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Union Carbide Corporation ("Union Carbide”) recently obtained a
toxicology study (in French) concerning methyimercaptopropionaldehyde (MMP;
CASRN 3268-49-3), which the Agency may regard as being reportable under its
current TSCA § 8(e) guidelines. A copy of the original article (in French), and an
English transiation is attached.

The findings relate to mortality and neurological signs in a study involving
short-term repeated applications of liquid MMP to the skin of rabbits. Relevant
details are presented below.

Groups of 6 male and 6 female New Zealand rabbits had MMP applied to
the skin, 5 days a week for 3 weeks, at dosages of 0.2, 0.4, 0.8 or 1.6 ml/kg/day
(Attachment I). Mortality was as follows (expressed as no. dying/no. treated):

0.2 mi/kg/day 212
0.4 mi/kg/day 3/11
0.8 ml/kg/day 10/12
1.6 ml/kg/day 12/12

Mortality was observed from the second day onwards. Signs before
death included motor incoordination and paraplegia.
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2/ TOXICITE  SUBAIGUE  DE 3 SEMAINES
b

Des lots de 6 lapins m&les et € lagpins femelles, réo-zdlandai- -
environ, scnt tondus et racés soigneusement, puis la moitid d'entrs gux rocoio--c

12 scarifications (3 cm de long chacune et espacées de 2 cm).

L'essai a mis en oceuvre en totalité 60 animaux répartis de la fecon

suivante :
'63 Traitement
: N- lot en ml/kg N” lapin ) Sexe
A Témoins 12 6 307+30
Aq AMTP 0,2 7 a 12 36+309
Animaux
TSR scarifiés K ANTP 0.4 13818 3073 ¢
Az AMTP 0,8 19 a 24 30+30
Aq AMTP 1,6 25 & 30 37+« 30
B Témoins 31 a 36 307+ 39
Animaux B4 ANMTP 0,2 37 a 42 3d7+3090
© non Bz |AMTP 0,4 43 3 48 30+ 30
scarifiés '
B5 AMTP 0,8 49 2 54 3d+3¢
By AMTP 1,6 55 & 60 307+ 3¢

24 heures aprés la préparation des animaux (1er jour de traitement =

J 1), puis chague jour (5 jours/semaine), pendant 3 semalnes, le produit a été

€étalé chaque matin & l1'aide d'une baguette de verre, selon les doses indiquées

-

ci-dessus ; les animaux ont ensuite été maintenus en cage & contention paencant
L ]

6 heures, a l'issue desquelles les zones traitées ont été lavées a 1'eau savcn-
q

neuse tiéde.

L'évolution pondérale, l'appétit, les réactions locales (zone traitic)
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' 6.22/RESULTATS

et générales, la mortelité ont ¢48 notés réguliérenent sendant tous

vl

de l'essai.

Avant et en fin de traitement, dcs examens urinaires, hématolozis.es

et biochimiques sanguins ont été effectuds ; l'autopsic des animaux morts en

cours de treitement ou sacrifiés & son issue est accompagnée d'examsns histg

1m~=x
L4544

ques.
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6.221/ EXAMEN CLINIQUE ET COMPORTEMENT

Dés les premiéres heures suivant la 1ére application du produit, on
observe au niveau de la zone traitée, un épaississement important de la feau chez

tous les animaux traités. .

L'intensité de cet oedéme (signe du godet positif) proportionnzl & la
dose appliquée, mais son étendue est fonction de la quantité étalée puisqu’sux

fortes doses correspond une zone d'application plus grande. Il n'y a pas de dif-

“ férence sensible entre animaux scarifiés et non scarifiés, De plus la moitié ces

animaux des lots traités & forte dose présentent un léger érytheéme.

Malgré les lavages quotidiens, 1'altération cutanée amene la formation
d'une croGte épaisse, craquelée, séche, n'ayant pas tendance & s'éliminer et per-

~

sistant jusqu'a la fin de l'essai.

La mortalité survient dés le 2e jour de l'expérience chez les animaux
recevant la forte dose de produit (1,6 ml/kg). Elle succéde a des signes nerveux
d'intoxication : paraplégie, incoordination motrice, mouvements désordonnés de

pédallage ; les animaux ne peuvent plus se nourrir.

Au niveau des individus, il ne semble pas y avoir de gradient pour les
réactions : les animaux sont soit indemmes de signes généraux, soit atteints de
signes ncrveux et meurent dans les 48 heures suivantes.

En dehors des deux animaux n°® 13 et 16 morts accidentellement (1 chute
et 1 mort & la derniére prise de sang intracardiaquel), la mortalité affecte la

totalité des 12 lapins recevant 1,6 ml/kg/jour, scarifiés ou non, et la quasi tc-
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talité de ceux traités a G,8 ml/kg/jour (2 survivants sur 12).
possible, les animaux moribconds étaient sacrifiés pour permattre ces orili, o~ --
d'organes cans de meilleures conditicns. Les survivants gnt tous &té

le 21e jour de l'essai, soit aprés 16 applications de produit. L'évoluticn mzrci-

rale des animaux a été ¢évidemment trés perturbée chez les animaux qui couoient

RS

mourir ou étre sacrifiés.

-

En dehcrs des lésicns cutanées, l'autcpsie des arinaux n'a sor~i- =t

- - - -

server aucuneg l€sion caractéristique, ce qui permettrait d'impliquer unz cz-:i:z-

[

\

toxique nerveuse du produit.

- Enfin, 1'évolution pondérale apporte peu d'enseignements puisgus 1z

mortalité importante interdit de calculer la plupart des moyennes des poicds cor-

@3 porels.
La mortalité a donc 6té la suivante
. 0,2 ml/kg/jour 2/12
. 0,4 ml/kg/jour /11
NEp— g
. 0,8 ml/kg/jour 10/12
« 1,6 ml/kg/jour 12/12

Selon ces résultats, la DL S0 par voie percutanée, aprés 15 agplica-
tions quotidiennes itératives étalées sur 3 semaines, se situe dans les cordi-
tions retenues entre 0,4 et 0,8 ml/kg/jour (soit entre 420 et 840 mg/kg/jour).

(§> :

6.222/EXAMENS SANGUINS

- HEMATOLOGIE : Si 1'cn compare les valeurs aux temps 1 jour et 3 semainszs
des animaux des lots témoin, 1 (0,2 ml/kg/j) et 2 (0,4 ml/kg/j) (ces lots ayant
présenté& une mortalité), oa ne note pas de perturbation significative au niveau
hématologique, compte tenu des variations normales assez importantes relevées ci:

le lapin habituellement.

- BIOCHIMIE : De méme au niveau de la bioghimie sanguine, excepté une lé&-
gére augmentation non significative de l'urémie relevée chez les animaux traitas

non scarifiés, aucune anomalie importante n'a été décelée.
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6.223/ EXAMENS URNINAIRES

Les examens urinaires pratiqués au temps 3 semaines chez les cni- -
survivants n'ont pas montré la présence des civerses csubstances recherchizs
des proportions différentes de celles du lot témoin cu de celles trouvées au

temps 0.

6.224/ ENAZMENS UISTOPATHOLOGIQUES

Les examens histologigues réalisés sur tous les survivants et la -

-
L RN

part des animaux sacrifiés ou morts en cours d'essai, n'ont pas mis en évicz-ze
d'atteinte organigue spécifique objectivant le toxicité du produit. Les seulss
altérations notées concernent la peau au lieu d'application ol elles ont été

relevées dés la faible posologie.

6.23/ CONCLUSION

L'administration par applications itératives percutenges chez ls la-
pin, d'aldéhyde méthylthiopropionique, détermine dés la dose de>0,2 ml/kg/jour
une altération de la peau favorisant la pénétration du produit qui provogue
alors des atteintes nerveuses allant perfois (0,2 ml/kg) ou frécguemment (0,8 =1/
kg) jusqu'ad la mort des animaux. Cette toxicité ne se manifeste pas au nivezu
hématologique ou biochimique, ni méme au niveau de la structure histalogigue Czs

principaux organes.
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Fait & SAINT-GERMAIN/L'Arbresle, : B. CCQuCT

Docteur en Fharinscie
le 7 novembre J975 Licencié és Sciences
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EVOLUTICH POLOERALE - MORTALITE
----------------------------- Prenilre apnlication
Dates | /o 11276 | 19/8 | 26/8 | 1/9
MORTALITE
Semaines| = 6 1 8 1S 21
L 2,70 {2,75 |3,05 3,05 |3,10
g7 | 2 | 2,30 [2.00 [2.35 2,60 |2,70
Témoins |3 13,00 13,10 [3,20 } 3,45 /3,50 _ e
4 (3,05 |3,05 |3,30 3,35 3,5
scarifiés 9 9 13,15 |3,25 |[3,55 3,40 {3,50
A 6_.13,00 13,00 13,10 _|_2,80_13.00__
Moy.!2,86 |2,85 |3,10 3,10 |3,21
- 7 {3,20 3,40 |3,50 3,40 |3,25
Ay @ |8 |2.80 |2.70 |2.80 | 2,70 |2.80
9 |2,35 2,55 12,75 | 2.80 |2,55 | _
5]
(0,2 m/kg) 10 |3,7¢ |3.,75 3.30' 3,85 |3,45
? I 3,35 |3,60 |3,60 3,85 |3,60
12 |3,40 |3.80 (3,75 | 3,60 |3,30 _
ﬁoy 3,13 3,26 [3,36 3,26 [3,16
13 3,00 3,15 / / / Mort accidentellt 16/5
A @ 114 |3,00 |3.00 {3.20 | 3.17 |3.20
2 15 ]3,05 _12.85 / / Sacrifié 16/8 |
ic6 {3.40 3,45 ,50 3,25 / Mort accidentellt 2g/3
(0,4 mi/kg) {1 O 147 |3.,10 |3.15 .25 | 3,18 |3,30
' l.g__‘ﬁg.?_g___ 3,20 (2,75 / / Trouvé mort 29/8 |
Hoy. 13,12 [3,15 3,17 3,20 |3,25
139 2,90 2,85 / / / Trouvé mort " 15/8
g [20 |2.85 2,80 {2,40 / / Trouvé mort 20/8
A3 21 j2,80 (2,90 |/ / |/ |sacrifie = 15/8 |
22 13,40 (3,35 |3.,10 / / Trouvé mort 20/8
(0,8 mi/kg) | @ |23 {3,340 |3.45 |/ / / Trouvé mort 15/8
24 |3,00 2,85 2,25 2,38 12,40 . |
foy. |3,02 {3,010 [2,58 / /
25 2,35 2,50 / -/ / Trouvé mort 13/8
57 26 2,70 2,65 / / / Sacrifieé 3/8
Ay
27 |2.80_|2.55 |/ _ | /. | /< |Trouvé mort A5/8 |
28 (3,60 3,70 / / / Trouvé mort 15/8
(1,6 ml/kg) Q 129 '{2.40 2,45 / / / Trouvé mort 13/8
30 300 3,10 j/ )/ |/ _ |Trouvé mort ___ 13/8
Y- |2.80 R,s2 |/ L1 —




