cela a pour avantage de gagner du temps et de
garder plus de volontaires car la prise d’empreinte est souvent polluée par des imperfections

(131).

De nombreux appareils comme le DermaTOP (Eotech) ou AEVA-HE (Eotech) utilisent la projection
de franges pour étudier la profondeur des rides (132). Cette technique se base sur 'ombre de
Moiré. Un réseau de traits est positionné entre un objet et une source lumineuse ce qui va
projeter 'ombre des traits sur I'objet. La superposition des traits et de leur ombre va donner un
phénoméne d’interférence visuel créant des motifs d’'ombre et de lumiére qui semblent onduler
lorsque I'on change d’angle de vue (133). Ici, c’est la peau qui sera I'objet. Une caméra va capter
les ombres sous différents angles et pouvoir reconstituer un profil en 3 dimensions pour évaluer
les caractéristiques des rides (134). Il s’agit d’'une méthode ancienne et encore utilisée mais qui
peut étre limitée par la brillance de la peau, la performance du logiciel de traitement des images
ou encore par la reproductibilité en raison de la difficulté d’obtenir un repositionnement

identique entre deux mesures (132).
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Il est dorénavant possible d’étudier la topographie des rides en s’affranchissant de la source
lumineuse et du réseau de traits. Une caméra UVA haute définition suffit pour décrypter la
surface de la peau et notamment la profondeur des rides. Cela permet de suivre I'évolution de la
topographie de la peau aprés application de produit. Cette méthode d’évaluation s’appelle
Surface Evaluation of the Living skin (SELS). Elle a été développée par I'Institut de dermatologie
expérimentale et le professeur Tronnier a Witten en Allemagne en 1999. En plus d’une
simplification de la méthode qui regroupe la source lumineuse et la caméra et supprime le réseau
de traits, le SELS présente comme avantage une meilleure reproductibilité car I'appareil est
directement positionné sur la peau. En effet, pour les systémes avec projection de franges, le
volontaire se situe a une certaine distance de la caméra et de la source lumineuse. Une légere

modification dans le positionnement engendre des variabilités au niveau des mesures (135).
Elle calcule 4 paramétres (136) :

- La douceur de la peau (Sesm) : Ce parameétre est calculé en fonction de la profondeur et

de la largeur des rides ;

Les rides (Sew): Déterminées en fonction des proportions des rides horizontales et
verticales ;

- La rugosité (Ser): L'appareil va analyser le nombre de pixel gris avant et apres
I"application. Une augmentation des pixels gris signifie que les squames qui apparaissent
en blanc ont disparu. La peau est donc moins rugueuse ;

- Les squames (Sesc) : Les pixels blancs vont étre analysés. Une diminution de ces pixels

signifie moins de squames sur la peau.

Ce sont les 2 premiers parameétres qui vont nous intéresser (Sesm et Sew). Une diminution
significative de ces parametres est souhaitée pour prouver un effet anti-age. Les parameétres de
rugosité (Ser) et de squames (Sesc) ne sont pas utilisés pour mesurer le vieillissement cutané. lls
permettent de mesurer la topographie des squames sur la surface de la peau. Ces paramétres

sont rattachés a la sécheresse de la surface de la peau.

L’appareil de mesure Visioscan® VC 20 + produit par Courage + Khazaka electronic permet de

mesurer la topographie de la peau mais aussi d’autres parametres comme I’hydratation.
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Il est composé de deux parties :

- Un générateur principal relié a un ordinateur pour obtenir un apercu des images et les
mesures,

- Une caméra vidéo UVA haute résolution d’une quinzaine de centimetres équipée d’'un
interrupteur. Elle est positionnée directement a la perpendiculaire de la peau pour

prendre les mesures.

La caméra dispose a ses cOtés de deux sources de lumiére qui produisent des ultraviolets A avec
un pic d’émission a 365nm. La caméra recoit la lumiere émise et réfléchie sur une zone de 6 x
8mm (81) (137). Les UVA produits peuvent étre directement réfléchis par la surface de la peau et
captés par la caméra. Lorsque la peau est seéche, les UVA rendent les cornéocytes de la couche
cornée fluorescents, produisant ainsi de la lumiere qui sera recue par la caméra. lls peuvent
également diffuser plus profondément dans I'épiderme et interagir avec le collagéne réticulé en
le rendant fluorescent. La fluorescence émise sera elle aussi captée par la caméra. La combinaison
de lumiére réfléchie et de fluorescence permet de donner une image en noir et blanc de la peau
qui sera par la suite analysée permettant d’évaluer les 4 parameétres : la douceur de la peau
(Sesm), les rides (Sew), la rugosité (Ser), les squames (Sesc) (136) (137). Les rides apparaitront sur
I'image en gris. Plus le gris sera foncé, plus elles seront prononcées. Le logiciel Visioscan® pourra
analyser les gris de I'image et déterminer la profondeur et la largeur des rides (Sesm) ainsi que

les proportions (Sew) (139).

Ce dispositif permet ainsi d’observer I'évolution des rides avant et aprés application d’un ou

plusieurs produits cosmétiques afin de constater I'effet du ou des produits.

Le Visioscan® a de nombreux avantages. C'est un appareil avec une caméra extrémement
performante en comparaison des caméras conventionnelles. Le dispositif est petit et tres facile a
utiliser. Les deux sources de lumiére permettent un éclairage homogeéne avec trés peu
d’interférences. De plus, contrairement a la projection de franges, les résultats sont donnés

immédiatement (140).

Il est aussi possible d’évaluer la quantité de collagéne pour prouver un effet anti-dge. Comme vu

précédemment, la diminution du taux de collagéne est directement corrélée au vieillissement

80

(CC BY-NC-ND 4.0) VICTOIRE



cutané par diminution de I’hydratation et de la fermeté. |l existe des méthodes non invasives qui
permettent de mesurer avec précision la concentration de collagéne dermique. Nous pouvons
citer le SIAscope® de Medx health (141). Cet appareil a I'avantage de pouvoir mesurer la
concentration de mélanine qui est elle aussi un marqueur cutané du vieillissement. Le principe
est I'analyse spectrophotométrique inter cutanée. Une lumiére allant de 400 a 1000 nm est émise.
Elle sera soit absorbée par la mélanine, soit diffusée par le collagéne ou réfléchie par les autres
tissus. Cet appareil est constitué d’'une sonde reliée a un ordinateur. La sonde doit étre
directement positionnée sur la peau. Elle est composée de diodes électroluminescentes qui
produisent de la lumiére et de capteurs qui vont capturer la lumiére réfléchie. Cette lumiére sera
alors interprétée par I'ordinateur pour donner une cartographie qui permettra de calculer les

concentrations de collagéne et de mélanine (142).

Comme évoqué précédemment, la sénescence des fibroblastes entraine une diminution du taux
de collagéne dermique. Cela entraine une diminution de I’hydratation cutanée mais aussi une
baisse de la fermeté. De plus, la sénescence des mélanocytes a pour conséquence une
hypertrophie lorsqu’elle est induite ou une diminution si elle est intrinséque. Dans le premier cas

elle donnera des taches brunes ou un palissement de la couleur dans le deuxieme.

Tous ces parameétres peuvent étre mesurés afin de juger du vieillissement cutané mais ne sont
pas spécifiques a cette problématique. C'est pourquoi de nombreuses études adoptent

I’'ensemble de ces méthodologies pour prouver I'effet anti-dge d’un produit (143) (144).
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3.3.3 Influence des facteurs

3.3.3.1 Influence des facteurs environnementaux

- Produits de consommation

La consommation de certains produits comme le tabac accélére I'apparition des rides (145). Le
tabac et la fumée augmentent la synthése de métalloprotéinases matricielles qui augmentent la
dégradation de collagene accentuant I'apparition des rides. Les fumeurs actifs et passifs sont donc

exclus de cette étude (146).

Les produits topiques a base d’hormones telles que les cestrogenes et la progestérone sont
prohibés car ils diminuent la taille des rides (147) (148). S’ajoute a cette liste, I'ensemble des
produits cosmétiques contenant des actifs anti-age pour la peau, les exfoliants, les soins, la

protection solaire, le maquillage.

Afin d’apprécier I'effet anti-age du produit d’investigation, il est interdit d’utiliser tout produit
contenant des actifs anti-dge deux semaines avant le début de I'étude, et durant I'’ensemble de

I’expérimentation.

Afin d’éviter un effet indésirable qui aurait pour conséquence une sortie d’étude, les volontaires
en en ayant déja subi ou ayant une allergie a un produit cosmétique, ne sont pas autorisés a

participer a I'étude.

- Exposition au soleil
Les rayons UV causent une accélération de |'apparition des rides par accélération de la
peroxydation des lipides cutanés et par augmentation de la sécrétion de métalloprotéinases
matricielles (126) responsables de la dégradation des composants matriciels dermiques.
L’exposition au soleil endommage aussi I’ADN mitochondrial. La mitochondrie produira ainsi plus
de radicaux libres qui vont détériorer la cellule et accroitre la diminution des composants

tissulaires (94). L'exposition au soleil est donc interdite durant I'étude (145).
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3.3.3.2 Influence des paramétres individuels

- Age

Pour étre inclus dans une étude anti-age qui suit I'évolution des rides, il faut avoir des rides
prononcées. Dans un premier temps, il faut déterminer leur localisation. Les produits anti-age
sont principalement destinés au visage, c’est cette zone qui sera ciblée. Il existe plusieurs zones
sur le visage sujettes aux rides. Les rides de la patte d’oie (sur la partie extérieure des yeux), la
ride du lion (entre les sourcils), le sillon nasogénien (qui part de la commissure des lévres et
remonte verticalement). La localisation des rides de la patte d’oie semble étre la meilleure option
car elle offre deux zones contrairement a celle de la ride du lion. De plus, les rides de la patte
d’oie sont plus marquées que les rides du sillon nasogénien. Dans un second temps, il convient
de déterminer la tranche d’age. En moyenne, I'ensemble des individus de plus de 40 ans a des

rides de la patte d’oie marquées (149). L’age d’inclusion se situera donc entre 40 et 50 ans.
- Genre

Les rides évoluent de la méme maniére chez les hommes et chez les femmes. Cependant les rides
de la patte d’oie paraissent plus prononcées chez les hommes. Cette différence est causée par les
variations anatomiques. Les rides d’expression, comme les rides de la patte d’oie, sont plus
développées chez les hommes car ils possedent une couche adipeuse sous cutanée faciale moins
développée. De plus, les hommes ont une musculature faciale plus développée responsable de
mouvements faciaux plus importants (150). Afin de ne pas avoir une trop grande différence entre

les valeurs, il est préférable de choisir une seule cible (151).
- Ethnie

L'apparition des rides de la patte d’oie differe entre les personnes de différentes origines. Par
exemple, une étude a montré que dans la population asiatique, I'apparition des rides est retardée
de 10 ans en comparaison avec la population caucasienne. L’apparition des rides débute vers I'age
de 25/ 30 ans pour les personnes caucasiennes avec une évolution linéaire tandis que pour les
personnes asiatiques, les rides apparaissent vers 35/40 ans avec une évolution plus rapide (152).
De plus, comme vu précédemment, le soleil accéléere le vieillissement cutané. Les peaux foncées

sont riches en mélanine et sont mieux protégées des agressions du soleil. Les peaux
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naturellement pigmentées ont donc tendance a vieillir moins vite grace a leur protection contre
le vieillissement induit par le soleil (94). Pour une homogénéité du panel, les volontaires doivent

étre de la méme ethnie.
- Grade de ride

Il est nécessaire de choisir un grade de ride minimum pour pouvoir constater un effet. |l a été
décidé ici pour une échelle de gradation validée pour la ride de la patte d’oie. Celle-ci devant étre

gradée au-dessus des rides fines c’est-a-dire au-dessus d’un niveau 2 (153).
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Morphed Images

1

Figure 6 : Echelle de gradation pour la ride de la patte d’oie (64)
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- Ménopause et périménopause

Les carences en hormones dues a la ménopause induisent une accélération du vieillissement
cutané et par conséquent une aggravation de la profondeur des rides (148). En effet, la chute du
taux d’cestrogenes entraine une perte de collagéne, d’élastine et une augmentation des enzymes
de dégradation des composants matriciels dermiques ce qui engendre des rides plus prononcées
(154). Par conséquent les femmes en situation de ménopause et périménopause ne peuvent pas

participer a ces tests.
- L’alimentation

Une alimentation trop riche en sucre, graisse, en aliments frits ou transformés, produit en
guantité plus importante des radicaux libres et des produits de glycation. La glycation se produit
lorsque le sucre dans le sang fixe le collagéne le rendant ainsi plus rigide, ce qui entraine une
diminution de la souplesse de la peau. Il est aussi possible de limiter le vieillissement cutané en

mangeant des aliments riches en antioxydants ayant la capacité de neutraliser les radicaux libres

responsables du vieillissement cutané (94).
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3.3.4 Conditions de mesures

Les rides de la patte d’oie offrent uniquement 2 zones de mesure.

- La zone placebo : application d’un produit ou d’une substance qui n’a aucun effet
sur la mesure. Le but ici est de garder le double aveugle

- La zone traitée : C'est la zone qui recoit le produit d’investigation

Les zones seront constituées au niveau des rides de la patte d’oie sur la partie extérieure des yeux.

Coté droit Coté gauche

Figure 7 : Zones d’application sur les rides de la patte d’oie
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Lors de la randomisation, la zone placebo et la zone traitée seront attribuées aux zones Z1 et 22
afin de limiter le biais de sélection. Il n’existe pas de recommandation sur la taille des zones. Il est
cependant nécessaire de préciser la taille dans le protocole. La mesure doit seulement étre prise

uniquement au centre des rides de la patte d’oie.

