APPENDIX 10

EVIC CEBA REPORTS
Acute toxicity
Skin irritation

Skin Sensitization
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R&F. : J 773/1079

ORAL ACUTE TOXICITY TEST
RECHERCHE DE LA TOXICITE AIGUE PAR VDIE DRALE

CHEZ LE RAT

IN RAT
STUDY REFERENCE :
Référence de 1'étude :
-~ Toxicité aique : 1 773/107%9

Acute Toxicity

Protocole utilisé :

Protocol used N
- Toxicité aigue OCDE 401 f(épreuve limite & 2 g/kg)

Acute Toxicity OECD 401 (test limit at 2 g/kg)

Produit étudié : BETA SITOSTEROL
Studied product

Résultats

Results

- Toxicité aigue absence de mortalité 3 la dose de 2 g/kg

(5 ml/kg)
hcube Toxicity : Absence of any mortality ab the[ﬂ sage of 2 g/kg

Responsable de projet : J.M. CHARRIER £y M An

Project manager Lj

Directeur de 1'étude = P. REDON ﬂ:;;xgggzzg;::

Director of the study
Responsable Assurance Qualité : Marie-Laure MIGAUD ,%Egégjjfftff‘ {

Responsable for Quality Insurance
Directeur du Centre d'essais
Manager of the Center

Ph. MASSON

Dates d'essai :
Det f o
es of pesting, , .iqué : du 21.02.90 au 7.03.90
Acute toxicity

Accréditation RNE n® 29-85/1/26
L'asceréditation RNE atteste uniguement de la compétence technique

du lsboratoire pour les esszis couverts par 1'accréditation.
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1 - PRODUIT ETUBIE -

- Date de réception : 19.02.90

- Nom du produit : BETA SITOSTERDL

- Quantité recue ot conditonnement : 250 g
1 flacon en verre

- Caractéristiques organoleptiques paudre blanche
- Référence d'enregistrement : 1079

- Stockage : & tempérsture ambiante. 3 1'abri dre la lumigre

- Archivage : eonviran 5 g - conservés 10 ans

11 - REACTIF EXPERIMENTAL -

- 5 rats miles traités ot $ rats males témoins

[0PS de souche OFA 5D
- Origine : IFFA CREDO installé a 69270 L "ARBRESLE

- Poids moyens en débub d'étude : .

- témoins : 214.8 g
- traités : 220,0 g

stabulation : 5 par cage, dans des

- Conditions de
exigences de la directive

conditions conformes aux
Bé /609 AELE.

IT1 - CONDITIONS D'UTILISATION DU PRODUIT -

Le produit a été utilisé dilué & 50 % (p/v) dans 1'huile de

vaseline (soit 5 g de produit dans 10 ml de véhicule).

11 & été administré par sondage oesophagien & raison de 2 g/kg
(5 ml/kg de 1la prépasration) & des rats ayant subi une dizte
hydrique préalable de 18 heures.”

Ils ont été observés pendant 14 jours consécutifs aprés

traitement.

Un examen autopsique s été pratiqué apris 14 jours.
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RESULTATS -  RESDLTS

IV.1. Mortalité

enregistré au cours des 14 jours

Aucun déceés n'a été
l'administration orale de 1la

d'observation gqui ant suivi
préparation.

Fo mortality has been registered after 14 days of absorption of the preparation.

IV.2. Dbservations cliniques

Aucunc modification significative du comportement n's ete
constatée immédiatement aprés le traitement.

Cependant, 20 minutes plus tard, une légere pilogrrmction
s été notée chez tous les snimaux des deux lots.

Les pxamens quotidiens reonouvelés pendant les 14 jours
consécutifs suivants n'eont permis de noter aucune altératinn
de 1'état général, du comportement et des fonctinns

végétatives des animaux traités.
L'évolution pondérale a dans l'ensemble é&teé normale et

satisfaisante.