WCLUTIGN PONDTRALE - MORTALITE

s/8 |12/8 | 19/8 | 26/8 | 1/9
MORTALITE
Secinaines| - 6 1 8 15 21
31 | 2,85 |2.60 |2,70 | 2,72 | 2,80
Témoins g7 132 {2,865 |2,65 3,00 | 3,00 | 3,00
_.133 }3.35 2,85 3,10 3,20 | 3,20 o |
non 134 |35 [2.15 |3.45 | 3,40 | 3,50
scarifiés 9 35 2,80 (2,30 |2,85 2,95 | 3,00
B 36 12,30 |2,40 |2,75 | 2,85 | 2,30
Moy.|{2,81 [2,75 |2,99 | 3,02 | 3,06
- 37 |3,00 |3.10 |3.30 | 3,20 | 2,80
(e B, 0 38 |2,20 |2.20 [2,40 | 2,20 | 2.40
39_12.15 |2.,45 12,20 | 2,35 | 2,50
40 (3,05 (2,75 2,80 / / Trouvé mort 21/8
(0,2 mi/kg) | 9 147 {3,40 [3.10 [3.70 | 3,30 / | Trouvé mort 1/3
42 12,85 12,75 2,30 | 2,85 | 2,50 | —
foy. 2,77 2,72 |{2,76 | 2,78 | 2,57
43 |2,80 (3,00 |2,70 | 2,35 | 2,20
3, il 44 2,60 2,60 |2,50 | 2,30 | 2,20
45 13,55 12,50 |2.10 | /_ _ | _/_ _|Trouvé mort _ 25/8 |
146 |2.25 2,30 {2,480 | 2,50 | 2,40
0,4 m/kg) | @ 47 |2.20 2,30 2,40 | 2,45 | 2,50
48 |2,10 2,10 2,05 | 2,35 | 2,50 |
r oy [2,58 2,46 [2,35 | 2,39 |2,36
e - 49 |2.80 [2.70 |2.20 / / |sacrisie 24/8
B ¢ 50 12,80 |2.55 / / / Trouvé mort 18/8
3 51 |2.80 |2,90 |2,70 | 2,10 | 2,00 ]
52 |2,08 2,10 / / / Sacrifié 15/8
(0,8 ml/kg) Q 53 2,15 2,25 / / Trouvé mort 15/8
54 2,15 (2,25 / / / Trouvé mort 15/8 _|
foy. |2,82  [2,45 | 2,45 | / /
55 [2,95 |2,90 / / / Trouvé mort 17/8
84 ¢ |56 |2.80 |2.60 / / / Trouvé mort 14/8
57 2,70 12,75 | / /.7 Trouvé mort ___14/8 _ |
(1,6 m/kg) 58 |3,25 [2,30 | / / s |Trowe mort 1578
9 ls9 L.so |o.es / / / Trouvé mort 14/8
... 160 2,40 _ 12,50 __|. /1 £ i JIrouvé_mort .. .18/8...
foy. 12,75 P61 / / / ]
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HEMATOLOGTI £

TEMPS J 1 Aninaux scarifics
WUMZRATIONS , ,_ %, e cArvTE s ey
o CLotuLATRES (/@@ )l FORUULE  LEUCOCYTAIRE (%) I
, Erythr. |Leucocyt.
q/10 A b 4 P
q/ ﬁ? £103 PN PE t L 3
1 12,2 33 3 880 ] 4 GO0 23 0 1 75
12 12,4 41 4 450 S 000 22 2 75 o
n 3 11,6 as 2 960 3 100 14 0 1 85 0
)
fE 4 |13,8 44 4 900 4 700 43 0 2 57 3
P 5 |11,8 386 4 000 3 300 33 a 2 85 0
(%] .
" 6 3,3 30 3 120 4 700 23 0 1 76 o
E‘l_:' .C ==1i" T
= gl [toy| 11,95 | 37,5 | 3 903 4 333 26,31 0,0 [1,17 |72,5 | 0,0
@
- s | 1,27 4,9 751 <645 10,1 | 0,0 {0,7519,9 0,0
o 7 9,5 26 4 50U 7 000 g ) a1 o
ERERARHY
8 [14,8 43 7 080 5 200 12 o 87 0
9 112,3 | 37 8 100 3 100 28 0 2 70 0
o .
< 10 |12,8 38 6 160 14 100 43 0 0 57 C
:f 11 11,8 | 34 5 540 5 700 17 0 1 82 0
o 12 {13,5 38 6 240 8 1.0 | 23 s g 71 ha}
toy|12,4 | 36,0 |5953 |8200 |23,0] 0,00,67! 76,3/ 0.0
3 <
s | 1,8 l 5,7 851 3 234 12,8 | 0,0 | 0,82| 12,7 0,0
13 |13.1 36 4 2860 5 400 34 0 86 a
14 |10,8 33 3 200 3 700 25 1 2 72 a
15 [11,3 33 3 330 3 100 25 0 75 0
é? 16 16,2 | 35 3 880 5 s00 so | o 48 0
E 17 {12.6 36 3 040 3 400 53 0 0 47 0
=118 l10.0 |28 12620 3600 | 34 [0 0 6s_ | o_
toy 11,33 33,8 3 396 4 116 36,8 0,17{ 0,87 €2,3 10,0
<’ s | 1,27 | 3,4 591 1 053 12,1 |0,41 |1,03 | 12,¢ ! 0,0
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HEMATOLOGIE
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Animaux scarifiés

TEMPS J 1

NUMERAT IGHS EIN . ) TAIR o
Hb H
9/109 q Erythr. |Leucocyt. oy pr " L PB
m E+03 . . ;
19 | 12.2"| 23 3 380 2 000 23 ) 1 51 a
6’ 20 | 12,8 38 4 100 4 500 49 0 0 51 0
21 | 12,0 35 3 860 4 300 31 0 0 69 0
= ]
<l |22 | 10,4 | 30 3 220 5 000 24 6 | o 76 0
S 9 23 {12.3 38 s 700 5 700 25 0 0 75 0
o 24 | 13,0 39 S 860 5. 800 32 0 4} 58 0
i -~
e - ‘Moy.l 12,25 | 34,8 | 4 320 4 666 34,8 0,0 | 0,17 65,0 0,0
< 3
s 1,00 4,3 |1 171 1 406 11,0 | 0,0 | 0,41 11,3 | 0,0
S UNERRAT 25112,2 35 5 360 5 100 56
126 | 13.0 41 5 820 5 200 o
27 1 11,7 34 4 660 4 300
A 28 / / 5 260 4 000
=9
Bl j29 12,8 39 5 360 6 000
L =4 30_110.2 / 4 200 4 700
- L ¢
=~ doy.; 11,98 | 37,2 |5 110 4 883 / / / / /
2 b s 1,12 | 3,3 580 714
M"‘&O‘
# caillots

§§ Les formules leucocytaires du lot Ad n'ont pas été lues, conpte tenu
de la mort de tous les animaux de ce lot au cours du traitement.
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HEMATOLOGTIE

TEMPS J 1 TR ] Animaux non scaritiés
UBERAT LS 9l ropgl £ LEUCOCYTAIRE (%
GLOBULAIRES (/a7)| FORMULE  LEUCOCYTAIRE (%)
Hb H
o Erythr. |Leucocyt. _ '
g/lg? % E+03 PN PE M L _ PB
31 j12,3 | 33 4 520 | 3500 | ss C 1 a3 0
S d|z2 [12.8 | 28 4 520 4300 | 33 0 62 0
Y * 1%
=1 |33 |10.8 28 3 620 4 200 33 0 2 59 0
S
a1 134 |12,7 36 4 140 5 700 32 |0 0 68 0
18121035 |11.0 |38 4 280 6 400 | 33 1 60
P 36 11,2 35 4 400 3 500 3 0 69 0
)
E| Moy |11,8 35 4 263 4 600 38,8 10,0 1,0 | 60,21 0,0
}—-
. s | 0,9 3,7 358 ‘1193 9,0 {0,0 0,39 9,4 | 0,0
37 19,4 28 4 600 3 200 31 0 0 69 0
38 |12,3 33 6 440 11 500 41 0 59 0
39 113,0 38 6 280 4 s00 38 0 0 62 0
o1 140 e,z 42 6 660 6 400 53 0 2 45 o}
X
>~ {41 h3,7 38 6 700 7 so0 34 2 64 0
| =5
o~ | 142 3,2 |39 6 go0¥ | 4 sa0 36 9 ga_ 0
o Moy (12,6 37,2 6 263 6 266 38,8 0,0 |0,67 {60,5| O
s s 1,7 4,7 843 2 986 2,71 0,0 (1,03 | 8,2 0,0
43 h1,2 34 3 880 4 300 30 0 68 0
44 h3,2 33 4 180 4° 100 34 64 0
45 13,4 41 4 180 4 500 24 0 2 74 0
21 16 h3.o 33 3 900 5 000 40 3 57
S~
= 47 h2,2 |97 6 420 4 400 26 73
<1 U8 h1.8 35 4 100 8 700 14 ° 0 86
O =
~ [oy 12,5 36,5 4 443 5 167 28,0 0,0 | 1,67 | 70,3 0,0
o s 10,8 3,1 977 1757 8,9 { 0,0 | 1,03} 9,9 | 0,0
Mo~
¥ caillots
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HOCHMATOLOGICE
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Animaux non scarifiés

TEMPS J 1 TERATTONG .
WHERAT N JIRS R T -1t RE 5;
. LA lReS (/507 )| FORMULE  LEUCOCYTAIRE (%)
9/12? o Erythr. |Leucocyt. PN pE " L Py
53 | 15,1 42 4 500 4 100 42 3 65
@50 | 13,4 | a2 4 660 4600 | 22 1 77
51 13,4 40 4 440 4 700 56 0 0 44 0
=l 152 112,9 39 4 280 § 800 34 2 64
4
P IS191053 12,2 39 4 100 6 200 17 1 82
=
© 54 | 11,9 a7 4 320 4 400 20 0 2 78
.; o" |
C ~1 | Hoy| 13,1 39,2 4 447 5 150 30,2 0,0 1,50 68,3| 0,0
o™
= s | 1,¢ 1,6 290 |1 115 14,3 | 0,0 |1,05 ) 14,0| 0,0
55 12,7 36 3 840 5 700
Odse | 7,2%13 2 180%| 2 a00*
57 {12.1 37 4 SB0 3 300
oA 58 113,86 37 4 340 4 300
N
= g 59 [12,4 40 4 380 4 800
j} 60 | 9,0 15 2 240 1 200
Moy| 11,2 30,6 3 59 3717 / / / / /
£
! o5
s | 2,8 10,7 1 095 1717

miLCO
w caillots

§§ Les formules leucocytaires du lot B4 n'ont pds été lues, compte tenu
de la mort de tous les animaux de ce lot au cours du traitement.