Pour I'utilisation du Visioscan®, il est recommandé de poser perpendiculairement la sonde sur les
rides de la patte d’oie et d’exercer une légére pression. Les parameétres mesurés sont la douceur,
correspondant a la profondeur et la largeur des rides (Sesm) ainsi que les proportions de rides
horizontales et verticales (Sew). Il est attendu une diminution significative de ces deux
parametres pour valider un effet anti-age. Les mesures doivent étre espacées de 5 secondes 3

fois. Une moyenne des mesures de douceur (Sesm) et de rides (Sew) est alors faite.

Pour résumé, la chronologie de I'expérimentation des études anti-age avec le Visioscan® sera la

suivante :
Etape 1 : Vérification des critéres d’inclusion, de non-inclusion et du consentement

Etape 2 : Acclimatation d’une durée comprise entre 15 et 30 minutes dans une piéce dans laquelle

la température est comprise entre 20 et 22°C et I'humidité entre 40 et 60 % (118).

Mise en marche de I'appareil 15 a 30 minutes avant le début des mesures (durant I'acclimatation)

(70).
Etape 3 : Mise en place du volontaire en position allongée afin de limiter les mouvements.

Etape 4 : Une premiére personne réalise 2 zones avec un pochoir en fonction de la surface

préalablement déterminée. Il faut préciser a c6té de chaque zone s'il s’agit de la Z1 ou 72.
Etape 5 : Une deuxieme personne prend les mesures sur les 2 zones.

Etape 6 : La premiére personne applique le placebo et le produit dans les zones en fonction de la
randomisation, celle-ci est réalisée apres 'inclusion du volontaire. L’application se fait avec le
doigt équipé d’un doigtier, elle doit é&tre homogene sur 'ensemble de la zone préalablement

délimitée.
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Etape 7 : La deuxiéme personne qui ignore I'emplacement du placebo et du produit prend les
mesures 30 minutes aprés I'application. Lors de la mesure, le volontaire garde I'ceil fermé et
tourne légeérement la téte afin de faciliter la prise de mesure. Le volontaire doit rester silencieux
et avoir le visage détendu afin d’éviter une accentuation des rides. Il est nécessaire de faire 3
mesures de douceur (Sesm) et de rides (Sew) avec 5 secondes d’intervalle. Une moyenne sera alors

faite entre ces mesures.

Le volontaire repart par la suite avec le placebo et le produit d’investigation anonymisés qu’il
devra continuer a appliquer selon la fréquence déterminée. Il devra se laver les mains entre
I'application des deux produits afin d’éviter les mélanges. Lors de chaque nouvelle visite, le
volontaire sera soumis aux mémes périodes d’acclimatation et aux mémes conditions

environnementales.

3.3.5 Conclusion
Le vieillissement cutané est un phénoméne naturel qui est causé par de nombreux facteurs
intrinséques mais aussi influencé par des facteurs environnementaux. Ce phénomeéne aura de

nombreuses conséquences sur les composants, la morphologie et les fonctions de la peau.

Les rides sont un excellent marqueur du vieillissement cutané. Mesurer son évolution avant et
apreés I'application d’un produit cosmétique permet de juger de I'efficacité d’une action anti-age.
Les premieres méthodes topographiques appliquent la projection de franges pour mesurer la
taille des rides. Cette méthode a longtemps été utilisée sur des empreintes en silicone ou
directement sur la peau puis remplacée par des caméras UV plus performantes, plus rapides et

plus faciles d’utilisation comme le Visioscan®.

Comme précisé plus haut, le vieillissement cutané engendre de nombreuses conséquences qui ne
sont pas spécifiques comme la perte de la fermeté et de I’hydratation par diminution de la
concentration de collagéne ou le changement de pigmentation par sénescence ou hypertrophie
des mélanocytes. Il est de plus en plus courant de trouver dans la littérature des études qui
couplent I'hydratation cutanée, avec les propriétés élastiques de la peau, I'étude de la
pigmentation et méme la topographie. Cette association permet de juger plusieurs conséquences

du vieillissement cutané et est utilisée pour les études destinées a la recherche car plus générales.
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En effet, il est possible de citer I'étude qui a pour objectif d’évaluer les effets blanchissants,
hydratants et anti-age des soins contenant du bouillon de fermentation de haricots mungo enrichi
en sélénium. Cette étude a été réalisée sur 31 femmes, avec un Cornéometre®, un Tewametre®
et un VISIA®, Ces appareils ont permis respectivement de mesurer la teneur en eau, la perte d’eau
transépidermique et la topographie des rides de la patte d’oie. L’'ensemble de ces paramétres
peut étre rattaché au vieillissement cutané. Cette étude montre une augmentation de
I’hydratation cutanée, une diminution de la PIE et une diminution des rides de la patte d’oie. Bien
gue non spécifiques au vieillissement cutané, une augmentation de |'hydratation et une
diminution de la PIE, couplées a une diminution des rides, renforcent la conclusion selon laquelle
le bouillon de fermentation de haricots mungo enrichi en sélénium a une action sur le
vieillissement cutané (143). Il est aussi possible de citer I'’étude d’un produit topigue contenant
un extrait de culture cellulaire de feuille de framboisier ainsi que de la vitamine C et E. Dans cette
étude, 50 femmes ont appliqué sur un coté du visage, un sérum durant 2 mois. Différents
parametres liés au vieillissement cutané comme I'élasticité, I’"hydratation, la topographie de la
peau, ont été mesurés avec un Cutometre®, un Cornéometre® et le Visioscan® afin de montrer
I'impact du sérum sur le vieillissement cutané. Cette étude a mis en évidence une amélioration
de I'élasticité et de I’hydratation, ainsi qu’une diminution de la profondeur des rides démontrant

ainsi I'effet anti-age du produit (144).

Cependant, les études réalisées par les entreprises cosmétiques dans le but de soutenir
I'allégation « anti-age » privilégient I'’étude topographique car elle est plus spécifique en ce qui
concerne I'évaluation du vieillissement cutané et il est plus rapide et moins onéreux de réaliser

une seule étude.
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3.4 Test de fermeté

3.4.1 Propriétés élastiques de la peau

La peau est un organe doté de propriétés mécaniques complexes, qui lui confére des capacités
de résistance, d’élasticité et de souplesse. La peau suit un modéle d’élasticité non linéaire.
Lorsqu’elle est soumise a une contrainte, la déformation augmente mais pas de facon
proportionnelle. La phase 1 est une forte déformation en réponse a une faible contrainte. Elle
correspond a la réorientation de I’élastine dans le derme. En phase 2, le collagéne se déforme

montrant la résistance et la rigidité de la peau. La peau se stabilise par la suite en phase 3 (155).

Phase 1 Phase 2

Contramnte

Phase 3

Y

Deéformation

Figure 8 : Comportement non linéaire de la peau en 3 phases (155)

La peau posséde aussi des caractéristiques viscoélastiques (156). Elle résiste aux forces
d’écoulement, se déforme sous la contrainte puis revient a son état d’origine. Cette viscosité est
liée a I'acide hyaluronique et I'eau se trouvant dans le réseau de fibres élastiques présent dans le
derme. De plus, nous retrouvons une pré-tension naturelle de la peau qui lui permet de rester
tendue. Pour finir, la peau possede des caractéristiques anisotropes c’est-a-dire qu’elle change

de caractéristique en fonction de I'orientation de la contrainte (155).

Tout comme I'apparition des rides, la diminution des propriétés biomécaniques de la peau est un
processus du vieillissement cutané. C'est le déficit en collagéne, en acide hyaluronique et en fibres
élastiques qui va induire une diminution de ces propriétés a savoir une diminution de la fermeté,
de la résistance et de Iélasticité de la peau (157). La mesure des parametres biomécaniques est

donc importante pour juger de certaines caractéristiques de la peau.
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3.4.2 Méthodes et appareils de mesures

Les méthodes d’analyse biomécanique in vivo de la peau peuvent étre de deux natures.

L’application d’un chargement perpendiculaire a la peau avec la succion et l'indentation.

L’application d’une contrainte avec I’'extensométrie et la torsion.

La succion consiste en I'aspiration de la peau par pression négative. La peau est aspirée dans la

sonde et un systéme de mesure optique sans contact détermine en unité de mesure, la hauteur

de peau aspirée puis son retour a I’état basal (147).

Cette méthode d’évaluation donne ainsi la courbe ci-dessous de déformation de I'épiderme en

fonction du temps de laquelle on pourra déduire plusieurs paramétres (158) :

Distance (mm)

ﬂ\

Uv

Ue

Qo

Ur

QE

ud

QR

uf

Ua

Temps (s)

N,
>

Figure 9 : Courbe de la déformation de la peau dans le temps lors d’un essai de succion (158)
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Les parametres mesurés sont :

- Ue: correspond la distance parcourue immédiatement par la peau au début de I'essai,
c’est la déformation élastique. Ue augmente en fonction de la souplesse de la peau,

- Uv:correspond a la déformation visqueuse qui suit le soulevement immédiat (Ue) jusqu’a
la fin de I'aspiration,

- Uf: correspond a la distance totale parcourue par la peau lors de I'aspiration, il s’agit de
la déformation totale. C'est la somme de la déformation élastique (Ue) et de la
déformation visqueuse (Uv). Uf diminue en fonction de la fermeté de la peau

- Ur:correspond au relachement de la peau aprés arrét de I'aspiration. C'est la recouvrance
immédiate La peau sera élastique si ce parametre augmente,

- Ud: correspond a la fin du relachement de la peau. Elle fait suite a la recouvrance
immédiate et se nomme la recouvrance retardée,

- Ua: correspond a la distance parcourue au maximum de I'aspiration jusqu’a la fin de la

relaxation lorsque I'essai est terminé. C’'est la recouvrance totale.
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Les tests de succion peuvent étre réalisés par le Cutométre®. Le Cutometre® Double MPA 580

(147) est un dispositif produit par Courage + Khazaka electronic. Le Cutométre® est composé de

deux parties :

Un générateur principal relié a un ordinateur pour I'apercu des courbes et I'obtention des
mesures.

Une sonde d’une quinzaine de centimetres. Cette sonde contient en son centre un cylindre
creux appelé chambre de succion. C'est ici que la peau remonte lors de I'aspiration. Des
capteurs optiques se situent dans la paroi du cylindre. lls émettent et réceptionnent la
lumiere. Lorsque la peau est aspirée, elle coupe le faisceau de lumiere ce qui permet de
calculer la distance parcourue par la peau. La sonde est positionnée directement a la
perpendiculaire de la peau pour prendre les mesures. Il existe des chambres de succion
de 2, 4, 6 et 8 mm pouvant exercer une pression négative de 10 a 50kPa dans un intervalle
de temps allant de 0,1 a 60 secondes. En jouant avec le diamétre et la pression négative,
il est possible de mesurer la fermeté et I’élasticité aux différentes couches de la peau. Pour
un diamétre élevé avec une forte pression, ce sont les paramétres de I’hypoderme qui
sont mesurés. A contrario, ce sont les parametres du stratum corneum qui sont mesurés

avec une chambre de succion a faible diametre et a faible pression (159).

Le Cutométre® mesure 14 parametres permettant d’évaluer la fermeté et I'élasticité de la peau.

Parameétres calculés

Signification

RO = Uf(mm)

Déformation de la peau suite a la succion

R1= Uf-Ua (mm)

Rétractation immédiate

R2 = Ua/Uf

Elasticité globale

R3 amplitude maximale (mm)

Récupération élastique

R4 amplitude minimale (mm)

Récupération élastique

R5 =Ur/Ue

Fonction élastique
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R6 =Uv/Ue Indice de Viscoélasticité

R7 = Ur/Uf Elasticité biologique

R8 = Ua(mm) Récupération de déformation

R9 = R3-R0O (mm) L’effet de fatigue lors des essais répétés
Qo Zone de récupération maximale

Q1 =QE/Q0 Récupération totale

Q2 =QR/Q0 Récupération visqueuse

Q3 =(QE+QR)/Q0 Récupération Viscoélastique

Tableau 12 : Paramétres calculés d partir des mesures de Cutométre ®et signification

Grace a ces valeurs, 14 parameétres (160) peuvent étre calculés. L'un d’eux permet de juger de la
fermeté de la peau. Il s’agit de la distance de la peau lors de I'aspiration RO (Uf). Pour attester
d’une amélioration de la fermeté, il faut que ce parametre Uf diminue de manieére significative
(161). La mesure de ce parametre est fréquemment utilisée pour tester I'efficacité des
formulations cosmétiques (161) (162). Il est le reflet du comportement passif de la peau. Cette
méthode peut étre influencée par I'épaisseur de la peau (164). R1, R2, R5, R6, R7 permettent de
juger de I’élasticité de la peau. Des études s’affranchissent de certains parametres pour tester
I’élasticité. 1l est possible de voir une amélioration de I'élasticité en observant seulement les
parametres d’élasticité brute (R2), d’élasticité nette (R5) et de la récupération élastique (R7) (165)
(166). L'élasticité brute (R2) permet plus de juger de I'élasticité de la partie superficielle de la
peau. L’élasticité nette (R5) refléte I'élasticité de la partie interne de la peau (167). R3, R4, R9, QO,
Q1, Q2, Q3 sont des parameétres utilisés pour juger de la fatigue de la peau lors des tests
d’aspiration répétée (164). Il s’agit du méme test mais avec 4 répétitions du cycle comprenant 2

secondes d’aspiration et 2 secondes de repos (158).

Cet appareil a la capacité de fournir de nombreuses valeurs. Une seule nous intéresse pour la

fermeté. Les autres seront utilisées pour I'élasticité. Nous nous intéresserons donc a la capacité
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de la peau a résister a I'aspiration (Uf). Moins la peau remontera dans le cylindre a cause de la

pression négative, plus elle sera ferme.