Le gain pondéral moyen

légérement plus faible gque celul

de quelgques involutions observées chez 3 animaux & J14

des rats du lot 1 est spparu

des rats témoins (en raison
h [

Aycune lésion organique ou fissulaire n'a été relevée &
1'autopsie.

Chemical observation :

Ko significant modification of behaviour.

No alteration of the general state of animels.

Normal weight evolution after 14 days.

No organic or tissular lesion observed during autopsy.
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WF Etude
Study

ORALE
Route

el Femelle

LOTS #
SROURPS

==EESSrSSSSsSsTsERIs=SSs

M@ Mean =
g.h =
M o1 Mean =
5.0 =

s Elatistic analyse of The means.

Analvse slatistique des moy

VAR IANCES :

Moy .2 M# 4.3 7 33.7 141,82 3 £21.3

Mov.? M1 14.2 THLE 14,08 547

Tesl F :

M3/ M1 ou M/ M 2.4 1.3 Yl 1.3 T
nd =5 , nB=135 , A £

8i F € 715 tesl T clazsiagus

1Et1 Male 2.4 1.8 1#:5 (L5 -] = &

d.d.l : HMale/Femells B ] 2 8 =] A

i F > 72.08 lest T corrige =

tdt1 Male 2. 149 DS [ 2,2 2.4

Male d.d.1 = 2 & 8 8 8 =}

Calcul de 1'estimation de la variance commune

Male g2 = 24,8 Z@¢.8 71,1 141,88 209, 1 Zi5.5

INTERFRETATION DES RESULTATS :

Males / Males n.s n.s na's s n.s *
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Annere / Appendi I.Ma
fOIN /4 OONTROL DASE ¢ 5 ml/Ha d 'Huile de seline (PO LOT @
OSE + S mlé¥a af Yazeline D11 tFD) GROUP
W ,r el.82.50 Espece : FAT : Male Ciod ral =T
Speciss : RAT 1 Male
E o U 1 ON PONRDPEPRPALE EYAMEN AUTOFSIQUE

YL T
CHAMNGES I N WEIGHT POST-MORTEM EXAMINATION

Spontanée / Nalural
tAccidentelle/Accidental

a J=-1 J o d 2 J 7 14 J=1.114 Cauce/Datle DERESERVATIONS
3 N* D=1 DA D3 D7 D14 D=1.014 mortalits des DRGANES
57 Z4 zZ15 275 311 Izd =l T-J/D14 P.A.E - N.A.D
TR 224 Zih -1 =M 25 = T=J/D14& R.&.8 — N.A.D
129 232 215 256 =98 315 23 T-J/D1& R.A.S - N.A.D
SiEE 231 Z s 2463 Z2E8 225 =4 T-J/D14 R.A8.5 — N.A.D
3 £33 £z % Z&5 314 T 133 T=-J/D14& R.A.5 - N.A.D
(.
w) = =1 5 5 5 S 5 ! LEGENDE / LEGEND
san = 232,4 214.8 E£43,2 399, 2 317.4 245 ' T : Sacrifice / BSacrifice
3.D .= 959 .4 73 1% 18,2 14.9 ' E : Errsur V. / Bad admin.
e g
LA r