§$




131dul

HEMHATOLOGIE

Animaux scarifiés

TEMPS 3 Sem. NURERATICNS KN
—— ! o MU TUCOCYTAIR a
N . |GLoBuLAIRES (/mm”)] FORMULE LTUCOCYTAIRE (%)
g/lg v Erythr. jLeucocyt. PN pE " L PB
1] 13,2 | 41 & 240 11 300 25 a 1 73 c
G2 11,3 | 36 5 550 5 400 27 0 0 73 0
[72]
.‘f__’ 31 14,2 | 43 7 480 & 800 20 0 1 72 0
5 4 | 13,7 | 41 6 320 5 000 21 0 2 l 77 0
[}
2101 5| 11,3 | a4 5 020 4 800 23 | o g | v7 g
g 6 | 10.6 | 33 5 220 2 800 27 | o 1| 72 0
'S g ‘
» @l Moyl 12,5 | 38 5 968 6350 | 24,0| 0,0]0,83 {75,2 | 0,0
< s | 1,4 | 4,2 900 | 3106 |31 | 0,0 0,75\ 2,8 | 0,0
!
Mort / / / / / / / /
7 8 | 13,1 | 39 6 420 9 400 75 a 1 24
= 9 | 12.8 | 38" 6 300 12 300 68 | 0 2 30 0
¥4
E 10 | 12,8 | 37 § 220 8 200 69 0 0 31 o
o~ Q11 | 10,4 |35 s 500 5 800 42 0 0 58 0
2! 112 | 13,3 |39 6 260 7 700 52 48 0
. Moy { 12,4 | 37,6 6 220 8 700 61,2 0,0 { 0,601 38,2 0,C
€ <
Q s 1,2 1,7 193 2374 13,7 0,0 0,89 14,2 | 0,0
|
13 | Mort / / / / '/ / /
@4 | 12,7 |40 5 960 6§ 100 | 31 1 68
15 | Mort / / / / / / /
g’ 16 | 11,7 |34 5 800 8 200 37 0 1 62 0
= Q 17 | 11,9 |38 5 440 5 700 44 1 65
<! 118 | Mort / / / / / /
e
Moy | 12,1 |37 5 766 6 666 37,310,0 |1,0 |65,0 | 0,0
L& s 0,5 3,2 284 1 343 6,5 0,0 0,0 | 3,0 |0,0
L




[ S2]
jo-
[
o
—
-
e~
[SV]

-~ O

HEMATOLOGIE

Animaux scarifiés

~ TEMPS 3 Sem. .

i - WUMERATIGHS B M " Al %
s GLOSULAIRES (/ma” )] FORMULE LEUCOCYTAIRE (%)
Hb H
o thr. |L yt.
0/100 | Erythr. jLeucocyt-l on tpe | m | L PB
m .
19 Mert / / / / / /
(f 20 | riort / / / / /
21 | Mort / / / / / /
§ 22 | “Mort / Y / / / / /
. -EQ 23 | Mort / / / / / /
=] 24 9,8 33 S 000 1 8GO0 20 0] a0
] (e} .
O =~ . Moy / / . / / /! / / / /
[32]
< S .

O




HEMATOLOGIE

Animaux non scarifiés

TEVPS 3 Sem. RUMERAT IORS

CLOBULAIRES (/mn”)| FGRMULE  LEUCOCYTAIRE (%)
Hb H .
9/19 o Erythr. jLeucocyt. PN pE " L Pg
ol |31 | 13e | 28 6 380 | 5 700 a4 0 1 55 0
— =
<0132 | 12,7 | =2 5350 | 7 200 29 0 1 70 a
8| (33 | 2.0 | 35 5800 | 9 100 16 c | o g4 | Q@
wn
c| (34 | 12,8 | 39 § 000 |6 700 17 0 2 81 0
° Qi35 | 10,4 | a1 5 680 | 7 200 52 0 0 48 0
= |36 | 12,0 | @7 5 400 | 8 500 a7 0 0 53 0
. E = ‘ )
C S| oyl 12,3 | 36.6| 5807 |74a16 [34.2 | 0,0 |0,67 65,1 | 0,0
-~ .
@ s | 1,1 3,2 329 {1248 15,7 |o0,0 |0,82 |15,3 | 0,0
Suiviegie 37 4,7 | ¥ 5980 |9 000 51 | 0 | 2 47
' d'(38 | 13,4 | 4o 6§ 920 |5 900 67 | 0 1 32
39 | 12,7 | 38 § 400 | 9 000 §0 | O 0 a0 | o
2| |40 | rort / / / / / / / /
=19 la1 | mort / . / / /
~t g {1002 | 30 5 360 |9 100 63 | 0 0 37| o
[aw)
Moy{12,0 | 36,2 | 6 165 |8 250 60,2 | 0,0 | 0,75{39,0 | 0,0
O @ |'s | 14 | 43| 660 |1567 6,80] 0,0 | 0,96| 6,2 | 0,0
I
43 10,9 | 35 5 800 |6 200 36 o |1 |e3
0lag {12.1 | 37 5 860 |4 400 34 0 1 | es 0
45 | Mort / / / / / / VR
S| |46 |13.3 | a2 6 320 Nz 700 46 0 2 | s2 Q
= 047 12,3 | 39 s 800 |7 300 41 o 0 |s8 0
< | a8 |10.3 | 34 5 400 |6 400 59 4 O o |4 | 0O
21 \toyl11,86 | 37,4 | 5356 |7400 |41,6]0,0 | 0,8 |57,6) 0,0
s | 1,0 3,2 327 |3 144 7,0l 0,0 0,81 69| 0,0

. B2
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HEMATOLOGTE

- - = - -

TENPS 3 Sem Animaux non scarifiés

RUFERATIONS |3 - S otatar e
. . |elosutatses (/mm~)| FORMULE LEUCOCYTAIRE (%)
g/lg? v Erythr. |Leucocyt. oN PE " L | po
451 8,9 23 3 8C0 2 100 31 o 2 67 o
(? 50 | Mort / / / / / / / /
51 | Mort / / / / / / / /
o] |52 | vort / / / / / ;Lo /
= 19153 | rort | v/ / / /| N RV
=] 54 | Mort / / / / / / / /
~ o
¢ T Atoy| v / / / / / / / /
g s .




BIOCHIMTIE

O e - e - - ———— e

Animaux scarifiés

TEMPS J 1 Gluc. | Urée | Bil. P:‘fzp"'seor SGPT
g/1 g/1 mg/ 1 nd/ed iel/ml e/l
1 1,2 0,27 | 1,1 242 83 83
dﬁ 2 1,16 | 0,27 | 0.1 H| 250 | 89 52
A 3 1,26 | 0,35 | 0,2 H} 335 83 71
Témoins 4 1,25 | 0,54 | 1,3 300 48 48
0 5 1.04 | 0,63 | 1,7 183 .22 82
& scarifiés 6§ 1.24 | 0,46 [ 1,7 185 33 | 83
m 1,22 | 0,42 | 1,45 260 56,3| 71,5
N 0,11 | 0,15 | 0,30 79,7 26,0 16,1
S
7 1,07 | 0,17 | 0,9 153 36 53
6ﬁ 8 2,30 | 0,33 | 0,1H| 246 32 | 63
A1 9 1,15 | 0,21 | 0,1 367 35 36
10 - 1,24 | 0,29 { 0,1 H| 133 33 72
(0,2 ml/ 0 11 1,05 | 0,21 | 0.1 H| 191 36 56
kg) 12 0,96 | 0,29 | 0,2 H| 237 29 &4
£> m 1,30 | 0,26 / 221,2 33,5 55,6
s 0,50 | 0,08 / 84,2 2,70 11,9
13 1,22 1 0,37 | 1,4 198 36 33
dﬂIA 1,08 | 0,38 | 0,9 358 64 52
A, 15 1,45 | 0,37 | 1,5 333 44 64
16 1,15 | 0,39 ‘| 1.4 240 27 50
(0,4 ml/ 0 17 1,11 | 0,47 | 1.5 222 21 | 67
kK9)| *l1g 1,18 | 0,37 | 1.1 201 30 | s8
m 1,20 | 0,38 1,3 260 37 54
s 0,13 | 0,0¢ | 0,2 71,0 15,4 12,2

1 e Ta e
H = hémolyse 4+, \equne (valcurs non 11cluses Qwis te calcul <o)
Q




BIOCHIMIE

Animaux scarifiés

Gluc. fUree | Bi1, |PN9SPRIseor | o
TEMPS J 1

g/1 g/1 1:g/1 nU/ml ImU/mn ml/ml

19 | 1,35 |0,54 |0.1H| 208 42 55

dﬁ 20 1,12 | 0,46 | 1,1 221 ' 55 57

Ay 21 1,11 |0.26 | 1.8 318 22 4g

' 22 1,21 {0,53 [1,5 196 51 63

C 0.8my| 92 fo.es [0,33 |13 230 .37 89

26 | 0,05 0,40 | 1,5 344 19 | .s3

kg)

m 1,10 | 0,42 |1,44 253 37,6] 61

s 0,17 10,11 | 0,26 | 62,2 | 14,7 14,5
SRR

25 | o0,90 [0,42 |1,1 305 27 46

dﬁ 26 1,15 | 2,88* | 9,1 1 | 159 33 32

A 27 11,29 |o.48 | 1.5 328 41 66

4

28 ‘11,27 |0.28 | 1.4 197 27 63

(Lem/| o 29 | 1,03 [0.30 {1.1 331 66 ag

30 } 1,21 [0,40 |o.s 212 / "/

] kg)

2 m 1,14 |0,37 |1,16 | 255 38,8 61,2
S 0,15 (0,08 | 0,37 | 74,8 | 16,2| 25,2

H = hémolyse ¢cis \Ccaé.re_ {valeurs non incluses dans le calcul de m)

* Valeur non tncluse dans le caleul de la moyenne m




BIOCHIMIE

Animaux non scarifics

W/

Gluc. {Urée |Bil. P:‘]’zp“ SGOT | SGPT
TOHPS J 1 '
g/1 q/1 g/ 1 mU/mY o md/ml | nd/m
31 1,24 10,26 1,3 | 219 23 37
7 32 1,32 |o,2 1,8 243 | 83 81
B 33 1,21 | 0,40 1,2 301 71 36
o 3% 14119 0,3 | 1,4 | 216 | 41 |10
Temoins - 0 35 §1,12 |o.23 | 0,8 | 193 | 25 | a1
non 36 41,24 |0,38 | 1, 242 30 | 53
scarifies  m 1,22 0,33 | 1,2 | 235,6| 45,5| 68,0
s 0,06 | 0,06 | 0,2 37,0| 25,5| 32,5
37 1,43 |0,30 | 0,1 160 62 68
f138 [1.23 [0.22 | 0,18 382 |120m| w
B 39 31,07 |0,22 | 0,1 H| 3086 32 37
‘40 1,12 | 0,286 21 198 43 76
(0,2 ml/ 0 41 1,21 | 0,29 . 158 35 67
kg) 42 11,25 |0,24 .1 177 60 63
m 1,22 10,25 / 230,2| 47,6 63,4
s 0,12 | 0,03 / 92,s5| 13,8 | 15,2
43 11,18 |o0,13 1,0 | 283 61 77
dﬂ 44 0,97 |o0,43 | 1, 262 | 170 | 151
B, 45 1,08 | 0,35 1,4 232 42 42
46 {0,397 [0.38 | 0,2 H| 275 24 33
(0,4 ml/ 0 a7 |1.12 |0.30 8 | 137 35 67
kg)| *1ag |1,11 |o.2a |08 | 228 | 28 | a3
m 1,07 10,32 1,10 237,8 60,0 68,8
s 0,08 |0,11 | 0,33 | 55,3 55,4 43,6
H .= hémalyse (valeurs non incluses cais le calcul de m)




BIOCHIMIE

Em Em e m e — - m——--— .