Ce dispositif permet ainsi de calculer I’évolution de la fermeté avant et aprés application d’un ou
plusieurs produits cosmétiques afin de suivre I'évolution de celle-ci et de constater I'effet du ou

des produits.

Il est aussi possible de réaliser des essais de succion avec le Dermaflex. Comme le Cutometre®, ce
dispositif utilise un systéme optique susceptible de mesurer la distance parcourue par la peau lors
de la succion. Il est composé d’'une chambre de succion plus importante de 10 mm et pouvant
exercer une dépression allant jusqu’a 50 kPa durant 60 secondes. Contrairement au Cutomeétre®,
il n’existe qu’un diameétre de sonde pour cet appareil. Comme vu précédemment, plus le diamétre
est important, plus les caractéristiques des couches profondes sont mesurées. Ce dispositif ne
sera donc pas utilisé pour mesurer les couches superficielles de la peau (168). Dans la catégorie
application d’un chargement, la deuxiéme méthode est I'indentation qui permet de mesurer la
dureté d’'un matériel. Cela consiste a placer une charge au niveau de la peau et de mesurer
I’enfoncement de celle-ci. Le module d’élasticité sera alors mesuré en fonction des proportions
de la charge et de la profondeur de la déformation. Ce sont les fibres élastiques paralléles au
derme quivont amortir les chocs. Par conséquent, lorsque la peau a une diminution de sa capacité
a amortir les chocs a cause de la diminution des fibres élastiques, la profondeur de la déformation
sera plus importante. La charge peut étre appliquée physiguement avec un indenteur ou sans
contact avec un flux d’air (159). Lorsqu’un indenteur est utilisé, I’étude doit étre réalisée sur une
zone ou la peau est épaisse afin que le tissu sous-cutané et les os n’interagissent pas dans la

mesure (168).

La déformation de la peau peut aussi étre provoquée sans contact par un flux d’air. Le dispositif
Dynaskin® de EoTech France utilise ce principe. Un flux d’air est projeté perpendiculairement sur
la peau, créant ainsi une déformation. Le volume de la dépression va étre mesuré grace a la
projection de frange puis modélisé en trois dimensions. Une faible déformation de la peau sera

le reflet d’'une peau ferme (169).
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Il est aussi possible d’appliquer une contrainte avec I'extensomeétre et la torsion. L'extensométre
permet de réaliser des tests de traction (170). Cela consiste a placer deux patins sur la surface de
la peau grace a des bandes adhésives et de les déplacer dans des directions opposées afin
d’appliquer une traction et de mesurer I'anisotropie et la raideur de la peau. Cette technique peut
étre couplée avec des techniques d’imagerie afin d’avoir des représentations des couches de la

peau lors de I'extension (171).

Capteurd’effort Patins mobiles [ Patins fixes

Capteurde déplacement

Figure 10 : Photo de I’extensomeétre LADIES « Large Displacement Extansometer for Skin » développé par

Vinstitut FEMTO-ST (159)

Figure 11 : Schéma de positionnement de I'extensométre sur le volontaire (159)_
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Pour les essais de torsion, une sonde circulaire est placée sur la peau du volontaire. Cette sonde
est composée d’un disque central et d’un disque périphérique collés a la peau. Les disques
entament un mouvement de rotation contraire afin de provoquer une torsion a la peau. L'angle
de rotation correspond a la déformation. Cette méthode permet de mesurer les mémes
parametres Ue, Uv, Uf, Ur, Ud et Ua retrouvés lors des essais de succion. Pour ce dispositif, la
force appliquée par les anneaux peut aller de 4 a 57 mN.m, le diamétre de I'anneau varie de 18 a
25 mm et la largeur de la peau varie de 1, 3 ou 5 mm. |l sera choisi des valeurs importantes de
force et de diametre pour la mesure de la fermeté des couches profondes de la peau. Le Dermal
Torque Meter est un appareil qui permet de réaliser les essais de torsion pour évaluer la fermeté

et I'élasticité (159).

Le balistometre, quant a lui, s’utilise de la maniéere suivante : on laisse tomber un poids sur la
peau. Grace aux capacités mécaniques de la peau, le poids va rebondir. Le principe du
balistomeétre est de mesurer les rebondissements successifs du poids (172). Lorsque le poids est
laché, il apporte avec lui de I'énergie cinétique. A tous les rebonds, de I'énergie va étre perdue
jusqu’a I'immobilisation du poids. Plus la peau est élastique, plus elle aura la capacité de restituer
de I'énergie au poids et par conséquent plus nombreux seront les rebonds. L'inconvénient de
cette méthode est qu’elle utilise un principe dynamique ce qui engendre des difficultés dans
I'interprétation des résultats (157). Les parametres calculés seront la profondeur de pénétration,
la hauteur de I'objet par rapport a la peau avant d’étre laché, le taux d’amortissement de I'énergie
et le coefficient de restitution. Plus le coefficient de restitution est élevé, plus la peau est élastique

(94).

La fermeté de la peau est directement corrélée a la quantité de collagene présente dans le derme.
Une diminution entraine par conséquent une baisse de celle-ci. La quantification du collagéne est
donc une technique pour juger de la fermeté de la peau. Comme détaillé dans la partie 3.3.2, le
SIAscope® (Medx health) est un appareil capable de quantifier le collagéne par
spectrophotométrie et est utilisé dans les études dont le but est de soutenir I'allégation

raffermissant.
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3.4.3 Influence des facteurs

3.4.3.1 Influence des facteurs environnementaux

- Produits de consommation

Le tabac et sa fumée sont des facteurs externes responsables de |la baisse de la fermeté de la peau
par augmentation de la dégradation de la matrice extracellulaire et par conséquent une

diminution des parametres d’élasticité et de fermeté de la peau (145) (146).

Les produits topiques a base d’hormones sont interdits durant I'expérimentation car ils

augmentent la fermeté (148).
- Utilisation de produits cosmétiques

Afin d’apprécier I'effet raffermissant du produit d’investigation, il est interdit d’utiliser tout
produit ayant des effets raffermissants, 2 semaines avant le début de I'étude, et durant

I'ensemble de I'expérimentation.
- Exposition au soleil

L'exposition au soleil est interdite durant I'étude pour cause d’accélération de la vieillesse

cutanée et de baisse de la fermeté de la peau (145) (173).

3.4.3.2 Influence des parameétres individuels

- Age

Pour étre inclus dans une étude de fermeté, il faut avoir un déficit dans ce domaine. En moyenne
le relachement cutané débute vers 30 ans et continue tout au long de la vie (119). Nous prendrons

un intervalle avec de la marge et I’dge d’inclusion sera donc inclus entre 40 et 50 ans.

- Type de peau
Il est important que I'ensemble des volontaires aient le méme type de peau afin gu’ils puissent
étre comparés entre eux. Il est donc déconseillé de proposer un test avec tout type de peau mais

de choisir un type en fonction de la cible.
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- Genre et ethnie
Ces deux parameétres n’ont aucune influence sur les variations de la fermeté (174).
- Ménopause et périménopause

Les carences en hormones dues a la ménopause induisent une accélération du vieillissement
cutané et par conséquent une diminution de la fermeté. Les femmes dans cette situation sont

donc exclues (77).
- La musculation

La mesure est réalisée sur le quadriceps. Une augmentation de la masse musculaire peut
influencer positivement les mesures (155). Il est donc souhaité pour le volontaire, qu’il ne

pratigue pas la musculation ou le sport a trop grande fréquence.
- L'alimentation

Un changement de poids peut influencer les mesures en positif et en négatif, il est donc demandé
au volontaire, dans les limites du possible, d’avoir une alimentation saine afin d’éviter les
variations de poids. L'Indice de Masse Corporelle ne peut pas étre considéré comme un critere

d’inclusion ou de suivi car il n’influence pas les caractéristiques biophysiques de la peau (160).
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3.4.4 Conditions de mesures

Pour cette expérimentation, il est possible d’avoir uniquement deux zones de mesure. Une sur
chaque cuisse. European Expert Group on Efficacy Measurement of Cosmetics and Other Products
(EEMCO) est un groupe d’experts européens qui travaille et donne des recommandations sur les
techniques et la réalisation des mesures des tests d’efficacité cosmétiques. L'EEMCO ne
recommande pas de site anatomique pour les mesures de Cutometre®(160). La cuisse est souvent
choisie car il s’agit d’'une zone vaste, peu soumise aux facteurs environnementaux. De plus, le
parametre Uf n’est statistiqguement pas différent entre la peau du visage, de I'avant-bras et de la
cuisse (175). Pour éviter la migration des produits, ils seront appliqués sur une zone large de la

cuisse et la mesure sera réalisée au milieu du quadriceps.

- La zone placebo : application d’un produit ou d’une substance qui n’a aucun effet
sur la mesure. Le but ici est de garder le double aveugle

- Lazone traitée : C'est la zone qui va recevoir le produit d’investigation

Cuisse droite
Cuisse gauche

Genou droit Genou gauche

Figure 11 : Zones d’application sur les cuisses
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Lors de la randomisation, la zone placebo et la zone traitée sont attribuées au zone Z1 et Z2 afin
de limiter le biais de sélection. Il n’existe pas de recommandation sur la taille des zones. Il est
cependant nécessaire de préciser la taille dans le protocole. Il convient de réaliser 3 mesures puis

faire une moyenne de celles-ci.

Pour I'utilisation du Cutomeétre®, il est recommandé de poser perpendiculairement la sonde sur
la peau et d’exercer une légére pression. Le parametre mesuré est la distance totale parcourue
par la peau lors de I'aspiration (Uf). Il est attendu une diminution significative de ce parametre
pour valider un effet raffermissant. Les mesures sont a réaliser sur des zones sans poils afin
d’éviter les interférences. Il est nécessaire de réaliser 3 mesures de succion. Une mesure prend 4

secondes.
La chronologie de I'expérimentation est la suivante :
Etape 1 : Vérification des critéres d’inclusion et de non-inclusion ainsi que du consentement.

Etape 2 : Acclimatation d’une durée comprise entre 15 et 30 minutes dans une piéce dans laquelle

la température est comprise entre 20 et 22°C et I'humidité entre 40 et 60 % (118).

Mise en marche de I'appareil 15 a 30 minutes avant le début des mesures (durant I'acclimatation)

(70).
Etape 3 : Mise en place du volontaire en position allongée sur le dos sur un lit.

Etape 4 : Une premiére personne réalise 2 zones avec un pochoir en fonction de la surface

préalablement déterminée. Il faut préciser a c6té de chaque zone s'il s’agit de la Z1 ou Z2.

Etape 5 : Une deuxiéme personne prend les mesures sur les 2 zones. L’aspiration de I'appareil est
réglée sur 30 kPa. La sonde choisie est de 2 mm pour mesurer la fermeté du stratum corneum.
Des sondes plus grosses permettent de mesurer des couches plus profondes. Les cosmétiques
agissant sur la partie superficielle, une sonde de 2 mm semble étre la plus adaptée. Une pression

de 30 kPa est réalisée par la sonde durant 2 secondes puis un temps de relaxation de 2 secondes.

Etape 6 : La premiere personne applique, le placebo et le produit dans les zones, en fonction de

la randomisation, celle-ci étant réalisée apres I'inclusion du volontaire. L’application se fait avec
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le doigt équipé d’un doigtier. L'application doit étre homogéene sur I'ensemble de la zone

préalablement délimitée.

Etape 7 : La deuxieme personne qui ignore I'emplacement du placebo et du produit prend les
mesures 30 minutes aprés I'application du produit. Lors de la mesure, le volontaire ne bouge pas
afin de ne pas géner la mesure. 3 mesures de 4 secondes sont réalisées avant de faire une

moyenne des valeurs du parameétre Uf.

Le volontaire repart par la suite avec le placebo et le produit d’investigation anonymisés qu’il
devra continuer a appliquer selon la fréquence déterminée. Il devra se laver les mains entre
I'application des deux produits afin d’éviter les mélanges. Lors de chaque nouvelle visite, le
volontaire sera soumis aux mémes périodes d’acclimatations et aux mémes conditions

environnementales.
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3.4.5 Conclusion

La peau possede des caractéristiques élastiques, viscoélastiques, de pré-tension et d’anisotropie.
Cela lui donne des capacités de souplesse, de résistance et d’élasticité. L'origine de ces capacités
se trouve dans la composition des couches de la peau. L’élastine dans le derme a la capacité de
se déformer et apporte de la souplesse et de |'élasticité. Le collagéne quant a lui, apporte de la
rigidité et de la résistance. L’acide hyaluronique et I'eau permettent a la peau de se déformer.
Lorsque les composants de la peau diminuent, notamment a cause de |'dge, les propriétés et les
capacités comme la fermeté diminuent. L'industrie cosmétique développe et commercialise des

produits afin de renforcer la fermeté et soutenir I’allégation « raffermissant ».

Pour juger de cet effet, de nombreuses méthodes ont été développées. Les premieres mesurent
directement les propriétés biomécaniques de la peau. Les tests de succion, d’indentation,
d’extensométrie et de torsion permettent de suivre I’évolution de la fermeté de la peau. Tous ces
tests ont permis de développer des méthodes et des appareils qui ont tous des avantages et des
inconvénients différents. La technique de référence fait appel au Cutométre® qui réalise des tests
de succion. Cette technique a pour avantage d’étre tres bien documentée et de pouvoir mesurer

la fermeté des différentes couches de la peau en jouant sur la pression et le diameétre de la sonde.