?Eqvf-.l-.
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Snneve / Appendi 1.Mb
W Etude 4 772 /4 1479 DOSE @ 2 a/Ka de produil PO LoT 2
“ 7 Studv W® NNEE + 2 a/Fa of Produst [Rda R GROUE )
14D 2 21.92.99 Espéce : RAT M&le {
Specifrs FET Male Opérat. : C.7
E VO LYT 1.0 FONDERALFE ErLAMEN AUTOPSIGUE
CHANGES I n WEIGHT POST-MORTEM EXAMINATION
(Sramues)
N® @& NE J @ J 2 J 7 J 14 J=1.J14 Ceuss/Dale OBRSERVATIDONS
fls N* D-1 na D 3 D7 D14 R=1.D 14 mortaliléd des DRGANES
L4572 243 ZE22 277 211 2@ - 77 T=J/D14 R.A.S - N.A.T
L4T3 Z23% 2z 27d 97 287 L3 T=Jd /D% R. &S = N.AGT
L4454 241 224 2561 ZTa 2v2 21 T-J/D14 R.A.S - N.A,
44595 238 217 245 257 2518 £ T=-JsD14 R.A.8 - N.A,I
(
L4548 233 217 295 ZE1 281 &8 T=J/D1% RS = M
niM1) = 5 5 5 5 5 =) ! LEGENDE / LEGEND
i
Mean = 226,8 Z2@,d 2&5,6 2%6.@ 294,40 55,2 ' T : Sacrifice / Sacrifir
5.0 = 3,8 3.1 B.4 1,7 15,1 12.3 vE Erreur V. / Ead adne
' S : Spontande / Natural
' & :Arcidentelle/Acciden’
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ANNEXLE A

1.17. Stabulstion

ont &té logés par 5 en bacs de polypropyléne de
dimensions 46,5 x 31,0 x 19,0 cm, équipés en sciure dépoussiérée
(Litalabo) et fermés par un couvercle en acier inoxydable pourvu
d'une mangeoire de B6% oW et de deux biberons de 500 ml.

Les rats

d'un porte-égtiquette sur lequel étsit
1'étude, le lot auquel
code, leur sexe et la

Chaque bac était muni
adiqué le numéro de référence de
appartiennent les animaux, leur numéro de

date du traitement.

Pendant toute la durée de 1'expérimentation, les rats ont
été entretenus dans un local spécifique de dimensions S5mx 4m
x 2,50 m, situé dans une zone protégée dont la température =
21°C + 2, 1'humidité = 55° + 15 et 'le renouvellement d'air (air
filtrd &8 0,6 um) au minimum de 10 volumes/heure, sont contrélés 3a
l'aide d'un thermo hygrographe. Le nycthémére est é€galement
maintenu en permanence dans le rapport 12/12. Tous les accés sont
soumis & des barrigres de stérilité autoclave 3 double porte et
sas hydraulique pour le matériel et vestiaire de décontamination
pour le personnel qui revét chague jaur'un équipement stérile
comprenant wune combinaison, un masque Ffiltrant, une cagoule et

des bottes.

J.2. Entretien

Les cages sont changées chaque semaine. Elles sont au
préalable lavées puis désinfectées par trempage dans une solution
chlorée (Sanachlor) puis rincées & l'eau claire.

jours. lls sont

Les biberons sont remplacés tous les deux
avant

décontaminés dans les mémes conditions que les cobayes
1'emploi.

Le matériel fixe (chariots, tables, sikges, portoirs) est
lavé tous les deux jours 3 1l'eau chlorée (Sanachlor TLM

Research).

Les sols sont lavés chagque jour & 1l'eau chlorée.

Le produit 3 tester est introduit dans des conditionnements
dont 1ls paroi externe a été stérilisée par contact avec une

solution de Tego 51 (IFFA CREDD).
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1.3. Boisson et slimentation

L'eau de boissaon, fournie & volonté, est de 1'eau
preéalsblement acidifiée & pH 3,5 =+ 0,2

L'aliment donné ad libitum est du granulé UAR A 0%

de ville

10.
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ANNEXE B

Traltement

IT.1.17, Mode d'administration

Les rats ont €t€ traités par voie orale & 1'azide de
seringues & wusage unique de 5 ou 10 ml gradudes au 1/10e
{(TERUMD), munies d'une sonde oesophagienne de 2 mm de
diamétre et de 6 cm de Jong mn arcier innxydable (CARRIERT,

PARIS).

11.1.2. Durée

Le traitement a ét¢ effectué le matin sur des animaux
ayant subi un jelwe préalable de 18 heures environ afin de
réduire l'encombrement gastrique. Aprés 1'administration du
produit, un délai de 2 heures a Até€ respecté avant de leur
redistribuer la nourriture. Les animaux ont ensuite ét#
observés quotidiennement pendant 14 jours.