Animaux non scarifiés

Gluc. |Uree [Bi1. |PNOSPRY seor fsger
TEMPS J 1 .
g/ g/1 |mg/1 |ad/inl | ad/ml | ml/m)
49 ; 1,25 {0,358 0,1 H{ 3086 98 83
7150 | 1.01 [0.40 1,2 | 281 | &8 96
8 51 §1,08 {0,3 | 0,7 | 308 26 47
3
52 1,170 |0.,27 1,5 285 41 75
. 0|53 119 |0.22 | 1.4 163 35 49
£ (0,8 m/ 54 1,24 |0,19 1,4 287 29 .53
kg) <
mo | 1,14 10,30 | 1,24 271,6| 49,5| 65,6
s 0,09 | 0,08 0,32 | 54,24| 28,1 20,0
B e It -
155 | 1.12 |o,29 | 1,6 | 252 33 61
5” 56 1,15 | 0,32 1,2 189 3s 40
By 57 t1,20 |0,22 | 1.2 | 251 23 58
58 §1,07 (0,34 | 1,1 | 253 41 78
(1,6 ml/ 0 59 §1,19 |0,30 1,5 H 26 49
kg) 60 | 1,13 |0.,82 | 1.1 74 49 45
? m 1,43 | 0,40 | 1,30 | 203,8| 34,5] 55,1
< 0,05 lo,22 | 0,21 77,5 9,6 13,7

H = hémolyse (valeurs non incluses dans le calcul de m)
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BIOCHIMIE

- - - - - -

Animauy. scarifiés

. . Phosph
TEMPS 3 Sem. Gluc., | Urée |Bi1, alc. SGOT | SGPT
g/1 g/1 mg/1 mU/ml | eld/ml | Y/
1,14 |0,38 1,2 241 41 €0
dﬁ 1,15 |0,32 1,3 287 40 98
A 1,37 10,40 1,1 .| 315 65 44
1,52 |0,57 1,2 138 22 43
Témoins - 0 5 1,30 |0,44 1,4 115 25 57
1,15 (0,53 1,2 99 36 .70
scarifiés m 1,27 10,44 1,2 199,21 38,1 | 62,0
s 0,15 10,10 0,1 93,5| 15,3 | 20,4
7 1,40 0,21 0,8 120 32 91
dﬂ 8 |1,54 |0,48 | 1.4 | 224 30 73
Ay 9 1,24 (0,51 1.5 250 29 40
10 1,27 |0,40 83 26 72
(0,2 mi/ 0 11 1,16 [0,16 g1 26 38
kg) 12 1,20 |0,36 , 156 22 65
m [ 1,30 10,35 0,8 14,0 27,51 63,2
s 0,1¢ 0,14 0,5 69,7 3,61 20,6
13 Mort / / / / /
df 14 1,08 }0,38 1,1 298 43 60
AZ 15 Mort / / / / /
16 1,41 [0,33 1,1 110 24 37
(0,4 ml/ Q 17 1,41 0,42 1,1 136 23 50
kg) 18 Mort / / / / /
m |13 |o0,37 | 1,0 | 181,3] 30,0 49,0
s 0,18 |0,04 0,0 101,9| 11,3 11,5




BIOCHIMIE

Animaux scarifiés

— Gluc, [Urée | Bi1. |PN9PNY soor fsgpr
TEMPS 3 Sem.
9/ 9/1 mg/1 | mU/ml | nU/a | eld/m)
19 / / / / / /
A3 21§/ / 2N VA /
‘ 22 / y

3 k ) .
' 9 24 ) 0,99 0,28 1,8 | 84 a8 | . 51
m / / / / / /

)

IR S



BIOCHIMIE

Animaux non scarifias

P . '{ Phosph
TEMPS 3 Sen Gluc. | Urce | Bi1. |7 0°FT1 SGOT | sGPT
g/l g/1 mg/1 | mU/mi) elU/ml | omlt/m
[ T == =N — =
31 i 0,c8 0,30 0,7 234 23 39
dﬁ 32 1,31 0,29 1.1 223 58 60
B 33 1,29 0,33( 1,4 320 23 a9
. 34 1,35 0,40 | 1,2 159 56 87
9 35 1,22 0,19 1,2 316 37 30
& Animaux 36 | 1,03 | 0,25{ 1,3 | 305 3¢ | 34
non
m | 1,20 | 0729 1,15 | 250,5] 33,5 49,3
scarifieg™ ﬁ 0,1¢ | 0,07 | 0,2¢ | 64,8| 15,4| 21,1
R
37 1,31 0,35 | 1.1 122 31 84
6ﬂ 38 1,28 0,43 { 1,8 337 22 58
B1 39 ; 1,29 0,40 | 1,8 222 20 36
40 - Mort / / / / /
4 1,74 0,66 | 0,6 80 22 65
. kg)
» m 1,40 0,46 1,22 190,2| 23,7| 60,75
s 0,22 0,14 | 0,48 | 114,5 4,9 19,9
43 11,13 | 0,94 | 0.8 | 140 70 | s7
dﬁ 44 1,23 1,09 | 1.1 113 73 105
BZ 45 Mort / / / / /
46 1,26 0,52 | 1,4 335 33 36
(0,4 m/ 0 47 1,01 0,52 | 1,2 21% 28 53
kg) 48 1,22 0,36 | 1,4 328 47 55
m | 1,17 | 0,68 | 1,18 | 225.6| 50,2| 61,2
s 0,10 0,31 | 0,24 | 103,2| 20,7 25,8




BIOCHIMNIE

D e Py RS

Animaux non scarifiés

BT : ) . |Phosph
TENPS 3 Sem. Gluc. | Urée | Bil. alc. | SGOT | SGPT
g/1 g/1. | mg/Y | mU/mY | mU/ml ! y/m
49 1,28 | 0,37 o9 89 3s 43
dJ 50 / / / /
51 / / / /
83
o 52 / / /
- 0,8/ 9| / / / /
L kg) 54 | 7 / / /
m / / / / / /
S
LT o
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EXAMENS CRINAIRES
Produit ANTP Animaux scarifiés Temps J 1
Corps
Densité pH Prot. Gluc. céton. Sang
1 1 011 9 0 0 +
0 6( 2 1 016 0 0 0
2
4= 3 1 011 6 * 0
5 >
S 4 1 037 9 + 0 .
o | @15 | 102 . 0 0
<
”é 6 1 027 9 0 0 0 +
= | Moyenne 1 022
< s 10,7
7 1 029 +e 0 0
(f{ 8 1 045 6 +
© 1018 8 .
=
e Q 10 1 007 7 0
iy 1| 0 0
s 1 029 9 4
12 1 031 8 +
< | Moyenne | 1026,5
12,8
S 3
13 1 026 9 0
g’ 14 | 1 035 +
= 15 1 032 +
< 3
= 16 1 031 ++ 0
< | 9 {17 1032 8 .
= 18 | 1 024 g . 0
o | Moyenne 1 030
<l
s 4,1

-~
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EXAMENS URINAIRELES
Produit AMTP Animaux scarifiés Temps J 1
Densité pH Prot Gluc Corps Sar.
: ) T cé_ton. hg
19 1 024 g ++
d’( 20 | 1 027 g + o
— 21 [ 1 009 8 0 0 +
o .
-
= 22 | 1 025 8 + 0 +
e
© Q 23 | 1 024 .+
e 24 | 1 024 7 N 0
o | toyenne | 1 022
<
s 6,5
25| 1 033 g + 0
26| 1015 . 0 0
= 271 1 03s g9 ‘e R o
g hd
~
E 0 28 | 1 024 ) . 0 0
d 29| 1 005 8 0 0
i
=~ 30{ 1 005 9 0 +
< | Moyenne 1 020
s 13,3
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751001 €50
EYAMENS URINAIRES
Produit ANTP Animaux non scarifiés Temps J 1
) Corps
Densite pH Prot. Gluc. céton. Sang
(7.} .
@ 311 1 039 8 + 0 0 0
| 4 |
= 32 | 1 0zs 3 0 o} 0 0
[1+] .

& o 331 1020 6 0 0 0 0
€ 34 | 1 003 6 0 0 0 0
= .

o | 9135 1021 g s 0 0 0
| =
'S 36 | 1 003 8 + 0 0 0
- .
= lioyenne 1 019
@ s 14,1

37| 1 019 7 + 0 0 0
— J{ 8| Pas de drélévement / / / /
o
X 391 1 024 9 ‘4 0 0 0
€ 40 | 1 o024 7 + 0 0 0
~ |9

B E’: 41| 1 026 8 + 0 0 0

42| 1 032 6 + 0 0 0
~ | Moyenne | 1 025
. 4,7

431 1 010 g + 0 0 .

07{ 441 1 013 9 + 0 0 0

§ 45 | 1 007 7 0 0 0 0

,E 46 1 1 015 <] 0 0 0 ]

< 0 47 1 003 8 0 0 0 +

e 48 | 1 012 7 ++ 0 0 .
~ | Moyenne | 1011

]

S 5,7
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SRUS RN E X A ” E N S U R I N A I R E S
) Produit AMNTP Animaux non scarifiés Temps J 1
L Corps

“1Densité | PH Prot. Gluc. | Caton. Sang
d( 49 1 012 8 4+ 0 0
50 { 1 038 6.9 + 0 0
i = 51 | 1 004 7 0 0 + 0

& <
= 52 / 7 0 0 0 0
o | 9 53] 1006 8 "0 0 0 .
Z 54 | 1 004 g 0 0 0 .