Cependant, malgré une grande efficacité de ces méthodes, de nouvelles technologies voient le
jour. La fermeté de la peau est directement corrélée a sa composition. Les méthodes les plus
récentes quantifient ces composants pour démontrer un effet raffermissant. De plus, il est
fréquent de retrouver dans la littérature des études qui couplent les méthodes afin d’avoir des
résultats plus précis. Cette association de techniques rend les résultats plus représentatifs,
comme cette étude menée afin de montrer I'efficacité d’'un sérum a facteur de croissance sur la
fermeté de la peau et ou deux techniques ont été réalisées : 'utilisation du Cutometre® pour
juger la fermeté de la peau d’un point de vue biomécanique et |'utilisation d’ultrasons pour
mesurer la fermeté d’un point de vue structurel. En effet, I'objectif de cette étude est de mettre
en évidence 'effet restructurant du sérum sur le collagéne et I'élastine aboutissant in fine a une
amélioration des parametres biomécaniques de la peau. Aprés 12 semaines de traitement, les

ultrasons ont montré une augmentation significative de la densité du derme et le Cutométre®
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une amélioration significative de la fermeté. Ce test permet de montrer I'action du produit sur la

structure de la peau qui engendre une amélioration de la fermeté (176).

3.5 Test Anti-séborrhéique

3.5.1 Production de sébum

Afin de maintenir I’équilibre de la peau, celle-ci va produire du sébum. Il s’agit d’un liquide jaune
clair composé en grande partie par des lipides non polaires. On y retrouve environ 30% de
triglycérides, 25% d’acide oléique et de cétyl palmitate, 15% de squaléne et 5% de cholestérol. Il
est composé également de débris cellulaires (177). Il est produit par la sécrétion holocrine des
sébocytes, se trouvant dans le derme au niveau des glandes sébacées. La sécrétion se fait a travers
le canal sébacé jusqu’a la partie du follicule pileux dans le derme puis remonte jusqu’a la partie
superficielle de I'épiderme. Ce liquide a un réle de protection car il permet I'imperméabilisation
de I’épiderme, la thermorégulation, et la photoprotection. Il produit aussi des cytokines anti-
inflammatoires, des chimiokines et des interleukines pour lutter contre les facteurs extérieurs
comme la pollution et les agents pathogénes (178). La production de sébum est influencée par
des facteurs intrinséques comme I’age, la production d’hormones et des facteurs génétiques mais
aussi des facteurs environnementaux tels que I’alimentation, les produits de consommation, la

pollution, 'humidité et la chaleur. Ces points seront détaillés par la suite.

Les zones les plus productives de sébum sont le front, le nez et le menton (la zone T du visage),
le dos et le haut de la poitrine. Un flux excessif de sébum correspond a une production de 150 a
400 pg/cm? de sébum en 3 heures et est appelé séborrhée. Ce phénomeéne a pour conséquence

une peau brillante et grasse ainsi qu’une augmentation des comédons (179).

La séborrhée est aussi a I’origine de pathologie. Elle est une des quatre causes de I'acné vulgaire.
C’est une pathologie courante qui touche environ 85% des adolescents et se positionne a la
seconde place derriere les dermatites (atopique et de contact) dans les affections
dermatologiques (180). Il est donc intéressant de développer des produits cosmétiques capables

de réguler le sébum.
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3.5.2 Méthodes et appareils de mesures

Les premiéres méthodes de préléevement du sébum sur le visage ont été réalisées avec une
matiere absorbante positionnée pendant 3 heures sur le front afin de collecter les sécrétions puis
de les extraire avec un solvant organique comme I'hexane ou l|'éther. Bien que simple et
reproductible, cette méthode est longue. Il apparait par la suite le Sébumetre® qui permet de
guantifier le sébum, il permet d’exploiter la capacité du sébum a rendre un élément plus
transparent quand il rentre en contact avec lui. La quantité de sébum est proportionnelle a la

transparence, plus elle est élevée, plus la transparence est élevée.

Le Sébumetre® est composé d’'un élément translucide destiné a recueillir le sébum. Cet élément
est alors introduit entre une source de lumiére et un récepteur photoélectrique. Plus la lumiére
réceptionnée sera forte, plus la quantité de sébum sera élevée (181). C'est ce qu’on appelle la

méthode photométrique . Elle est la plus utilisée (182) .

Il existe différents types de Sébumetre® notamment, les patchs adhésifs Sebutape destinés a
récupérer le sébum grace a une bande adhésive composée d’un film en polymére microporeux.
Son efficacité est optimale lorsque la peau est riche en sébum. Il a été développé par la suite des
systemes non adhésifs comme le Sebuflix qui sont plus rapides et évitent I'effet occlusif retrouvé
avec les Sébumetres® adhésifs qui favorisent les faux positifs. Nous retrouvons dans cette

catégorie le Sébumetre® SM 815 que nous allons détailler (183).

Le Sébumetre® SM 815 (183) est un dispositif fabriqué par Courage + Khazaka electronic destiné

a mesurer la masse surfacique de sébum (mg/cm?)a la surface de la peau .
Il est composé de deux parties :

- Un générateur principal relié a un ordinateur permettant d’obtenir un apercu des images
et des mesures.

- Une sonde qui se présente sous la forme d’une cassette d’environ 10 centimetres. Elle
contient un ruban mat de 0,1 mm d’épaisseur qui devient transparent au contact du
sébum. Un petit embout se situe a une extrémité et expose une surface de 64 mm? de
ruban. Un piston se trouve sur le c6té de la sonde permettant de défiler le ruban au fil des

mesures (184).
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Apres la mise en contact du ruban pendant 30 secondes avec la zone a analyser, la cassette est
passée dans le lecteur afin de calculer la masse surfacique de sébum par photométrie de la tache.
Le ruban est traversé par de la lumiére qui est mesurée par un capteur photoélectrique.
L'avantage de cette méthode est sa simplicité d’utilisation, sa reproductibilité et sa rapidité.
L'inconvénient est le caractere éphémeére de la cassette qui doit étre changée lorsque I'ensemble

du ruban a été utilisé (181) .

Il est aussi possible de mesurer la masse de Sébum. Notamment avec I'appareil Sebumscale® de
chez Delfin Technologie. C'est un appareil portable d’'une dizaine de centimeétres qui possede a
son extrémité une microbalance équipée d’un capteur en cristal de quartz dont la fréquence varie
au contact du sébum, ce qui permet de mesurer en ug/cm? la masse surfacique de sébum (185).
Cet appareil a I'avantage d’avoir un temps de mesure de 20 secondes seulement mais a

I'inconvénient de ne pas pouvoir mesurer des masses surfaciques trop importantes (186).

La présence de sébum augmente la brillance de la peau. Il est donc possible de suivre I’évolution
de la production de sébum en analysant ce parametre. Le Skin-Glossymetre GL 200 fabriqué par
Courage + Khazaka electronic est un appareil mesurant la brillance de la peau. Il est composé
d’une sonde de 13cm comportant une source lumineuse LED, 2 miroirs et 2 récepteurs. La source
lumineuse éclaire un miroir avec un angle de 60° qui réfléchit la lumiere vers la peau. Une partie
des rayons est directement réfléchie par la peau dans toutes les directions. C'est ce que |'on
appelle la réflexion diffuse. Elle est captée par le premier récepteur. L’autre partie est réfléchie
dans une seule direction. C'est la réflexion spéculaire. Elle est recueillie par un miroir qui par la
suite la renvoie vers le deuxieme capteur. L’avantage de ce dispositif est sa capacité a capter la
réflexion spéculaire qui est normalement perdue ce qui rend les mesures tres précises. De plus, il

est facile a manier et rapide a utiliser (187).
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Figure 12 : Représentation de la réflexion spéculaire et diffuse (188)
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Figure 13: Mécanisme d’action du glossymétre (187)

Enfin, des méthodes d’analyse d’images ont été développées pour évaluer I'apparence de la peau.
Il existe de nombreux appareils comme par exemple le Colorface® de chez Newtone Quima Life
Science (189). Ce dispositif a la capacité de photographier le visage de face et a 45° sur la droite

et sur la gauche avec différents éclairages :

- Lalumiére diffuse représentant la vision normale,

- La polarisation croisée qui en supprimant la réflexion spéculaire permet d’obtenir les

données de couleur,

- La polarisation parallele capte la réflexion spéculaire,

- Un mélange entre les polarisations pour observer le relief.
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Grace a l'acquisition des images, le Colorface® a la capacité de mesurer de nombreux parametres

comme la couleur, la rugosité, la texture, la brillance, les pores et bien d’autres.

Dans notre cas, c’est la brillance qui est mesurée. Pour cela, deux images sont capturées avec un
éclairage a polarisation parallele et un éclairage a polarisation croisée. C'est le parameétre L*
correspondant a la clarté qui est mesuré. Ses valeurs sont comprises entre 0, qui correspond au
noir, et 100 correspond au le blanc (190). Pour tous les pixels, la soustraction du L* de I'image a
polarisation parallele au L* de I'image a polarisation croisée permet de calculer les différents
types de brillance. Cette soustraction du parameétre L* entre ces deux photos permet de générer
une troisieme photo en noir et blanc. L'appareil détermine alors la brillance ou la matité des
pixels. Les pixels avec un L* élevé apparaissent en blanc et sont classés comme brillants. Ceux
avec un L* bas apparaissent noirs et sont classés comme mats. Le nombre de pixels brillants
correspond aux zones de luminosité, la moyenne de l'intensité des pixels brillants indique la
brillance spéculaire et la différence entre I'intensité moyenne des pixels brillants et mats donne
la brillance contrastée. Une diminution des zones de luminosité, de la brillance spéculaire et de
la brillance contrastée permet de montrer une diminution globale de la brillance qui est attendue

pour pouvoir soutenir I'allégation « anti-séborrhéique » (191).

Figure 14 : Images prises avec le Colorface® afin de mesurer la brillance. (a) Eclairage en polarisation

paralléle, (b) éclairage en polarisation croisée, (c) soustraction du L* des deux autres images (192)
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3.5.3 Influence des facteurs

3.5.3.1 Influence des facteurs environnementaux

- Produits de consommation

La production de sébum est influencée par I'alimentation et plus particulierement I'alimentation
occidentale. Les glucides a indice glycémique élevé, les produits laitiers et les acides gras saturés
ont tendance a augmenter la production de sébum. Il est donc demandé aux volontaires de garder
la méme alimentation 2 semaines avant le début de I'étude et tout au long de I'expérimentation

(193).
- Utilisation de produits cosmétiques

Il est interdit d’utiliser des produits ayant des effets sur la production ou I'aspect du sébum 2

semaines avant le début de I'étude, et durant I'ensemble de I’expérimentation.
- Saison et heure

La production de sébum est fortement influencée par la saison. Une augmentation de 1°C de la
température cutanée engendre +10% de production de sébum. La production est donc plus
importante en été et au printemps. De plus, la production est a son maximum entre 12h et 14H.
Les études sont donc a réaliser le matin en évitant les périodes chaudes et en respectant le temps

d’acclimatation (194).
- Pollution et tabac

Ces deux facteurs produisent des composants générant des radicaux libres au niveau cutané ce

qui a pour conséquence une augmentation de la production de sébum (195).
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3.5.3.2 Influence des paramétres individuels

- Age

La production de sébum varie en quantité tout au long de la vie. Cette variation est due aux
changements de production des hormones androgenes. Le pic est atteint entre 15 et 35 ans. Chez
les hommes, la production d’hormones diminue progressivement aux alentours de 45 ans tandis
gue pour les femmes une chute brutale survient a la ménopause (196). L’age d’inclusion sera donc

compris entre 18 et 35 ans pour les hommes et les femmes.
- Genre

Des différences de production de sébum sont retrouvées entre les hommes et les femmes. En
effet, les hommes, quel que soit I'a4ge, ont des valeurs en sébum significativement supérieures a

celle des femmes. Les études ne seront donc pas mixtes (196).

20-25 ans 26-30 ans 31-35ans
Femme 1,05 0,95 0,95
Homme 1,87 1,59 1,67

Tableau 13 : Taux d’excrétion de sébum (u.a/min) chez 60 hommes et 100 femmes présentant une peau grasse,

répartis en 3 tranches d’dge (197)

- Ethnie

Les sujets africains et afro-américains présentent une production plus importante de sébum par
comparaison aux sujets caucasiens et asiatiques. Il est donc préférable de séparer les ethnies dans

ce genre d’étude afin d’avoir un groupe homogéne (196).
- Type de peau

Il est essentiel de recruter des volontaires avec des peaux grasses ou mixtes a grasses afin

d’apprécier I'effet du produit.
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3.5.4 Conditions de mesures
La zone de mesure sera sur la zone T du visage et plus précisément sur le front. En effet, pour les

mesures, le visage est plus accessible que le dos et le décolleté. Puis la zone du front offre 2 zones

de mesure contrairement au nez et au menton.

- Lazone placebo : application d’un produit ou d’une substance qui n’a aucun effet
sur la mesure. Le but ici est de garder le double aveugle

- Lazone traitée : C’'est la zone qui regoit le produit d’investigation.

Les zones sont localisées au niveau de la zone T et plus précisément au niveau du front.

Coté droit Coté gauche

Figure 15 : Zones d’application sur le front
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Lors de la randomisation, la zone placebo et la zone traitée sont attribuées aux zones Z1 et Z2 afin
de limiter le biais de sélection. Il n’existe pas de recommandation sur la taille des zones. Il est

cependant nécessaire de la préciser dans le protocole.

Pour I'utilisation du Sébumetre®, il est recommandé de poser perpendiculairement la sonde sur
la peau, d’exercer une pression modérée et de prendre 3 mesures de masse surfacique de sébum,

espacées de 30 secondes.
Chronologie de I'examen et des mesures.
Etape 1 : Vérification des criteres d’inclusion et de non-inclusion ainsi que du consentement

Etape 2 : Acclimatation d’une durée comprise entre 15 et 30 minutes dans une piéce ou dans

laguelle la température est comprise entre 20 et 22°C et I’"humidité entre 40 et 60 % (53).