Examens pratiqués ‘

11.2.1. Contréles clininues

Observations cliniques

Une observation clinique des rats a été faite chaque
jour de manigére & suivre 1'évolution du comportement
général et des réactions végétatives des animaux.
L'observation continue pendant les 2 heures qui ont
suivi l1'ingestion a £té renouvelée chague jour le matinp
puis en fin de journée pour éviter la lyse des animaux
qui auraient pu décéder.

Pesée individuelle

Elle a €té réaslisée avant le trsitement 3 J(-1) puis
7 et 14 jours d'observation.

Les gains de poids qui ont été constatés entre J0 et
J14 ont été comparés & ceux obtenus dans Ie méme temps

par le lot témoin.
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11.2.2. Examen post mortem

Al..] terme des 14 jours d'observation, les raks ont &té
sacrifiés par anesthésie barbiturique dépassée suivie
d'une exsanguination fémorale,

Chaque animal fait 1'pbjet d'une autopsie soigneuse
permettant d'apprécier Jl'existence d'éventuels signes
d'intolérance générale. )
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EViC-CE:

LABORATOIRE DE RECHERCHE ET D'EXPERIMENTATION

Irhoratoire acerdditd per le
Résemu Nozionzl d'Zsscis sous
e mendro 28,25/1/28

el
m
Hh

. ¢ J 428/0405

LES DERIVES RESINIQUES ET TERPENIQUES
EVALUATION DE L'IRRITATION CUTANEE

BETA - SITOSTEROL

i~ BLANGUEFDORT - FRANCE 1. rue Massue - 34200 VINCENNES - FRANCE
ELEX S50717 - FAX (33 58850522 FAX (114AB08B231
"EL. (33) SE350225 TEL.[1143850303

A, AU CAPITA CIE S4O0000OFNSE - B 72 " DTSRI

DEVIC-TOX K IEVIC-pOC [ZIRViC-210 TAIFVic=inee
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EVALUATION DE L'IRRITATION ET/0U DE LA CORROSION CUTANEES

CHEZ LE LAPIN

Références de 1'étude :

- Irritation primaire cutanée J 428/0405

Protocoles utilisés :

-~ Irritation primaire cutanée OCDE 404 (3 lapins)

Donneur d'ordre : 410209

Produit étudié : BETA - SITOSTERDL

Résultats :

- Irritation primaire cutange produit non irritant

Responsable de projet : J.M. CHARRIER (o 'ﬁ S P

p— =1
= SAa/ fr
Ph. CATROUX /g-/f—':«‘L_

Directeur de 1'étude :

Assurance Qualité : M.L MIGAUD ,g;%ﬁttfff;

Directeur du Centre d'essais : Ph. MASSON

Dates d'essai :

- Irritation primaire cutanée du 23.10.89 au 27.10.89

Lecréditation RNE n® 29-B5/1/28

S001

L'grceréditation RNE atteste unigquement de la compétence technigue

du laboratoire pour les esssis couverts psr 1'accréditation.
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I - PRODUIT ETUDIE -

II

- Laboratoire demandeur : 410209

- Date de réception : 16.10.8B%

- Nom du produit BETA - SITDSTERDL

1 flacon en verre

Quantité regue et conditonnement
{contenance 60 ml)

Caractéristiques organoleptiques : poudre blanche

- Référence d'enregistrement 0405

- Stockage : & température ambiante, & l'abri de la lumigre

- Archivage : environ 5 ml - conservés 10 ans

REACTIF EXPERIMENTAL -

II.7. Irritation primaire

- 3 lapins méles Nép-zélandais

- Origine COB.LABO.LAP installé & 22120 IFFINIAC

- Poids on début d'étude : 2,3 & 2,5 kg

- Conditions de stabulation : en cage individuelle sur
grille, dans des conditions conformes aux exigences de la

directive B6/609/CEE.
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