. o Moyenne | 1 013
W S 14)4

07, 551 1 005 8 0 0 0 0
56 | 1 024 8 + 0 4] o
E 57 | 1 oo8 8 0 0 0 .

~
= Q 58 ,1 001 8 0 0 0 +
9 © 59 1 1 004 8 0 0 0 +
‘ Z 60 | 1 012 8 0 0 0 .

Moyenne } 1 009
- =
S 8,2
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EXAMENS YURINAIRES
Produit AMTP Animaux scarifiés Temps 3 scmaines
Densité pl Prot. | Gluc. |O7PS San
€ : ‘ ¥ céton, 9
6( 1 1 014 g * 0 0 0
@ 2 1 023 7 + 0 0 0
o 3 1 010 6 + a 0 0
“—
3 4 1 047 o) +e 0 + 0
(V2]
wl| 915 1 027 7 = 0 0 0
@ l
‘o 6 1 003 7 . 0 0 0
5
+— | Moyenne 1020,6
< s 15,5
&( 7 1 024 g 0 0 0 0
1 041 7 0 1] 1] 0
55 9 1 006 5 0 0 0 0
- 10 1 002 6 . 0 0 0
el ¢ z
~ 11 1 016 8 0 0 0 )
e 12 1 017 7 + 0 0 0
—| Moyenne 1017,6
<
S 13,9
13 / / / / /
gf 14 1 015 6 0 0 0
= 15 / / / / /
V4
X :
E 16 / s / / / /
<. 0 |17 1 045 8 T 0 o
o '
=~ 18 / / / / /
" o] Moyenne 1 030
<
s 21,2

't
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751001
EXAMENS URINAIRES

Produit ANMTP Animaux scarifiés Temps 3 semaines

L Corps
Densité pH Prot. Gluc. | céton. Sang
- 19 / / / / / /
07( 20 / / / / / /
@ ;c‘., 21 / / /, / / /
,E 22 / / / / / /
© Q 23 / / / / / /
e 24 1 032 6.5 + 0 0 0

L Moyenne /




E X AMNENS VRINAIRES

Produit ANMTP  Animaux non scarifiés Temps 3 scmaines

. Corps
ensite pH Prot. Gluc. céton, Sang
31 | 1 029 7 +
g 14
t 32 | 1032 7 +
~ 5 33 1 011 9 o
e 3
w
c 34 | 1 007 3 o 0
g 1 9 1351 021 7 9
[7,]
£ 36 | 1 008 5 0 0
(=]
. . E |Moyenne | 1017,6
AR t= :
= 11,3
37 | 1 013 6 0 0
07{ 38 | 1 oo4 6 0 0
— 39 | 1 001 6.5 0 0 0
o
54
=194 / / / / / /
=3
() ~ 41| 7 / / / / /
‘ e 42 | 1 019 8 0 0 0 .
Moyenne | 1009,2
4
@ . 8,3
43 | 1 014 6 + 0 0 0
J{ 44 | 1 005 g9 . 0 o o
£ 45 / / / / / /
x
E 46 1 020 g * 0 0 0
<. 9 47 | 1 015 8 o 0 0 0
c &
~ 48 | 1 025 8 ‘e 0 0 o
& | Moyenne | 1015,8
S 7,8




A CG 1
151001 .
vt i EXAMENS CRINAIRES
Produit AMTP Animaux non scarifiés Temps 3 semaines
Corps
Densite pH Prot. Gluc. céton. Sang
d’( 49 / / / / / /-
50 / / / / / /
~ — 51 1 005 6 0 1] 0 8]
C E;
< 52 / / / / / /
19 |53 / / " / / /
=) 54 / / / / / /
Moyenne /
IEATRERY 0 S
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Données individuelles

I/ Animaux scarifiés

LOL.A [témOin]’l"!ll"l"lc"lcl'll

Lot Ag (0,2 MI/KE) 4eevrnennrorenncnnns

LOt A2 (0,4 ﬂ'll/kg) LR R R R N N T R
Lot A3 (0-8 011/Kg) T et et e grrsrr s etansu

LOt Ag (1,6 MIZKE) vererurensenrnnsneenenornnens

II/ Animaux non scarifiés

Lot B (témoin) i veeiineretnionsroreennnennnren
Lot B4 (0,2 MI/KE) cievnenrennnncocnnannacnnnans
Lot B2 (0,4 mI/KE) tiviiiaveennnronconcnnannnne
Lot By (0,8 mI/KB) tiuvevuiiirersnnonsccnnnnnns

LOt 84 (1.sml/kg] L A R R I R R R R I R N N N R ]

Pages

64-65
65-66
66-67
67 & 68

69-70

71

72-73
73-74
74-75

76
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ETUDE

I/ InTRCDUCTION

_Des 1apins albinos de race néo-zélandaise cnt été traitdés percdant 3

semainec par des applications guotidiennes d'aldéhyde méthylthicpropionigue (i177)

sur la peau rasée du dos ayant ou n'ayant pas €té scarifiée auparavant.

Les posologies étaient les suivantes

I/ Peau scarifiée

11/ Peau non scarifiée

Lot A (témoin) :
Lot Ay : 0,2 ml/kg
Lot Ay : 0.4 ml/kg
Lot A3 : 0,8 ml/kg

Lot Ag : 1,68 mi/kg

Les animaux ont été sacrifiés en fin
et les organes suivants furent prélevés en vue

coeur, foie, rate, reins et peau.

Des fragments de ces organes ont €té fixés par le liguide de ECUIN et

inclus dans la paraffine. Les sections, réalisées & 5 microns ont été colorées

par le trichrome de MASSON-GOLONER.

-

[1/ RésuLTtATs

——— - — - . - —— -

Les données individuelles sont consignées dans les pages suivantes.

Lot B (témoin)

Lot Bq : 0,2 mi/kg
Lot Bz : 0,4 ml/kg
Lot By : 0,8 ml/kg

Lot B4 : 1,6 ml/kg

d'essail ou mourant en cours d'esse

de l'examen histologique



DONNEES  INDIVIOUZLLES

- - - = > e -

I/ ANTXLAUX SCARIFIES

1° LOT A (témnin)

M3le n® 1 : OM 2772 Sacrifié en fin d'essai

Organes prélevés : aspect histologique normal.

Male n® 2 : OM 2773 Sacrifié en fin d'essai

Organes prélevés : aspect histologique normal,

’ -~
Male n® 3 : OM 2774 Sacrifié en fin d'essai

Reins : quelques feisceaux de tubules altérés dans la corticale,
Foie : discrets infiltrats de lymphocytes et d'histioccytes en régicn portale,

Coeur : importante plage de myocardite, infiltrats de lymphocytes et d'his-

tiocytes et fibrose interstitielle,

Autres organes : aspect histologique nurmal,

Femelle n® 4 : OM 2775 Sacrifiée en fin d'essai

Reins : quelques plages d'altération tubulaire dans la corticale, Infiltrats

lympholides interstitiels.
Foie : minimes infiltrats lymphohistiocytaires en zone portale.

Autres organes : aspect histologique normal.

femelle n® 5 : OM 2776 Sacrifiée en fin d'essai

Reins : quelques plages d'altérations tubulaires dans la corticale.
Foie : assez importants infiltrats lymphohistiocytaires en zone portale.
Coeur : discréte plage de myocardite.

Autres organes : aspect histologique normal.

Femelle n® 6 : OM 2777 Sacrifiée en fin d'essail

Reins : atteintes tubulaires marquées dans la corticale, tubules dilctés, al-

térations des cellules pariétales, fibrose interstitielle, accompagnis ce




quelquas infiltrats de cellules lymphofdes,

Rate : rétention hémosidérinique dans les macrophagas de la pulpe reoo,

Foie : discrets infiltrats lymphohistiocytaires en régicn portale.

Autres organes : aspect histologique normal,

2° LOT A4 (0,2 ml/kz) -

- Male n® 7 - 0OM 2837 Sacrifié en fin d'essai

Peau : séviére atteinte de la peau, avec, au niveau du derme, un cecdime de la
coucha papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lymphoides et formsticn

3L ewty

de néovaisseaux. Acanthose et hyperkératose marquées de 1'épiderme.

Autre organes : aspect histologigue normal,

Male n® 8 : OM 28238 Sacrifié ‘en fin d'essai

Foie : foyers d'infiltrats inflammatoires interstitiels (1,mphocytes, histio-

cytes), ,

Rate :; discrétemant congestive,

Coeur : etteinte du myccarde, zone hémorragique infiltrée de cellules de 1'in-

flammation (polynucléaires),

Peau : sévére atteinte de la peau, avec, au niveau du derme, un ced2me de la
couche papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lympholdes et formaticn

de néovalsseaux, Acanthose et hyperkératose marquées de l'épiderme.

Reins : aspect histologique normal,

Male n® 9 : OM 2839 Sacrifié en fin d'essai

Peau : sévére atteinte de la peau, avec, au niveau du derme, un cedéme de la

couche papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lymphoides et formation

de néovaisseaux. Acanthose et hyperkératose marquées de 1'épiderme.

Autres organes : aspect histologique normal,

Femelle n® 10 : OM 2840 Sacrifiée én fin d'esaal

Rate : hypertrophiée.

Peau : sévére atteinte de la peau, avec, au niveau du derme, un oedéme de la

" couche papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lympholdes et formation
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au niveau du derme prefond. Acanincse eu hygerkératose de l'épidorme.

Autres orpanes : aspect histologique normal,

Femzlle n® 11 : OM 2841 Sacrifiée en fin d'essai

Foie : on note la présence de plusieurs granulcines infiltrés par ces lymnhc-
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cyles, des polyruclizires &osincphiles 2t quelques cellules

Langhans. Cet aespect ¢évogue une origine parasitaire.
Rate : rétention hémosidérinique dans les macrophages de la pulpc rouze.

Peau : sévére atteinte de la peau, avec, au niveau du derme, un ocedéms de 12

couche papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lympholdes et formaticn

de nfovaisseaux. Acanthose et hyperkératose marquées de 1'épiderme.

Autres organes : aspect histologique normal.

- Femelle n® 12 : OM 2842 Sacrifiée en fin d'essei

Reins : plages de néphrose tubulaire dans la corticale, fibrose interstiticlle

et dépdls calcifiés dans les tubules,

Peau : nombreux infiltrats lymphoides au niveau de la couche papillaire du

derme, acanthose et hyperkératose de l'épiderme. On note, de plus, une hyper-

plasie des glandes sébacées.

Autres aorganes :aspect histologique normal.