Mise en marche de I'appareil 15 a 30 minutes avant le début des mesures (durant I'acclimatation)

(70).
Etape 3 : Mise en place du volontaire en position allongée afin de limiter les mouvements.

Etape 4 : Une premiére personne réalise 2 zones avec un pochoir en fonction de la surface

préalablement déterminée. Il faut préciser a c6té de chaque zone s’il s’agit de Z1 ou 72.

Etape 5 : Une deuxiéme personne prend les mesures sur les 2 zones. Un ruban mat est positionné
sur la zone de prélévement durant 30 secondes. Les lipides imprégnent alors le ruban et le
rendent plus transparent ; il est alors traversé par une lumiére. Le capteur photoélectrique placé
de l'autre coté recoit la lumiére qui a traversé le ruban et le convertit en teneur de sébum. Il est

attendu une diminution significative de la teneur en sébum (183).

Etape 6 : La premiére personne applique, le placebo et le produit dans les zones en fonction de la
randomisation qui est réalisée apres I'inclusion du volontaire. L’application se fait avec le doigt
équipé d’un doigtier. Elle doit étre homogene sur I’'ensemble de la zone préalablement délimitée.

Cette méme personne barre la zone qui n’est pas utilisée.

Etape 7 : La deuxiéme personne qui ignore I'emplacement du placebo et du produit, prend les

mesures 30 minutes apres I'application. Lors de la mesure, le volontaire garde I'ceil fermé, il doit
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rester silencieux et avoir le visage détendu. Une mesure correspond a un positionnement statique
de la sonde durant 30 secondes. Il est nécessaire de faire 3 mesures. Une moyenne sera alors
faite entre les 3 mesures réalisées sur la zone contrdle et sur les 3 mesures réalisées sur la zone

traitée. Ces moyennes de masse surfacique de sébum seront alors comparées entre elles.

Le volontaire repart par la suite avec le placebo et le produit d’investigation anonymisés qu’il
devra continuer a appliquer selon la fréquence déterminée. Il devra se laver les mains entre
I'application des deux produits afin d’éviter les mélanges. Lors de chaque nouvelle visite, le
volontaire sera soumis aux mémes périodes d’acclimatations et aux mémes conditions

environnementales.
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3.5.5 Conclusion

La glande sébacée a la capacité de produire un liquide lipophile appelé sébum. Ce composé est
bénéfique pour la peau car il permet d’'imperméabiliser I'épiderme, de réguler la température et
de protéger la peau des agressions causées par les rayons du soleil. Cependant la séborrhée, qui
correspond a une production excessive de sébum, a des conséquences sur la santé puisqu’elle est
I'une des causes de I'acné, mais aussi sur le plan esthétique puisqu’elle rend la peau grasse et
brillante. Il est donc primordial de concevoir des produits cosmétiques qui soutiennent

I’allégation « anti-séborrhéique ».

Pour soutenir cette allégation, plusieurs méthodes ont été développées. La plus ancienne, et
encore utilisée aujourd’hui pour sa simplicité et son faible co(t, consiste a prélever du sébum a
I'aide d’une matiére absorbante et a mesurer la lumiére qui la traverse. En effet, le sébum a la
capacité de rendre des matieres plus translucides quand il est au contact de celles-ci. La
transparence est proportionnelle a la quantité de sébum, ce qui permet de le quantifier.
L’appareil en capacité de réaliser cette mesure est le Sébumetre® qui est I'appareil de référence
pour la quantification du sébum. Il est aussi possible de quantifier directement le sébum avec des
microbalances. Cependant cette méthode se révele étre plus limitée sur les mesures. Le sébum a
aussi la capacité de rendre la peau brillante. L’analyse de ce paramétre permet de juger de la
guantité de sébum car plus la brillance est élevée plus le sébum est présent. Pour cela, le
glossymetre a été développé ainsi que plus récemment des techniques d’analyse d’image qui
mesurent la brillance de la peau. Cette méthode est fiable et performante mais bien moins
répandue que les méthodes plus anciennes car elle est plus colteuse, I'appareil de mesure est
plus encombrant, non mobile et nécessite une salle spéciale sans interférence lumineuse. Le

sébumetre reste donc la méthode de référence pour sa simplicité, son efficacité et son prix.

De plus, la production de sébum est fortement influencée par des facteurs intrinséques et
extrinseques. Les criteres d’inclusion pour ce type d’étude doivent étre rigoureusement préparés

et prennent en compte I'alimentation, la saison mais aussi I'age, le genre et I'ethnie.
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IV Limites

L’objectif de ce travail est de proposer des protocoles qui limitent au maximum les biais afin de
présenter des expérimentations ayant un haut niveau scientifique. Malheureusement, la théorie

est parfois difficile a appliquer.

La premiere difficulté rencontrée concerne la constitution du panel. Il est toujours complexe
d’éviter les biais de sélection tout en obtenant des groupes représentatifs de la population. En
effet, afin de limiter au maximum le biais de sélection, il convient d’établir des critéres d’inclusion
et d’exclusion rigoureux et donc restrictifs. En affinant au maximum ces critéres, les résultats sont
optimisés mais I’échantillon analysé devient moins représentatif de la population cible. Prenons
I'exemple du test anti-dge. En interdisant une exposition excessive au soleil, mesure nécessaire

pour apprécier I'effet du produit, I'échantillon est rendu moins représentatif de la population.

Autre difficulté, les études cliniques cosmétiques sont entierement basées sur le volontariat de
sujets sains. Alors que les études cliniques médicamenteuses sont basées sur le volontariat mais
avec des personnes porteuses de pathologies, souvent recrutées par les médecins traitants ou
hospitalier, les personnes participant aux études cliniques cosmétiques se présentent d’elles

méme. C’'est ce que |'on appelle le biais de volontariat

De plus, les expérimentations nécessitent une certaine disponibilité du volontaire, ce qui
constitue un frein pour les volontaires ayant une activité professionnelle. Ainsi, sont composés
des groupes de personnes, en majorité sans activité, et par conséquent non représentatifs de la
population. Ce probléme est connu et entre dans la catégorie des biais des travailleurs en bonne

santé.

Par ailleurs, une autre des difficultés rencontrées est le nombre de volontaires. Afin de le
déterminer, il convient de rassembler un certain nombre de données préalables a I'étude comme
la prévalence ainsi que la moyenne et les écarts types. Il est par exemple difficile de trouver la
prévalence d’un certain grade de ride au niveau de la patte d’oie chez les femmes et les hommes
se trouvant dans la tranche d’age 40/ 65 ans ainsi que la moyenne et I’écart type. Par conséquent,
il est réalisé dans ce cas une approximation de la taille d’effet de Cohen. Cette solution

n’engendre pas un grand biais statistique mais reste une source d’approximation.
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Le nombre de volontaires a inclure varie d’une trentaine pour les tests les moins robustes, a
plusieurs centaines pour les tests statistiquement solides. Le bon sens voudrait que les études
soient composées d’une centaine de volontaires pour obtenir des résultats trés significatifs. Il est
cependant difficile d’inclure un nombre aussi important de sujets. Comme mentionné en amont,
les évaluations cliniques cosmétiques sont réalisées sur des personnes saines et volontaires. Une
insuffisance d’information sur ces tests aupres du public, rend la liste des volontaires disponibles
peu développée. De plus, les tests requierent souvent des spécificités telles qu’un type de peau,
un phototype, une ethnie, un age ou un grade de peau (fermeté, ride de la patte d’oie...), ce qui
réduit d’autant le nombre de volontaires potentiels. Dans la mesure du possible,
I’expérimentation doit étre réalisée sur un panel d’au moins 20 volontaires. Ce chiffre correspond
au nombre minimal dans les conditions de validité des tests paramétriques. Il est possible de
réaliser le test avec moins de 20 volontaires. Il faudra alors utiliser un test non paramétrique qui

est statistiguement moins puissant (198).

La deuxieme difficulté rencontrée concerne le respect du double aveugle. Afin de respecter ce
principe, il est impératif que le praticien et le volontaire ignorent la nature du produit appliqué :
placebo ou produit expérimental. Cependant, il est compliqué de concevoir pour toutes les
expérimentations un produit placebo, avec les mémes caractéristiques organoleptiques et qui ne
possede aucun effet susceptible d’influencer les mesures. De plus, I'organisation des études avec
deux praticiens qui préparent, appliquent et prennent les mesures est un défi logistique parfois

compliqué a relever.
La troisieme difficulté rencontrée concerne les prises de mesure.

La peau est un organe vivant qui peut rendre des résultats trés différents entre deux mesures,
tout comme les appareils de mesure malgré un haut niveau de technologie. En théorie, nous
préconisons de faire une moyenne sur un certain nombre de mesures déterminées. Mais en
pratique, I'une d’elle peut étre aberrante. La moyenne sera alors faussée, rendant de mauvais
résultats. Il est possible de supprimer cette valeur et de recommencer la mesure. Cependant,
cette pratique engendre un biais de subjectivité de la part de la personne qui opére car elle va

prendre la décision de supprimer un ou plusieurs mauvais résultats. Il faudrait donc calculer
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statistiquement l'intervalle des valeurs acceptables pour avoir une moyenne non faussée, et

reprendre les mesures uniguement quand elles sont en dehors des bornes de I'intervalle.

La question de I'observance se pose lors des tests aux cinétiques longues, lorsque les volontaires
doivent appliquer le produit d’investigation et le placebo a leur domicile. Au-dela, d’un oubli qui
reste une source de biais pour toutes les études cliniques, I’éventualité d’'un mélange du placébo
et du produit testé occasionné par d’'un mauvais nettoyage des mains n’est pas a exclure. De
méme pour une inversion de zone. Ces risques sont malheureusement existants lors des

expérimentations avec plusieurs produits a appliquer hors laboratoire.

Pour le protocole des produits raffermissants au niveau des cuisses, plusieurs difficultés sont
rencontrées. Il est demandé comme critére d’inclusion, un manque de fermeté a ce niveau.
Cependant, la localisation de ce type de zone varie entre deux volontaires. Elle peut se situer sur
la partie antérieure, centrale ou extérieure de la cuisse. Il est donc compliqué de faire un
protocole avec une zone précise. Ce probleme peut étre évité si le technicien en charge de
I’'expérimentation, précise sur les cahiers d’observations de tous les volontaires, la zone
d’application et de mesure. En revanche, un souci de reproductibilité va étre rencontré. Méme si
le technicien marque la zone dans les documents d’étude, il est compliqué de la repositionner
avec une grande précision. Les mesures peuvent potentiellement étre prises a deux endroits

différents en fonction du jour, rendant la comparaison moins fiable.

Les protocoles proposés lors de ce travail, 'ont été pour une zone déterminée et sans précision
de la galénique du produit d’expérimentation. Il est possible de réaliser un test d’hydratation sur
les jambes ou le front mais aussi un test anti séborrhéique dans le dos. Dans ce cas, des
modifications seront a faire dans les protocoles d’études en fonction de la zone choisie comme
par exemple la position du volontaire lors des mesures ou les produits prohibés avant et pendant
I’étude. De plus, ces protocoles sont congus pour des produits d’investigation qui s’appliquent
jusqu’a pénétration complete. Des modifications sont a prévoir avec des produits a émulsionner

ou a rincer mais aussi des produits a appliquer en couche mince ou épaisse.
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Université Claude Bernard,

CONCLUSIONS GENERALES *aintégrer dans lathése

THESE SOUTENUE PAR M . VICTOIRE Mathieu

La revue de la réglementation cosmétique nous a permis de nous rendre compte que malgré
I'obligation de réaliser des tests d’efficacité pour scutenir les allégations d’un produit, il n’existe que
trés peu d’indications sur la réalisation technique des tests. Il faut se renseigner auprés des_ fédérations
et des groupes de travail pour trouver des “ guidelines” sur les tests. Ces guidelines nous permettent
de comprendre les informations que doit contenir un protocole de test d'efficacité cosmétique.
Cependant, les indications qui y sont retrouvées ne sont pas assez nombreuses et développées. Ce
manque de précisi.on a pour conséquence de laisser une trop grande liberté de décision aux centres
d’évaluation cliniques cosmétigues, ce qui engendre des disparités pour le méme test, réalisé & deux
endroits différents. Ce travail a ainsi ciblé ies biais que peut comporter une étude clinique et propose
en conséquence, des protocoies avec une forte valeur scientifique. L'objectif est de créer des
documents‘ utilisables par les différents centres afin que le lieu de réalisation des tests n’induise pas de
différence sur les résultats. Il convient d’obtenir une harmenisation des pratiques.

Ce travail propose quatre protocoles pouvant soutenir quatre allégations pour un produit cosmétique :
Hydratant, anti-ride, anti-séborrhéique et raffermissant. Dans un premier temps, une revue des
différentes méthodes et appareils a été réalisée pour montrer I'étendue des techniques utilisables et
choisir la plus pertinente. Par la suite, les facteurs extrinséques et intrinséques pouvant influencer les
mesures ont été détaillés afin de préparer les critéres d’'inclusion et d’exclusion. Pour finir, les-
conditions de mesure avec les zones et la chronologie ont été décrites.

La construction des quatre protocoles a été identique. Aprés une analyse des biais potentiels dans une
étude clinique, un protocole a été créé en conséquence en partant des exigences demandées par la
réglementation et des recommandations des guidelines.

Pour conclure, ces travaux ont permis la création de quatre protocoles d'évaluation de I'efficacité d’un

produit cosmétiques respectant la réglementation et minimisant les biais mais aussi la mise en [umiére

de la difficulté de réaliser des expérimentations sans biais. _
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V Annexes

Annexe 1 : Protocole : Hydratation d’un ou plusieurs
produits d’investigation par la mesure de la PIE
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Protocole : Hydratation d’un ou plusieurs produits
d’investigation par la mesure de la PIE

1 INFORMATION GENERALE

| Objectif

L’évaluation de I'effet hydratant [d’un produit cosmétique/ de I’association de plusieurs
produits cosmétiques] sur la barriere cutanée par la mesure de la perte insensible en eau via un
[(Tewameétre®/ Vapometre®)] [aprés une application unique/ aprés applications répétées]

durant X [heure(s)/ jour(s)] sur des volontaires adultes [féminin/masculin]

Il Caractéristiques produit[s]

Nom du produit

Référence/ numéro de lot

Date de production

Condition de stockage

Type de produit / galénique

Quantité a appliquer

Emballage primaire

Un échantillon sera conservé durant 6 mois minimum.
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11l Procédure du test

L'expérimentation se déroule au [adresse de |'expérimentation]

Le calendrier de I’étude sera le suivant :

Jour1

Etapes

Vérification des critéres
d’inclusion

Acclimatation

Mesure de la PIE

T0

T15min TXheure

TXheure

TXheure

Application du produit par le
technicien

(1) Aprés prise de mesure de la PIE

Ou

Jour1

Jour X

Etapes

Vérification des critéres
d’inclusion

Acclimatation

Mesure de la PIE

Application du produit par le
technicien

Application du produit a
domicile par le volontaire

(2) Aprés prise de mesure de la PIE
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IV Gestion et traitement des données

Les données collectées sur les différents documents d’étude peuvent étre de nature
électronique ou de nature papier.

- Pour les documents papiers, ils peuvent étre remplis par les volontaires ou le technicien
au début ou au cours de I'étude. Ils seront par la suite scannés et imprimés. Un dossier
physique sera alors constitué et archivé. Un dossier électronique sera lui aussi créé et
archivé dans les disques durs

- Pour les documents électroniques, les valeurs sur les documents d’étude auront une
saisie simple par le technicien, puis un archivage électronique et physique. Pour les
documents avec des valeurs d’étude, ils auront une double saisie par deux techniciens
afin d’éviter les erreurs puis ils suivront le méme chemin d’archivage.

Pour s’assurer que les valeurs suivent une loi Normale, un test de Shapiro-Wilk au risque de 5%
(p doit étre inférieur a 0.05) est réalisé.

Si les valeurs suivent une loi Normale, un test de Student « t » par paire pour les échantillons
indépendants sera fait en bilatéral au risque alpha de 5%.

On définira deux hypotheses :

- Hypotheése nulle HO : la valeur moyenne du groupe a différents temps est égale
- Hypotheése alternative H1 : la valeur moyenne du groupe a différents temps est
différente

Si les données ne suivent pas la loi Normale, un test non paramétrique de Wilcoxon sera fait
test bilatéral au risque 5%

- Hypothése nulle HO : il n’y a pas de différence entre les valeurs
- Hypotheése alternative H1 : il existe une différence entre les valeurs

Seront réalisées :

Une premiére analyse entre les zones avant 'application du produit afin d’apprécier si les zones
peuvent étre comparées entre elles.

m(TO traitée) — m(TO contrdle)

m(TO traitée) — m(TO0 placebo)
Une deuxieme analyse sur I'effet produit entre les deltas obtenus sur les zones.
A(Txtemps — TO)traitée — A(Txtemps — TO)controle
A(Txtemps — TO)traitée — A(Txtemps — TO)placebo

Le logiciel utilisé pour ces calculs est [nom du logiciel]
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V Matériel et réactifs

Le TEWAMETRE® est un dispositif produit par Courage + Khazaka electronic [référence :] qui va
mesurer |’évolution de la PIE afin d’évaluer la fonction barriére de la peau.

Il est composé de deux parties :

- Un générateur principal doté d’un écran digital qui va permettre de donner une valeur
numérigque aux mesures.
- Une sonde de forme cylindriqgue composée de deux parties :
o lecorps, cylindrique, permet de tenir la sonde. Il est équipé d’un interrupteur
pour prendre la mesure.
o latéte, autre cylindre creux, est positionnée perpendiculairement au premier.
Cette partie posée sur la peau pour la prise de mesure, est composée de
capteurs. Le principe est la mesure du gradient de pression de vapeur d’eau entre
deux points distincts de la peau. Les capteurs dans le cylindre, en mesurant la
température et I'humidité relative permettent de calculer la PIE (g/m?h).

Le principe est de mesurer le gradient de pression de vapeur d’eau entre deux points distincts
de la peau. Les capteurs dans le cylindre vont mesurer la température et 'humidité relative afin
de calculer la PIE (g/m?h).

dm—DA+dp
dt ' dx

m eau transportée (g)

t temps (h)

A surface (m?)

D constante de diffusion (m?s?)

p pression de la vapeur atmosphérique (mmHg)

x distance entre la peau et le point de mesure (m)

Ce dispositif nous permet ainsi de calculer la PIE avant et aprés application d’un ou plusieurs
produits cosmétiques afin de suivre I’évolution de cette valeur et de constater I'effet du ou des
produits sur la barriére cutanée.

Il est conseillé de travailler dans une salle a température ambiante (20 a 22°C) et avec une
humidité comprise entre 40 a 60 %. Une période d’acclimatation de 15 minutes est
recommandée.

ou

Le VAPOMETRE® est un dispositif produit par Delfin [référence :] qui va mesurer I’évolution de
la PIE afin d’évaluer la fonction barriere de la peau.
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Il est composé d’un seul élément ; une sonde sans fil a chambre fermée. Il s’agit d’un cylindre
composé d’un bouton permettant de prendre les mesures et d’un petit écran numérique.

L’augmentation de I’humidité relative va permettre de calculer le taux d’évaporation (g/m?h).

Ce dispositif nous permet ainsi de calculer la PIE avant et aprés application d’un ou plusieurs
produits cosmétiques afin de suivre I'évolution de cette valeur et de constater I'effet du ou des
produits sur la barriére cutanée.

Il est conseillé de travailler dans une salle a température ambiante (20 a 22°C) et avec une
humidité comprise entre 40 a 60 %. Une période d’acclimatation de 15 minutes est
recommandée.

2 INFORMATION SPECIFIQUE

| Test de sécurité

Les tests de sécurité sur le[s] produit[s] d’investigation ont bien été faits dans les mémes
conditions que celles du protocole.

Il Les volontaires

2.1 Critéres d’inclusion

Personne ayant donné son accord et signé le consentement
Age [18 4 65 ans]

Genre [Femme/Homme]

Phototype [I/11/111/1V/V/VI]

Type de peau [Mixte/Séche/Normale/Grasse]

2.2 Critéres d’exclusion

Volontaire présentant des blessures sur les avant-bras

Volontaire présentant des lésions de dermatite atopique au niveau des avant-bras

- Tabagisme actif

Volontaire étant en situation de ménopause

Volontaire ayant des bouffées de chaleur

- Femmes enceintes ou allaitantes

Volontaire ayant déja rencontré des situations d’allergie et d’effet indésirable suite a
I’exposition a un produit cosmétique

Volontaire qui s’est lavé les avant-bras le matin de I'expérimentation (eau interdite)
Volontaire qui a utilisé des nettoyants a base de tensioactifs anioniques, des savons
antimicrobiens et des savons hydratants durant la semaine précédant I'expérimentation
- Consommation d’alcool ou de nourriture épicée avant le début de I'étude
Volontaire qui s’est exposé au soleil

Produits interdits durant I'expérimentation
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Tabac

Alcool ; nourriture épicée
Paracétamol

Anti-inflammatoires non-stéroidiens
Exposition au soleil

Exfoliation
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11l Nombre de volontaire

D’apres le logiciel G*POWER 3.1.9.7, pour un risque alpha a 5% et une puissance de 90%, le

nombre de volontaires dépendra de la taille d’effet moyenne. Il sera de :

@ lorsque d =0,2
@ ss lorsque d = 0,5

Qs lorsque d =0,8

IV Méthodologie

- Quantité de produit a appliquer : [en fonction de I'expérimentation]
- Fréquence d’application : [en fonction du design]
- Zones d’application :

3 zones sont a déterminer sur les 4 emplacements des deux avants bras comme représenté ci-
dessous. La zone contréle, la zone placebo et la zone traitée. Elles seront déterminées apres
randomisation par [mettre logiciel de randomisation]

COUDE DROIT COUDE GAUCHE
Z1 72
Z2 Z4

POIGNET DROIT POIGNET GAUCHE

- Taille des zones :
- Conditions d’application : Application par le méme technicien, dans les mémes conditions.
Si pas de recommandation de la part de l'industriel, I'application est réalisée avec un
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doigtier placé sur I'index ou le majeur, par répétition de mouvement circulaire jusqu’a
pénétration du produit. C'est une étude comparative en double aveugle dans laquelle le
volontaire est utilisé pour sa propre zone controéle.

Paramétre évalué et méthode d’évaluation : PIE significativement plus basse entre la
zone traitée et les zones controle et placebo. Pour cela, prise de mesure de la PIE sur les
différentes zones a différents moments.
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Déroulé de I'étude :

Etape 1 : Vérification des critéres d’inclusion et de non-inclusion ainsi que le consentement.

Etape 2 : Acclimatation d’une durée d’au moins 20 minutes dans une piéce dans laquelle la
température est comprise entre 20 et 22°C et I'humidité entre 40 et 60 %. Bien s’assurer que les

parties des avants bras soient découvertes durant la période d’acclimatation.
Allumer I'appareil 15 a 30 minutes avant le début des mesures (durant I'acclimatation).

Etape 3 : Placement des avants bras sur la table d’examen, les paumes dirigées vers le plafond. Le

volontaire devra garder cette position tout au long des mesures sans bouger.

Etape 4 : Une premiere personne détermine 4 zones avec un pochoir en fonction de la surface

préalablement déterminée. Il faut préciser a co6té de chaque zone s’il s’agit de la Z1, Z2, Z3 ou Z4.
Etape 5 : Une deuxiéme personne prend les mesures sur les 3 zones.

Etape 6 : La premiére personne vient appliquer le placebo et le produit d’investigation en fonction
de la randomisation. La quantité dépend des tests réalisés en amont. La randomisation est
réalisée aprés I'inclusion du volontaire. L’application se fait avec le doigt équipé d’un doigtier. Elle
doit étre homogeéne sur I'ensemble de la zone préalablement délimitée. Cette méme personne

barre la zone qui n’est pas utilisée

Etape 7 : La deuxiéme personne qui ne connait pas I'emplacement du placebo, du produit et de

la zone controdle vient prendre les mesures 30 minutes apres I'application.

La prise de mesure est tres sensible, le volontaire doit donc ne pas parler durant
I'expérimentation et ne pas regarder les zones lors de la prise de mesure afin d’éviter un accés de

transpiration généré par des émotions qui ferait varier les mesures.

Il est nécessaire de faire 3 mesures a 5 secondes d’intervalle. Une moyenne sera alors faite entre

ces mesures.

Toutes nouvelles mesures devront respecter les étapes 2,3 et 7.
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Annexe 2 : Protocole : Efficacité anti-ride d’un ou
plusieurs produits d’investigation par la mesure
topographique des rides
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Protocole : Efficacité anti-ride d’un ou plusieurs produits
d’investigation par la mesure topographique des rides

1 INFORMATION GENERALE

| Objectif

L’évaluation de I'effet anti-age [d’un produit cosmétique/ de I'association de plusieurs produits
cosmétiques] sur les rides de la patte d’oie par la mesure des parameétres de la douceur de la peau
(Sesm) et des rides (Sew) via une caméra UVA haute définition [aprés une application unique/
aprés applications répétées] durant X [jour(s)/ semaine(s)] sur des volontaires adultes

[féminin/masculin] .

Il Caractéristiques produit[s]

Nom du produit

Référence/ numéro de lot

Date de production

Condition de stockage

Type de produit / galénique

Quantité a appliquer

Emballage primaire

Un échantillon sera conservé durant 6 mois minimum.
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11l Procédure du test

L'expérimentation se déroule au [adresse de |'expérimentation]

Le calendrier de I’étude sera le suivant :

Jour1l Jour X

Etapes TO T15min TO T15min

Vérification des critéres
d’inclusion

Acclimatation

Prise de mesure des
paramétres Sesm et Sew

Application du produit par le
technicien

Application du produit a
domicile par le volontaire

133

(CC BY-NC-ND 4.0) VICTOIRE



IV Gestion et traitement des données

Les données collectées sur les différents documents d’étude peuvent étre de nature
électronique ou de nature papier.

- Pour les documents papiers, ils peuvent étre remplis par les volontaires ou le technicien
au début ou au cours de I'étude. Ils seront par la suite scannés et imprimés. Un dossier
physique sera alors constitué et archivé. Un dossier électronique sera lui aussi créé et
archivé dans les disques durs

- Pour les documents électroniques, les valeurs sur les documents d’étude auront une
saisie simple par le technicien, puis un archivage électronique et physique. Pour les
documents avec des valeurs d’étude, ils auront une double saisie par deux techniciens
afin d’éviter les erreurs puis ils suivront le méme chemin d’archivage.

Pour s’assurer que les valeurs suivent une loi Normale, un test de Shapiro-Wilk au risque de 5%
(p doit étre inférieur a 0.05) est réalisé.

Si les valeurs suivent une loi Normale, un test de Student « t » par paire pour les échantillons
indépendants sera fait en bilatéral au risque alpha de 5%.

On définira deux hypotheses.