3° LOT A, (0,4 ml/kg)

- Male n° 14 : OM 2778 Sacrifié en fin d'essai

Coeur : assez nombreuses plages de myocardite dans la paroi ventriculaire

gauche,

Peau : sévére atteinte de la peau, avec, au niveau du derme, un oedéme dec la
couche papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lymphoides et formation
de néovaisseaux.

En ce qui concerne 1'épiderme, on note, en dehgors. des zones scarifﬁées, une

sévére acanthose, une hyperkératose et des images d'exocytose.

Autres organés : aspect histologique normal.




pile n® 15 0 M 2773 Sacriiié en ccurs d'ecsai

Reins @ quelques faisceaux de tubules dilatés dans la corticale,

Cocur : non prélevé,

Autres orpancs : aspect histologique normal,

Femnlle n® 18 : 0 2730 Sacrifiée en cours d'essai

Reire : altératicn des cellules pariftales des tubules & la Joncticn ~22.11:-

o

corticale..

Foie : hépatocyles & cytoplasme clair (glycogéne vraisemblable),
Rate : hyperplasie lymphoide.

Peau : sévere atteinte de la peau, au niveau du derme, un oedéme de la ccuche

papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lymphoides et formation ce

néovaisseaux. Acanthose et hyperkératose marquées de 1'épiderme.

Coeur : aspect histologique normal.

Femelle n® 17 : OM 2781 Sacrifiée en fin d'essai,

Foie : minimes infiltrats interstitiels en zone portale principalement,

Perau : prolifération de fibrocytes eu niveau de la couche papilliaire du corme,

formation de néovaisseaux =2t infiltrats de cellules lymphofdes, Au niveau c=
1'épiderme, en dehors des régions scarifiées, on note une acanthose, une para-

kératose et une hyperkératose marquées,

Autres organes : aspect histologique normal,

4° LOT A3 ( 0,8 ml/kg)

- Male n® 19 : OM 2782 Mort

Reins : autolyse post-mortem marquée.

Foie et rate : aspect normal compte tenu de 1'autolyse post-mortem,

Coeur : non prélevé. .

Peau : atteinte de toute la région dermique ; les fibres de collagéne sont dis

sociées par 1'ocdéme et on note des dépdts de fibrine et de nombreux infiltrax

. de palynucléaires neutrophiles, accompagnés de rares cellules mononucléces. La

couche papillaire du dermc est elle-méme infiltrée par de trés ncmbreux pclyny
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cléaires.

On note une nécrose de toute la couche épidermique sans réacticn d'hyoorma-

Mile n® 20 : OM 2783 Mort

Animal mort en cours d'essai. L'autolyse cadavérique ne permet pas 1l'internré-

tation histolegique.

M3le n® 24 @ OM 2784 Sacrifié en cours d'essai

Reins : dilatation tubulaire dans la corticale.

Foie : aspect clair des hépatocytes en région centrolobulaire (glycsgine pro-
bable).

Coeur : non prélevé.

Peau : atteinte de toute la région dermique ; les fibres de collagéne sont dis-
sociées par l'oedéme, et on note des dépdts de fibrine et de nombreux infiltrat*
de polynucléaires neutrophiles, accompagnés de rares cellules monocnucléées., La
couche papillaire du derme est elle-mé@me infiltrée par de trés nombreux polynu-

cléaires.

On note une nécrose de toute la couche épidermique sans réaction d'hypernlasie,

Rate : aspect histologique normel,

Femelle n® 22 : OM 2785 Sacrifiée en cours d'essail

Reins : nombreuses altérations des cellules pariétales des tubes contournés

proximaux avec dépdts granuleux, vraisemblablement d'origine protéique, dans 1l:

lumiére tubulaire.
Foie : congestion des sinusoides,
Coeur : non prélevé,

Rate : nombreux macrophages chargés en hémosidérine mise en évidence par la
méthode de PERLS,

Peau : inflammation aigu& et nécrose totale de toute la peau,

Femelle n® 23 ; OM 2786 Sacrifiée en cours d'essai

Reins : nombreuses altérations des cellules pariétales des tubes contournés
proximaux avec dépdts granuleux, vraisemblablement d'origine protéique, dens

‘1a lumiére tubulaire.
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Foic : cecngesticn des sinusolces et acpect clair des hépatooyies centr-d

leires (glycogine vraisemtletle).
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Cocur : non préleve.

Peau : atteinte de toute la région dermique ; les fibres de collegéne ccont
dissociées par l'cedémz et on note des dépdts de fibrine et de nembreoux infil-

trats de pelynucléaire
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breux polynucléaires.

On ncte une nécrose de toute la couche épidermigue sans réaction d'hyper

- Femelle n® 24 : OM 2787 Sacrifiée en fin d'essal

@3 Rate : discréte stase sanguine dans les sinus veineux de la pulpe rouge,
’ -~

Coeur : pleges de fibrose au nivgau des muscles papillaires,

Peau : nécrose de l'épiderme et de la couche superficielle du derme, disperi-
_ ‘tion des follicules pileux et formation d'un tissu de granulation sous la zone
AR nécrosée.

Autres organes : aspact histologique normal,

5° LOT A4 (1,6 ml/kg)

- Male n® 26 : OM 2738 Sacrifié en cours d'essai

ol Reins : faisceaux de tubules dilatés, discréte congestion glomérulaire et

coﬁgestion des vaisseaux de la médullaire,

Rate : non prélevée.

Peau : atteinte de toute la région dermique ; les fibres de collagene sont dis
sociées par 1'ocedeme et on note des dépdts de fibrine et de nombreux infiltret
de polynucléaires neutrcphiles, accompagnés de rares cellules mononucléées. L2
couche papillaire du derme est elle~-m@me infiltrée par de trés nombreux poly-
nucléaires.

On note une nécrose de toute la couche épidermique sans réaction d'hyperplasic

Autres organes : aspect histologique normal,
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Male n® 27 : OM 2789 Mort

Reins : nombreuscs altératicns des cellules pariétales das tuccs contoor: i:

proximaux avec dg£pdis granulcoux, vraisecmblablement d'origine protéigue, Ca-s

[P

la lumiére tubulaire.
Foie : altérations liées & l'autolyse poct-mortem.

Rate : importantce ctase sanguine dans lec sinus veineux et foyers d'témstcnols

extramidulleire au niveau de la pulpe rouge,

Coeur : non prélcvé.

Peau : atteinte de toute la région dermique ; les fibres de collagéne sgnt Zi-
sociées par l'oedéme, et on note des dépdls de fibrine et de ncmbreux inmfil-
trats de polynucléaires neutrophiles, accompagnés de rares cellules moncnucls:
La couche papillaire du derme est elle-m&me infiltrée par de trés nombreux g3-
lynucléaires,

On note une nécrose de toute la couche épidermique sans réaction d'hyperplasi:

Femelle n° 28 : OM 2720 Morte

Reins : nombreuses altérations tubulaires dans la corticale,

Foie : stase sanguine marquée au niveau des sinusoides,

Rate : congestion des sinus veineux de la pulpe rouge,

Peau : atteinte de toute la région dermique ; les fibres de collagéne sont di
sacides par l'oedéme, et on note des dépdts de fibrine et de nombreux infil-
trats de polynucléaires neutrophiles, accompegnés de rares cellules monocnuclée
La couche papillaire du derme est elle-m&me infiltrée par de trés ncmbreux po
lynucléaires,

On note une nécrose de toute la couche épidermique sans réaction d'hyperplecsi

On note de plus, une atteinte du muscle peaucier,

Coeur : non prélevé,
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1I/ ANIMAUX NON SCARIFIES

1° LOT B (témoin)

- Male n® 31 : OM 2791 Sacrifié en fin d'essail

Organcs prélevés : aspect histclogique normal,

.= Male n® 32 :-0M 2782 Sacrifié en fin d'essail

i

Reins : rares plages d'altération tubulaire dans la corticale.

Coeur : plages de fibrose au niveau des muscles papilllaires,

@j Autres organés : gopect histologique normal.

- Ma3le n°® 33 : 0OM 2793 Sacrifié en fin d'essai

Reins : faisceaux de néphrose tubulaire dans la corticale des deux reins,

Autres orgenes : aspect histologique normal.

- Femelle n® 34 : OM 2794  Sacrifiée en fin d'essai

Fole : infiltrats lymphohistiocytaires, principalement en région portale,

Autres organes ; aspect histologique normal,

- Femelle n® 35 : OM 2795 Sacrifiée en fin d'essai

Reins : zones de néphrose tubulaire, associées & d'importants foyers de cellule

lymphoides dans la corticale et & la jonction médullo-corticale,

Foie : infiltrats de lymphocytes et d'histiocytes en zone partale et centrolobu
laire,

Autres organes : aspect histologique normal,

- Femelle n® 36 : OM 2788 Sacrifiée en fin d'essal

Organes prélevés ; aspect histologique normal, .
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2° 10T 81 (0,2 ml/kg)

- Mile n® 37 : DM 2842 Sacrifié en fin d’'cssal

Peau : céviére atteinte de la peau, avec au -nivzau du deorme, un ocadmz de la

couche pepillaire, de ncmbreux infiltrats de cellules lymphofcdcs et la formaz::
de néoveisceaux., On note une sévére acanthoce, une hyparkératcose et des im:zres

d'exccytose au niveau de l'épiderme,

Fotres creanzs 1 aspect histologigue ncrmal

- Male n® 33 : CM 2844 Sacrifié en fin d'essai

L Peau : séveire atteinte de la peau, avec au niveau du derme, un oedéme de la
couche papillaire, de ncabreux infiltrats cz cellules lympholdes et la formati-

"1 2z 3 - - -
G; de néovaisseaux. 0On note une sévere acanthose, une hyperkératose et des images

d'exocytose au niveau de 1l'épiderme,

Autres organes : aspect histologique normal.

Ttk - Male n® 39 : OM 2845 Sacrifié en fin d'essai

Reins : microabc@s dans la corticale, sous la capsule, avec une importante
plage de néphrite tutulaeire s'étendant en direction de la médullaire. L'autre

rein a un aspect histologique normal.

Foie : quelques infiltrats lymphohistiocytaires,
Rate : rétention hémosidérinigue dans les macrophages de la pulpe rouge,
~ Peau : sévare atteinte de la peau, avec au nivau du derme, un oedéme de la

N .
‘ couche papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lympholdes et la formeti

de néovaisseaux. On note une sévére acanthose, une hyperkératose et des images

d'exocytose au niveau de 1'épiderme,

- Femelle n® 42 : OM 284S Sacrifiée en fin d'essai

Reins : nombreuses altérations des cellules pariétales des tubes contournés pr
ximaux, avec dépdts granuleux vraisemblablement d'origine protéique, dans la

lumiére tubulaire,
Coeur : plage de fibrose au sein du moycarde.