- Hypotheése nulle HO : la valeur moyenne du groupe a différents temps est égale
- Hypotheése alternative H1 : la valeur moyenne du groupe a différents temps est
différente

Si les données ne suivent pas la loi Normale, un test non paramétrique de Wilcoxon sera fait
test bilatéral au risque 5%

- Hypothése nulle HO : il n’y a pas de différence entre les valeurs
- Hypotheése alternative H1 : il existe une différence entre les valeurs

Seront réalisées :

Une premiére analyse entre les zones avant I'application du produit afin d’apprécier si les zones
peuvent étre comparées entre elles.
m(TO traitée) — m(TO0 placebo)

Une deuxiéme analyse sur I'effet produit entre les deltas obtenus sur les zones.

A(Txtemps — TO)traitée — A(Txtemps — TO)placebo

Le logiciel utilisé pour ces calculs est [nom du logiciel]
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V Matériel et réactifs

Le Visioscan® VC 20 plus est un dispositif produit par Courage + Khazaka electronic [référence :]

qui va mesurer la topographie de la peau mais aussi d’autres parametres comme I’hydratation.
Il est composé de deux parties :

- Un générateur principal relié a un ordinateur pour avoir un apercgu des images et avoir les
mesures.

- Une caméra d’une quinzaine de centimetres équipée d’'un bouton permettant les
mesures. La caméra est une caméra vidéo UVA haute résolution. Elle est positionnée

directement a la perpendiculaire de la peau pour prendre les mesures.

Le principe est la mesure de 4 paramétres qui sont la douceur de la peau (Sesm), la rugosité de la

peau (Ser), les squames (Sesc) et les rides (Sew).

Pour la rugosité de la peau (Ser) et les squames (Sesc), la caméra analyse le nombre de pixel blancs

et gris. Les pixels blancs représentent les squames de la peau, les imperfections.

Pour la douceur de la peau (Sesm) et les rides (Sew), la caméra calcule la profondeur, la largeur et
la proportion des rides. Ce sont ces deux parameétres qui nous intéressent : nous cherchons une

diminution afin de prouver un effet anti-age.

Ce dispositif nous permet ainsi d’observer I’évolution des rides avant et aprés application d’un ou

plusieurs produits cosmétiques afin de constater I'effet du ou des produits.

Il est conseillé de travailler dans une salle a température ambiante (20 a 22°C) et avec une

humidité comprise entre 40 a 60 %. Une période d’acclimatation de 15 minutes est recommandée
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2 INFORMATION SPECIFIQUE

| Test de sécurité

Les tests de sécurité sur le[s] produit[s] d’investigation ont bien été faits dans les mémes
conditions que celles du protocole.

Il Les volontaires

2.1 Critéres d’inclusion

Personne ayant donné son accord et signé le consentement
Age [40 4 50 ans]

Genre [Femme/Homme]

Ethnie [Africain/ Asiatique/ Caucasien/ Indien]

Type de peau [Mixte/Séche/Normale/Grasse]
Grade de ride

2.2 Critéres d’exclusion

Volontaire présentant des Iésions sur la zone des rides de la patte d’oie

Volontaire présentant des Iésions de dermatites atopiques au niveau du visage
Tabagisme actif et passif

Femmes enceintes ou allaitantes

Volontaire ayant déja rencontré des situations d’allergie et d’effet indésirable suite a
I’exposition a un produit cosmétique

Volontaire qui s’est exposé au soleil

Volontaire qui a utilisé des produits avec des actifs anti-age durant les 2 semaines
précédant I'expérimentation

Volontaire en situation de ménopause ou péri ménopause

Produits interdits durant I'expérimentation

Tabac

Exposition au soleil

Produit cosmétique avec des effets anti-age
Le maquillage au niveau des yeux

Produits topiques a base d’hormone
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11l Nombre de volontaire

D’apres le logiciel G¥POWER 3.1.9.7, pour un risque alpha a 5% et une puissance de 90%, le
nombre de volontaires dépendra de la taille d’effet moyenne. Il sera de :

@ lorsque d =0,2

@ ss lorsque d = 0,5

Qs lorsque d =0,8

IV Méthodologie

- Quantité de produit a appliquer : [en fonction de I'expérimentation]
- Fréquence d’application : [en fonction du design]
- Zones d’applications :

2 zones sont a déterminer sur la partie extérieure des yeux comme représenté ci-dessous. La
zone placebo et la zone traitée. Elles seront déterminées aprés randomisation par [mettre

logiciel de randomisation]

Coté droit Coté gauche

- Taille des zones :
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- Condition d’application : Application par le méme technicien, dans les mémes
conditions. Si pas de recommandation de la part de I'industriel, I’application est réalisée
avec un doigtier placé sur I'index ou le majeur, par répétition de mouvements circulaires
jusqu’a pénétration du produit. C’'est une étude comparative en double aveugle dans
laguelle le volontaire est utilisé pour sa propre zone contréle.

- Parametre évalué et méthode d’évaluation: la douceur de la peau (Sesm) et les rides
(Sew) significativement plus basse entre la zone traitée et la zone placebo. Pour cela, est
réalisée une prise de mesure de la douceur de la peau (Sesm) et les rides (Sey) sur les
différentes zones a différents moments.

Déroulé de I'étude :

Etape 1 : Vérification des criteres d’inclusion, de non-inclusion et du consentement

Etape 2 : Acclimatation d’'une durée comprise entre 15 et 30 minutes dans une piece dans laquelle la

température est comprise entre 20 et 22°C et 'humidité entre 40 et 60 %.
Mise en marche de I'appareil 15 a 30 minutes avant le début des mesures (durant I'acclimatation).
Etape 3 : Mise en place du volontaire en position allongée afin de limiter les mouvements.

Etape 4 : Une premiere personne réalise 2 zones avec un pochoir en fonction de la surface préalablement

déterminée. Il faut préciser a c6té de chaque zone s'il s’agit de la Z1 ou Z2.
Etape 5 : Une deuxieme personne prend les mesures sur les 2 zones.

Etape 6: La premiére personne applique le placebo et le produit dans les zones en fonction de la
randomisation, celle-ci est réalisée apres I'inclusion du volontaire. L’application se fait avec le doigt équipé

d’un doigtier, elle doit étre homogéne sur I'ensemble de la zone préalablement délimitée.

Etape 7 : La deuxieme personne qui ignore 'emplacement du placebo et du produit prend les mesures 30
minutes aprés |'application. Lors de la mesure, le volontaire garde I'ceil fermé et tourne légérement la téte
afin de faciliter la prise de mesure. Le volontaire doit rester silencieux et avoir le visage détendu afin
d’éviter une accentuation des rides. Il est nécessaire de faire 3 mesures de douceur (Sesm) et de rides

(Sew) avec 5 secondes d’intervalle. Une moyenne sera alors faite entre ces mesures.

Le volontaire repart par la suite avec le placebo et le produit d’investigation anonymisés qu’il devra
continuer a appliquer selon la fréquence déterminée. Il devra se laver les mains entre I'application des
deux produits afin d’éviter les mélanges. Lors de chaque nouvelle visite, le volontaire sera soumis aux

mémes périodes d’acclimatations et conditions environnementales.
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Annexe 3 : Protocole : Efficacité raffermissant d’un ou
plusieurs produits d’investigation par la mesure de la
fermeté de la peau
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Protocole : Efficacité raffermissant d’un ou plusieurs
produits d’investigation par la mesure de la fermeté de la
peau

1 INFORMATION GENERALE

| Objectif

L’évaluation de I'effet raffermissant [d’'un produit cosmétique/ de I'association de plusieurs
produits cosmétiques] sur les cuisses par mesure de la distance parcourue par la peau (Uf) aprés
aspiration [aprés une application unique/ aprés applications répétées] durant X [jour(s)/

semaine(s)] sur des volontaires adultes [féminin/masculin]

Il Caractéristiques produit[s]

Nom du produit

Référence/ numéro de lot

Date de production

Condition de stockage

Type de produit / galénique

Quantité a appliquer

Emballage primaire

Un échantillon sera conservé durant 6 mois minimum.
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11l Procédure du test

L'expérimentation se déroule au [adresse de |'expérimentation]

Le calendrier de I’étude sera le suivant :

Jour 1l

Jour X

Etapes

Vérification des critéres
d’inclusion

Acclimatation

Prise de mesure  du
parameétre Uf

TO

T15min TO

T15min

Application du produit par le
technicien

Application du produit a
domicile par le volontaire

(CC BY-NC-ND 4.0) VICTOIRE

141




IV Gestion et traitement des données

Les données collectées sur les différents documents d’étude peuvent étre de nature
électronique ou de nature papier.

- Pour les documents papiers, ils peuvent étre remplis par les volontaires ou le technicien
au début ou au cours de I'étude. Ils seront par la suite scannés et imprimés. Un dossier
physique sera alors constitué et archivé. Un dossier électronique sera lui aussi créé et
archivé dans les disques durs

- Pour les documents électroniques, les valeurs sur les documents d’étude auront une
saisie simple par le technicien, puis un archivage électronique et physique. Pour les
documents avec des valeurs d’étude, ils auront une double saisie par deux techniciens
afin d’éviter les erreurs puis ils suivront le méme chemin d’archivage.

Pour s’assurer que les valeurs suivent une loi Normale, un test de Shapiro-Wilk au risque de 5%
(p doit étre inférieur a 0.05) est réalisé.

Si les valeurs suivent une loi Normale, un test de Student « t » par paire pour les échantillons
indépendants sera fait en bilatéral au risque alpha de 5%.

On définira deux hypotheses.

- Hypotheése nulle HO : la valeur moyenne du groupe a différents temps est égale
- Hypotheése alternative H1 : la valeur moyenne du groupe a différents temps est
différente

Si les données ne suivent pas la loi Normale, un test non paramétrique de Wilcoxon sera fait
test bilatéral au risque 5%

- Hypothése nulle HO : il n’y a pas de différence entre les valeurs
- Hypotheése alternative H1 : il existe une différence entre les valeurs

Seront réalisées :

Une premiére analyse entre les zones avant I'application du produit afin d’apprécier si les zones
peuvent étre comparées entre elles.
m(TO traitée) — m(TO0 placebo)

Une deuxiéme analyse sur I'effet produit a travers les deltas obtenus entre les zones.

A(Txtemps — TO)traitée — A(Txtemps — TO)placebo

Le logiciel utilisé pour ces calculs est [nom du logiciel]
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V Matériel et réactifs

Le Cutometre® Double MPA 580 est un dispositif produit par Courage + Khazaka electronic

[référence :] qui mesure la fermeté et I'élasticité de la peau aprés une aspiration de celle-ci.
Il est composé de deux parties :

- Un générateur principal relié a un ordinateur qui permet d’avoir un apercu des courbes et
d’obtenir les mesures.

- Unesonde d’une quinzaine de centimetres. Cette sonde contient en son centre un cylindre
creux. C’est ici que la peau va remonter lors de I'aspiration. Des capteurs optiques se
situent dans la paroi du cylindre. lls émettent et réceptionnent la lumiére. Lorsque la peau
est aspirée, elle coupe le faisceau de lumiere ce qui permet de calculer la distance
parcourue par la peau. Elle est positionnée directement a la perpendiculaire de la peau
lors de la mesure. Afin de mesurer les parameétres du stratum corneum, une sonde de

2mm est choisie.

Cet appareil est capable de fournir de nombreuses valeurs. Une seule nous intéresse pour la
fermeté. Les autres seront utilisées pour I'élasticité. Nous nous intéresserons donc a la capacité
de la peau a résister a I'aspiration (Uf). Moins la peau remontera dans le cylindre a cause de la

pression négative, plus elle sera ferme.

Ce dispositif nous permet ainsi de calculer I'’évolution des fermetés avant et aprés application

d’un ou plusieurs produits cosmétiques afin de constater I'effet du ou des produits.

Il est conseillé de travailler dans une salle a température ambiante (20 a 22°C) et avec une
humidité comprise entre 40 a 60 %. Une période d’acclimatation de 15 minutes est

recommandée.
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2 INFORMATION SPECIFIQUE

| Test de sécurité

Les tests de sécurité sur le[s] produit[s] d’investigation ont bien été faits dans les mémes
conditions que celles du protocole.

Il Les volontaires

2.1 Critéres d’inclusion

Personne ayant donné son accord et signé le consentement
Age [40 a 65 ans]

Genre [Femme/Homme]

Ethnie [Africain/ Asiatique/ Caucasien/ Indien]

Type de peau [Mixte/Séche/Normale/Grasse]

2.2 Critéres d’exclusion

Volontaire présentant des Iésions sur les cuisses

Volontaire présentant des Iésions de dermatite atopique au niveau des cuisses
Tabagisme actif et passif

Femmes enceintes ou allaitantes

Volontaire ayant déja rencontré des situations d’allergie et d’effet indésirable suite a
I’exposition a un produit cosmétique

Volontaire qui s’est exposé au soleil

Volontaire qui a utilisé des produits avec des actifs raffermissants durant les 2 semaines
précédant I'expérimentation

Volontaire en situation de ménopause ou péri ménopause

Produits interdits durant I'expérimentation

Tabac

Exposition au soleil

Produit cosmétique avec des effets raffermissants
Produit topique a base d’hormone
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11l Nombre de volontaire

D’apres le logiciel G¥POWER 3.1.9.7, pour un risque alpha a 5% et une puissance de 90%, le

nombre de volontaires dépendra de la taille d’effet moyenne. Il sera de :

IV Méthodologie

@ lorsque d =0,2
@ ss lorsque d = 0,5

Qs lorsque d =0,8

- Quantité de produit a appliquer : [en fonction de I'expérimentation]
- Fréquence d’application : [en fonction du design]
- Zones d’application :

2 zones sont a déterminer sur la partie intérieure des cuisses comme représenté ci-dessous. La

zone placebo et la zone traitée. Elles seront déterminées aprés randomisation par [mettre

logiciel de randomisation]

Cuisse droite

Cuisse gauche

Z1

z2

Genou droit
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- Taille des zones :

- Conditions d’application : Application par le méme technicien, dans les mémes
conditions. Si pas de recommandation de la part de I'industriel, I’application est réalisée
avec un doigtier placé sur I'index ou le majeur, par répétition de mouvements circulaires
jusqu’a pénétration du produit. C’'est une étude comparative en double aveugle ou le
volontaire est utilisé pour sa propre zone contréle.