Peau ; sévére atteinte de la peau, avec au niveau du cdecrme, un oedéme de la

couche papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lymphoides et la format:
de néovaicseaux, On note une sév2re acanthose, une hyperkératose et ces images

d'exccytose au niveau de 1'¢épiderme.




Autres organcs : aspect histolegigua normal,

3° LOT B89 (0,4 ml/kg)

Mile n® 43 : 0OM 2797 Sacrifié en fin d'essai

Foie : coccidicse.

-

Pezu 1 acanthose, parakératose et hyperkiratose ce l'épizcorme trie
on note d'autre part une disparition des follicules pileux dens les zcnes
atteintes. Toute la portion superficielle du cderme est remplecée gar un tizzu
de granulation aux fibres de collegéne trés denses, et on observe de ncabroux
néovaisseaux au niveau de la couche papillaire., Par endroits, on note une ni-
crose compléte de toute la couche superficielle de la peau avec de nombreux

infiltrats de polynucléaires & ce niveau.

Autres orpanes : aspect histologique normal,

Male n® 44 : 0OM 2798 Sacrifié en fin d'essai

Rate : rares foyers d'hématopoiése extramédullaire,

Coeur : nombreuses et importantes plages de dégénérescence des cellules myc-

cardiques accompagnées de fibrose et d'infiltrats de cellules lympholdes,
Peau : comme l'animal précédent (n° 43 : OM 2797)

Autres organes : aspect histologique normal,

Femelle n® 46 : OM 2799 Sacrifiée en fin d'essai

Foie : minimes infiltrats inflammatoires en région portale,

Rate : hypertrophiée, congestion des sinus veineux de la pulpe rouge,
Reins : 1 seul, aspect histologique normal,

Peau : ascanthose, parakératose et hyperkératose de 1'épiderme trés séveres,
on note d'autre pert une disparition des follicules pileux dans les zones
atteintes. Toute la portion superficielle du derme est rcmplacée par un tissu
de granulation aux fibres de collagéne trés denses, et on observe de nombrzux
néovaisscaux au niveau de la couche papillaire. Par endroits, on note une né-

crose compléte de toute la couche superficicelle de la peau avec de nombreux

infiltrats de polynucléaires & ce niveau.

Coeur : aspect histologique normal,
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Femelle n® 47 . T 28C7 Scerifiée en fin d'essal

Reins @ altérations des cellules des tubes contourndés preximoaux (noyzow
———— .—‘ s

pect pycnatiguel.

.

Rate : hypertrophiée, congestion des sinus veincux de la pulpe rouge,

Foie : impocrtant granulcme infiltré de lymphocytes, de polynucléaires dceimc-
y

philcs, on ncte, de plus, la fermetion de cellules g2antes de type lLarghane,

Cet aspect évogue une arigine parasitaire,

Peau : acanthose, parakératose et hyperkératose de 1l'épiderme tres sévires,
on note d'autre part une disparition des follicules pileux dans les zoncs
atteintes. Toutz la portion superficielle du derme est remplacé par un tiscu
de granulation aux fibres de collagéne trés denses ef on observe de nombreux
néovaisscahx au niveau de la couche papillaire, Par endroits, on note un2
nécrose compléte de toute la couche superficielle de la peau avec de nombreux

infiltrats de polynucléaires a ce ﬁ&veau.

-

Coeur : aspect histologique normal,

Femelle n°® 438 : CM 2801 Sacrifiée en fin d'essai.

-

Reins : foyers de lymphocytes et d'histiocytes & la jonction médullc-cortical:

Foie : minimes infiltrats lymphohistiocytaires en région portale,

Peau : sévére atteinte de la peau, avec au niveau du derme, un cedéme de la
couche papillaire, de nombreux infiltrats de cellules lymphoides et la forma-
tion de néovaisseaux. On note une sévére acanthose, une hyperkératose et das

images d'exocytose au niveau de 1l'épiderme,

Autres organes : aspect histologique normal,

4° LOT B3 (0,8 ml/kg)

- Male n® 49 ; OM 2802 Sacrifié en cours d'essai

Reins : assez nombreuses altérations des tubes contournés proximaux, Acido-

philie du cytoplasme des cellules pariétales et nombreux noysux pycnotigues.

Rate : présence de pigments hémosidériniques dans les macrophages de la puipe

rouge.

Peau : sGvére nécrose et inflammation aigud de toute la couche superficiclle

de la peau jusqu'au muscle peaucier,

Autres arganes : aspect histolegique normal.
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- Male n® S1 : OM 2803 Sacrifié en fin d'essai

Rate : importante congesticn des sinus veineux de la pulpe rcuge.

Peau : sévére nécroce et inflammation aigul de toute la couche superficiellz

de la peeu jusqu'au muscle peaucier,

Autres orranes : aspect histologique normal,

Femelle n® 52 : OV 2804 Sacrifife en cours d'essail

Reins : néphraose tubuleire avec préscnce de dépdts calcifiés cans las tut.ics
corticaux et, de plus, nombreuses altérations des cellules periétales ces tuts
contournés proximaux, avec dépbts granuleux, vraisemblablement d'originz ¢or

téique localisés dans la lumiére tubulaire,

Peau : acanthose et hyperkératose de 1l'épiderme, nombreux infiltrats de cellulec

lymphoides dans la couche papillaire du derme.
Coeur : non prélevé. .

Autres organes : aspect histolegique normal.,

Femelle n® 53 : OM 2305 Morte

Reins : nombreuses a;térations des cellules pariétales des tubes contournés

proximaux, avec dépdts granuleux vraisemblablement d'origine protéique, cens le

lumiére tubulaire,

Foie et rate ; normaux, compte tenu de l'autolyse post-mortem.

Peau : atteinte de toute la région dermique, Les fibres de collagéne sont dis-
sociées par l'opedéme et 1l'on note des dépdts de fibrine et de nombreux infil-
trats de polynucléaires neutrophiles accompagnés de rares cellules mononucléges.,
La couche papillaire du derme est elle-méme infiltrée par de trés nombreux poly-
nucléaires. On note d'autre part une nécrose de toute la couche épidermigue,

sans réaction d'hyperplasie.

Coeur ; non prélevé,

Femelle n® 54 ; OM 2806 Morte

Reins : comme l'animal précédent (n°® S3 ; OM 28QS)

Foie et rate : autolysés,

Peau : comne l'animal précédent (n® 53 ; OM 2805)

Coeur ; non préleve,
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5° LOT B4 (1,6 m)l/kg)
- Male n® 43 : OM 2807 Mort
organcs autolysés,
- Femelle n® 46 : QM 28C8 Morte
Reims : nombreuscs altératicns tubuleires dens la corticale (autolyse ?3,

©

Rate : autolysée,
Peau : autolyse post-mortem.

Autres organes : aspect histologique normal,

- Femalle n® 48 : OM 28C3S Morte

Reins : nombreuses altérations des cellules pariétales des tubes contournss
proximaux, avec dépdts granuleux vraisemblablement d'origine protéique, dans 1:

lumieére tubulaire.

N

Peau : décollement de la couche épidermique & partir de la membrane basale ef,
dans le derme, nombreux infiltrats de cellules lympholdes associés a guzlques

polynucléaires.

Autres organes : aspect histologique normal,




[I1/ Discussion €T CONCLUSION

Les lésiuns observées sont variées et pour la plupart banales cti- -

le lapin d'élevage.

Au niveau du foie, de discrets infiltrats co2 collulss lymoheiz- ~o-
notés, d'avtre part, un szul legin préscnto cd2 la ccozlZizs2 (~2lo Af S --

deux autres des granulomes vraisemblablcment parasitaires (femzlles p® 47 o= 27

Au niveau du coeur, des images de myocardite ont été remarquéss chez

des lapins apparténant aux lots troités et témoins,

Au niveau de la rate, certains lapins présentent des foyers d'hémats-
o poliése extramédullaire ou une augmentation de la rétention d'hémosidérine dans

les macrophages, mais aucune relafion dose/effet ne peut &tre mise en évidence.

Enfin, au niveau des reins, nous avons rencontré dans tous les lats,
AR AR ' témoins et traités, des animeux présentant des altérations tubulaires dans 13

corticale,

Toutes ces altérations paraissent sans rapport avec l'administraticn
du produit et peuvent &tre considérées comme représentatives de la patholcgiz

spontanée des animaux,

En revanche, une sévére réaction locale est notée au site d'applicati:

({; sur la peau.

Des altérations sont observées dés la plus faible posologie (0,2 ml/%:
et leur intensité, qui va jusqu'a la nécrose, croit avec la dose administrie.
Nous ne notons pas de différence significative dans la sévérité des lésions ent:
les ‘lapins scarifiés et les lapins non scarifiés lors de 1l'examen histologicue

des fragments de peau prélevés,

Les lésions cutanées observées sont décrites dans les données indivi-

Yo Dl

X. FOUILLET
Docteur en Riolorie Animale
i Histopathologiste

duelles ci-dessus,
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6. TOXICITY BY PERCUTANEOUS
PATHWAY IN RABBIT

6.1 PRELIMINARY TEST (SUBACUTE TOXICITY OF 4 DAYS)
This test was undertaken to determine the dosages that can be used in the 3-

week subacute experiment.

8 New Zealand rabbits (4 males and 4 females) were shaved and then closely

shaved again over a broad area in the dorsal region. After 24 hours, 12 superficial
scarifications of 3 cm long were conducted, and the product was then applied gvery day

for four days.

- At the dosage of 1 mL/kg/day (4 rabbits), no mortality occurred during the 5
days following the application of the product, during which a cutaneous edema was
observed over the entire treated zone. '

- At the dosage of 2 mL/kg/day (4 rabbits), by percutaneous pathway, 2 animais
of the 4 treated were found dead after 2 applications; a third animal died after the 3rd
application. The 4th rabbit was sacrificed after the 3rd application due to its critical

state (paraplegia).

In the four cases, after 2 applications the animals presented a paraplegia
(paralysis of the posterior quarters) but autopsy did not show any lesion beyond
shrivelling and thickening of the skin at the place of application of the product.

Taking into account these results, the dosages retained for the 3-week
toxicology test were 1.6, 0.8 and 0.4 mL/kg/day. Mortality was apparent very quickly at

1.6 and 0.8 ml/kg. A 4th lot was used and treated with 0.2 mU/kg/day.
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TOXICITE  PAR  VOIE
PERCUTANEE
CHEZ ~ LE LAPIN

< 6.1/ ESSAI PRELIMINAIRE (TOXICITE SUBAIGUE DE 4 JOURS)
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Cet essai a été entreprisvpour déterminer les posologies utilisables
P

dans l'expérience subaigué de 3 semaines.