- Parametre évalué et méthode d’évaluation : Aspiration de la peau (Uf) significativement
plus bas entre la zone traitée et la zones placebo. Pour cela, est réalisée une prise de
mesure de 'aspiration de la peau (Uf) sur les différentes zones a différents moments.

Déroulé de I'étude :

Etape 1 : Vérification des critéeres d’inclusion et de non-inclusion ainsi que du consentement.

Etape 2 : Acclimatation d’une durée comprise entre 15 et 30 minutes dans une piece dans laquelle

la température est comprise entre 20 et 22°C et I'humidité entre 40 et 60 %.

Mise en marche de I'appareil 15 a 30 minutes avant le début des mesures (durant I'acclimatation)

(70)
Etape 3 : Mise en place du volontaire en position allongée sur le dos sur un lit.

Etape 4 : Une premiére personne réalise 2 zones avec un pochoir en fonction de la surface

préalablement déterminée. Il faut préciser a c6té de chaque zone s’il s’agit de la Z1 ou Z2.

Etape 5 : Une deuxieme personne prend les mesures sur les 2 zones. L’aspiration de 'appareil est
réglée sur 30kPa. La sonde choisie est de 2mm pour mesurer la fermeté du stratum corneum. Des
sondes plus grosses permettent de mesurer des couches plus profondes. Les cosmétiques
agissant sur la partie superficielle, une sonde de 2mm semble étre la plus adaptée. Une pression

de 30kPa est réalisée par la sonde durant 2 secondes puis un temps de relaxation de 2 secondes.

Etape 6 : La premiére personne applique, le placebo et le produit dans les zones, en fonction de
la randomisation, celle-ci étant réalisée apres I'inclusion du volontaire. L’application se fait avec
le doigt équipé d’un doigtier. L’application doit étre homogene sur I'ensemble de la zone

préalablement délimitée.
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Etape 7 : La deuxiéme personne qui ignore I'emplacement du placebo et du produit prend les
mesures 30 minutes aprés I'application du produit. Lors de la mesure, le volontaire ne bouge pas
afin de ne pas géner la mesure. 3 mesures de 4 secondes sont réalisées avant de faire une

moyenne des valeurs du parametre Uf.

Le volontaire repart par la suite avec le placebo et le produit d’investigation anonymisés qu’il
devra continuer a appliquer selon la fréquence déterminée. Il devra se laver les mains entre
I'application des deux produits afin d’éviter les mélanges. Lors de chaque nouvelle visite, le
volontaire sera soumis aux mémes périodes d’acclimatations et aux mémes conditions

environnementales.
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Annexe 4 :Protocole : Efficacité anti séborrhéique d’un ou
plusieurs produits d’investigation par la mesure de la
masse surfacique de sébum
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Protocole : Efficacité anti séborrhéique d’un ou plusieurs
produits d’investigation par la mesure de la masse
surfacique de sébum

1 INFORMATION GENERALE

| Objectif

L’évaluation de I'effet sebo régulateur [d’un produit cosmétique/ de I'association de plusieurs
produits cosmétiques] sur le front par la mesure de la masse surfacique (pug/cm?)via la
photométrie sur les taches de sébum [aprés une application unique/ apres applications répétées]

durant X [ heure(s)/ jour(s)] sur des volontaires adultes [féminin/masculin] .

Il Caractéristiques produit[s]

Nom du produit

Référence/ numéro de lot

Date de production

Condition de stockage

Type de produit / galénique

Quantité a appliquer

Emballage primaire

Un échantillon sera conservé durant 6 mois minimum.
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11l Procédure du test

L'expérimentation se déroule au [adresse de |'expérimentation]

Le calendrier de I’étude sera le suivant :

Jour1

Etapes

Vérification des critéres
d’inclusion

Acclimatation

Mesure de la masse surfacique

TO

T15min TXheure

TXheure

TXheure

Application produit

(1) Apreés prise de mesure de la masse surfacique

Jour1

Jour X

Etapes

Vérification des criteres
d’inclusion

Acclimatation

Mesure de la masse surfacique

T0

T15min

T0

T15min

Application produit

L’application du produit se fait aprés prise de mesure de la PIE
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IV Gestion et traitement des données

Les données collectées sur les différents documents d’étude peuvent étre de nature
électronique ou de nature papier.

- Pour les documents papiers, ils peuvent étre remplis par les volontaires ou le technicien
au début ou au cours de I'étude. Ils seront par la suite scannés et imprimés. Un dossier
physique sera alors constitué et archivé. Un dossier électronique sera lui aussi créé et
archivé dans les disques durs

- Pour les documents électroniques, les valeurs sur les documents d’étude feront I'objet
d’une saisie simple par le technicien, puis un archivage électronique et physique. Pour
les documents avec des valeurs d’étude, ils nécessiteront une double saisie par deux
techniciens afin d’éviter les erreurs puis ils suivront le méme chemin d’archivage.

Pour s’assurer que les valeurs suivent une loi Normale, un test de Shapiro-Wilk au risque de 5%
(p doit étre inférieur a 0.05) est réalisé.

Si les valeurs suivent une loi Normale, un test de Student « t » par paire pour les échantillons
indépendants sera fait en bilatéral au risque alpha de 5%.

On définira deux hypothéeses.

- Hypotheése nulle HO : la valeur moyenne du groupe a différents temps est égale
- Hypotheése alternative H1 : la valeur moyenne du groupe a différents temps est
différente

Si les données ne suivent pas la loi Normale, un test non paramétrique de Wilcoxon sera fait
test bilatéral au risque 5%

- Hypothése nulle HO : il n’y a pas de différence entre les valeurs
- Hypotheése alternative H1 : il existe une différence entre les valeurs

Seront réalisées :

Une premiére analyse entre les zones avant I'application du produit afin d’apprécier si les zones
peuvent étre comparées entre elles.
m(TO traitée) — m(TO0 placebo)

Une deuxiéme analyse sur I'effet produit entre les deltas obtenus sur les zones.

A(Txtemps — TO)traitée — A(Txtemps — TO)placebo

Le logiciel utilisé pour ces calculs est [nom du logiciel]
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V Matériel et réactifs

Le Sébumetre® SM 815 est un dispositif fabriqué par Courage + Khazaka electronic [référence :]

qui va mesurer la masse surfacique de sébum a la surface de la peau .
Il est composé de deux parties :

- Un générateur principal relié a un ordinateur pour avoir un apercu des images et avoir les
mesures.

- Une sonde qui se présente sous la forme d’une cassette d’environ 10 centimetres. Elle
contient un ruban mat de 0,1 mm d’épaisseur qui devient transparent au contact du
sébum. Un petit embout se situe a une extrémité et expose une surface de 64 mm?de
ruban. Un piston se trouve sur le c6té de la sonde permettant de défiler le ruban au fil des

mesures .

Apres la mise en contact du ruban avec la zone a analyser, la cassette est passée dans le

générateur afin de calculer la masse surfacique (png/cm?) de sébum par photométrie de la tache.

Ce dispositif nous permet ainsi de calculer I’évolution de la fabrication de sébum avant et apres
application d’un ou plusieurs produits cosmétique afin de suivre I’évolution de celle-ci et de

constater I'effet du ou des produits.

Il est conseillé de travailler dans une salle a température ambiante (20 a 22°C) et avec une

humidité comprise entre 40 a 60 %. Une période d’acclimatation de 15 minutes est recommandée
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2 INFORMATION SPECIFIQUE

| Test de sécurité

Les tests de sécurité sur le[s] produit[s] d’investigation ont bien été faits dans les mémes
conditions que celles du protocole.

Il Les volontaires

2.1 Critéres d’inclusion

Personne ayant donné son accord et signé le consentement
Age [18 a 35 ans]

Genre [Femme/Homme]

Ethnie [Africain/ Asiatique/ Caucasien/ Indien]

Type de peau : [Mixte a grasse /Grasse]

2.2 Critéres d’exclusion

Volontaire présentant des Iésions sur la zone du front

Volontaire présentant des Iésions de dermatite atopique au niveau du visage
Femmes enceintes ou allaitantes

Volontaire ayant déja rencontré des situations d’allergie et d’effet indésirable suite a
I’exposition a un produit cosmétique

Volontaire qui a utilisé des produits avec des actifs anti-séborrhéiques durant les 2
semaines précédant I'expérimentation

Volontaire en situation de ménopause ou péri ménopause

Volontaire fortement exposé a la pollution ou la cigarette

Produits interdits durant I'expérimentation

Produit cosmétique avec des effets anti-age
Le maquillage au niveau du visage
Changement d’alimentation
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11l Nombre de volontaire

D’apres le logiciel G¥POWER 3.1.9.7, pour un risque alpha a 5% et une puissance de 90%, le
nombre de volontaires dépendra de la taille d’effet moyenne. Il sera de :

@ lorsque d =0,2

@ ss lorsque d = 0,5

Qs lorsque d =0,8

IV Méthodologie

- Quantité de produit a appliquer : [en fonction de I'expérimentation]
- Fréquence d’application : [en fonction du design]
- Zones d’application :

Coté droit Coté gauche

2
zones sont a déterminer sur la partie extérieure du front comme représenté ci-dessous. La zone
placebo et la zone traitée. Elles seront déterminées aprées randomisation par [mettre logiciel de
randomisation]

- Taille des zones :
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- Conditions d’application : Application par le méme technicien, dans les mémes
conditions. Si pas de recommandation de la part de I'industriel, I'application est réalisée
avec un doigtier placé sur I'index ou le majeur, par répétition de mouvements circulaires
jusqu’a pénétration du produit. C'est une étude comparative en double aveugle ou le
volontaire est utilisé pour sa propre zone controle.

- Parameétre évalué et méthode d’évaluation: la masse surfacique de sébum (pg/cm?)
significativement plus basse entre la zone traitée et la zones placebo. Pour cela, prise de
mesure de la masse surfacique de sébum (pg/cm?)sur les différentes zones a différents
moments.

Déroulé de I'étude :

Etape 1 : Vérification des criteres d’inclusion et de non-inclusion ainsi que du consentement

Etape 2 : Acclimatation d’une durée comprise entre 15 et 30 minutes dans une piéce ou dans

laquelle la température est comprise entre 20 et 22°C et I’humidité entre 40 et 60 % .
Mise en marche de I'appareil 15 a 30 minutes avant le début des mesures (durant I'acclimatation).
Etape 3 : Mise en place du volontaire en position allongée afin de limiter les mouvements.

Etape 4 : Une premiére personne réalise 2 zones avec un pochoir en fonction de la surface

préalablement déterminée. Il faut préciser a c6té de chaque zone s’il s’agit de Z1 ou 72.

Etape 5 : Une deuxiéme personne prend les mesures sur les 2 zones. Un ruban mat est positionné
sur la zone de prélévement durant 30 secondes. Les lipides imprégnent alors le ruban et le

rendent plus transparent.

Etape 6 : La premiere personne applique, le placebo et le produit dans les zones en fonction de la
randomisation qui est réalisée apres I'inclusion du volontaire. L’application se fait avec le doigt
équipé d’un doigtier. Elle doit étre homogéne sur 'ensemble de la zone préalablement délimitée.

Cette méme personne barre la zone qui n’est pas utilisée.

Etape 7 : La deuxiéme personne qui ignore I'emplacement du placebo et du produit, prend les
mesures 30 minutes apres I'application. Lors de la mesure, le volontaire garde I'ceil fermé, il doit
rester silencieux et avoir le visage détendu. Une mesure correspond a un positionnement statique

de la sonde durant 30 secondes. Il est nécessaire de faire 3 mesures. Une moyenne sera alors
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faite entre les 3 mesures réalisées sur la zone controle et sur les 3 mesures réalisées sur la zone

traitée. Ces moyennes de masse surfacique de sébum seront alors comparées entre elles.

Le volontaire repart par la suite avec le placebo et le produit d’investigation anonymisés qu’il
devra continuer a appliquer selon la fréquence déterminée. Il devra se laver les mains entre
I'application des deux produits afin d’éviter les mélanges. Lors de chaque nouvelle visite, le
volontaire sera soumis aux mémes périodes d’acclimatations et aux mémes conditions

environnementales.
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RESUME

Les cosmétiques sont des produits fortement réglementés par le Code de la Santé Publique et
le réglement cosmétique. De ce fait, toutes les allégations doivent étre validées par 1’expérimentation.

L’objectif de ce travail est notamment, de proposer une revue de la réglementation cosmétique
afin de comprendre comment un test d’efficacité clinique doit étre construit et de proposer des
protocoles d’efficacité qui limitent au maximum les biais tout en respectant la réglementation.

Nous avons dans un premier temps, introduit le sujet avec I’histoire et 1’analyse de la
réglementation cosmétique puis nous avons abordé le décryptage de la réglementation des essais
cliniques.

Nous avons ensuite ciblé€ les principaux biais susceptibles d’€tre dans un essai clinique afin de
construire au mieux les protocoles expérimentaux.

Enfin, la derni¢ére partie de ce travail s’est attachée a présenter 4 protocoles permettant de
soutenir une allégation tout en respectant la réglementation et en limitant les biais
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