8 lapins néo-zélandais (4 m3les et 4 femelles) ont &té tondus puis

rasés largement en région dorsale. 24 heures aprés, 12 scarifications superfi-

cielles de 3 cm de long ant été pratiquéeset le produit a été alors apnliqué

chaque jour pendant quatre jours,

- A la dose de 1 ml/kg/jour (4 lapins), aucune mortalité n'est survenue
durant les 5 jours suivant 1'application du produit, pendant lesquels on a

observé un cedéme cutané sur toute la zone traitée.

- A la dose de 2 ml/kg/jour (4 lapins), par voie percutanée, 2 animaux
sur 4 ont été trouvés morts aprés 2 applications ; un troisiéme animal est mort
aprés la 3e application. Le 4e lapin a été& sacrifié apreés la 3e application en

raison de son état critique (paraplégie).

Dans les quatre cas, les animaux présentaient aprés 2 applicaticns un
état paraplégique (paralysie du train postérieur) mais 1'autopsie n'a permis de
révéler aucune lésion en dehors de la s2cheresse et de 1'épaississement cde la

peau au lieu d'application du produit.

Compte, tenu de ces résultats, les doses retenues pour l'essai toxico-
logique de 3 semaines ont été de 1,6 - 0,8 et 0,4 ml/kg/jour. Une mortaliteé
étant apparue trés vite 3 1,6 et 0,8 ml/kg, un 4e lot a été mis en oeuvre et
traité a 0,2 mnl/kg/jour.




In a preliminary study (Attachment 2), three of four animals died after 2 or
3 epicutaneous applications of 2 mi/kg/day of MMP. A fourth animal was
sacrificed after the third application due to the development of paraplegia.

Very truly yours,

William C.Kuryla, Ph.D.
Associate Director
Product Safety
[203-794-5230]
Attachments
i\kuryla\misc94\methyl

06/13/94
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6.2 SUBACUTE TOXICITY OF 3 WEEKS

6.2.1 EXPERIMENTAL PROTOCOL

Lots of 6 male and 6 female New Zealand rabbits of approximately 3 kg are
shaved and shaved closely again; then half of the animals received 12 scarifications (3
cm long each and spaced 2 cm apart).

The test used 60 animals in all, distributed in the following manner:
[Table]

Lot No. Treatment in mL/kg Rabbit No. Sex

Scarified
animals

Non-scarified
animals

temoin = control
AMTP = MTPA
a=to

Twenty-four hours after the preparation of the animals (1st day of treatment = d
1), Mﬂﬁﬁyg&eﬂ)‘w the product was spread on each morning
by means of a glass rod, according to the dosages indicated above; the animals were
then kept in a restraining box for 6 hours, after which the treated zones were washed
with lukewarm soapy water.

Weight evolution, appetite, local reactions (treated zone), general reactions, and
mortality were noted regularly during the entire duration of the test.

Before and at the end of treatment, urinary, hematological and blood
biochemistry examinations were effected: autopsy of the animals which died during
treatment or which were sacrificed at its end was accompanied by histological

examinations.




6.2.2 RESULTS
6.2.2.1 CLINICAL EXAMINATION AND BEHAVIOR

From the first few hours following the 1st application of the product, at the level
of the treated zone, a significant thickening of the skin was observed in all the treated
animals.

The intensity of this edema (positive godet sign) is proportional to the dosage
applied, but its extent is a function of the quantity spread, which at high dosages
corresponds to a greater application zone. There is no perceptible difference between
scarified and non-scarified animals. In addition, half of the animals of the lots treated
with high dosages presented a slight erythema.

Despite the daily washings, the cutaneous alteration induced the formation of a
thick crust, cracked and dry, not having a tender'my to be eliminated and persisting up
to the end of the test.

Mortality occurred from the 2nd day of the experiment in animals receiving the
strong product dosage (1.6 mL/kg). It followed symptoms of nervous intoxication:
paraplegia, motor incoordination, disorganized pedaling movements; the animals can
no longer eat.

At the level of individual animals, there does not seem to be a gradient for the
reactions: the animals suffered from general symptoms, i.e., nervous symptoms and
died in the following 48 hours.

In addition to the two animals No. 13 and 16 which died accidently (1 fell and 1
died during the last sampling of intracardiac blood, mortality affected all of the 12
rabbits receiving 1.6 mL/kg/day, scarified or not, and almost all of those treated with 0.8
mL/kg/day (2 surviving of 12). When possible, the moribund animals were sacrificed to
permit sampling of organs under better conditions. The survivors were all sacrificed on

the 21st day of the test, or after 15 applications of product. The weight evolution of the




animals was obviously strongly disrupted in the animals which died or had to be
sacrificed.
Beyond cutaneous lesions, autopsy of the animals did not permit observing any
characteristic lesion, which permitted implying a nervous toxic action of the product.
Finally, the weight evolution provided little information, since significant mortality
prevented calculating most average body weights.

The mortality was therefore the following:

- 0.2 mi/kg/day 2/12

" - 0.4 mUkg/day I
- 0.8 mU/kg/day 10112
- 1.6 mUkg/day 1212

According to these results, the LDsq by percutaneous pathway, after 15
repeated daily applications spread over 3 weeks, is situated in these conditions

between 0.4 and 0.8 mL/kg/day (or between 420 and 840 mg/kg/day).

6.2.2.2 BLOOD EXAMINATIONS
- HEMATOLOGY: If the values at time 1 day and 3 weeks are compared for the
control animals, lots 1 (0.2 mL/kg/d) and 2 (0.4 mL/kg/d) (these lots having presented
one mortality), no significant disturbance is noted at the hematological level, taking into
account the somewhat large normal variations commonly observed in the rabbit.
- BIOCHEMISTRY: Likewise, at the level of blood biochemistry, except for a
slight insignificant increase of uremia observed in the non-scarified treated animais, no

significant anomaly was revealed.




6.2.2.3 URINARY EXAMINATIONS
Urinary examinations conducted at 3 weeks time in the surviving animals did not
show the presence of the various test substances in proportions different from those of

the control lot or those found at time 0.

6.2.2.4 HISTOPATHOLOGICAL EXAMINATIONS
Histopathological examinations conducted on all the survivors and most of the
animals which were sacrificed or which died during the test did not show any specific
organic effect objectifying the toxicity of the product. The only changes noted concern
the skin at the area of application where they were revealed at even the lowest

dosages.

6.2.3 CONCLUSION

Administration of methyithiopropionic aldehyde by repeated percutaneous
application in rabbit, determined from dosages of 0.2 mL/kg/day and up induces a
change in the skin favoring the penetration of the product, which then induces nervous
effects that sometimes (0.2 mL/kg) or frequently (0.8 mL/kg) lead to the death of the
animals. This toxicity is not shown at the hematological or biochemical level, nor even

at the level of the histological structure of the principal organs.

Completed at
Saint-Germain/L'Abresle, /s/
November 7, 1975 B. Coquet

Doctor of Pharmacy

Liceniate &s Sciences
Toxicological-Pharmacological Expert
(Official Journal of December 26, 1973)
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[Table]
WEIGHT EVOLUTION - MORTALITY
Dates 8/5 8/12 8/19 8/20 9/1 First application: 8/12/75

Weeks MORTALITY
Scarified
controls A
Accidental death 8/16
Sacrificed 8/16
Accidental death 8/29
Found dead 8/29

Found dead 8/15
Found dead 8/20
Sacrificed 8/15

Found dead 8/20
Found dead 8/15

Found dead 8/13

Sacrificed 8/13

Found dead 8/15

Found dead 8/15

Found dead 8/13

Found dead 8/13
moy. = average

[Table]
WEIGHT EVOLUTION - MORTALITY

Dates 8/5 8/12 8/19 8/26 9/1
Weeks MORTALITY

Non-scarified
controls B

Found dead 8/21
Found dead 9/1

Found dead 8/26

Sacrificed 8/24
Found dead 8/18
Sacrificed 8/15
Found dead 8/15
Found dead 8/15




Found dead 8/17

Found dead 8/14
Found dead 8/14
, Found dead 8/15
Found dead 8/14
Found dead 8/16
moy. = average
(Table]
HEMATOLOGY
TIMED 1 Scarified animals
BLOOD LEUCOCYTE Composition (%)
COUNTS (mm3) '
A scarified controls
moy. = average
[Table)
HEMATOLOGY
TIMED 1 Scarified animals
BLOOD LEUCOCYTE Composition(%)
COUNTS (mm3)

moy. = average
*microclots

*“The leucocyte compositions of lot A4 were not read, taking into account the death of
all animals of this lot during treatment.

[Table]
HEMATOLOGY
TIME D 1 Non-scarified animals
BLOOD LEUCOCYTE Composition (%)
COUNTS (mm3)

B non-scarified controls

moy. = average




*microclots

TIMED 1

moy. = average

*microclots

*The leucocyte compositions of lot B4 were n

HEMATOLOGY

BLOOD
COUNTS (mm3)

all the animals of this lot during treatment.

TIME 3 weeks

A scarified controls

moy. = average
mort = dead

TIME 3 weeks

moy. = average
mort = dead

TIME 3 weeks

B Non-scarified controls

moy. = average
mort = dead

TIME 3 weeks

HEMATOLOGY

BLOOD
COUNTS (mm3)

HEMATOLOGY
BLOOD
COUNTS (mm3)
HEMATOLOGY

BLOOD
COUNTS (mm3)

HEMATOLOGY

BLOOD
COUNTS (mm3)

Non-scarified animals
LEUCOCYTE Composition (%)

ot read, taking into account the death of

Scarified animals
LEUCOCYTE Composition (%)

Scarified animals
LEUCOCYTE Composition (%)

Non-scarified animals
LEUCOCYTE Composition (%)

Non-scarified animais
LEUCOCYTE Composition (%)

40




moy. = average
mort = dead




[Table]
BIOCHEMISTRY

Scarified animals
TIME D 1 Gluc. Urea Bil. Alk. Phosph. SGOT SGPT

A Scarified controls
H = very slight hemolysis (values not included in the calculation of m)
BIOCHEMISTRY

Scarified animals
TIMED 1 Gluc. Urea Bil. Alk. Phosph SGOTSGPT

H = very slight hemolysis (values not included in the calculation of m)
*Value not included in the calculation of average m

BIOCHEMISTRY

Non-scarified animals
TIMED 1 Gluc. Urea Bil. Alk. Phosph. SGOT SGPT

B Non-scarified controls
H = hemolysis (values not included in the calculation of m)
BIOCHEMISTRY

Non-scarified animals
TIMED 1 Gluc. Urea Bil. Alk. Phosph. SGOT SGPT

H = hemolysis (values not included in the calculation of m)

BIOCHEMISTRY

Scarified animals
TIME 3 weeks Gluc. Urea Bil. Alk. Phosph. SGOT SGPT

A Scarified controls
BIOCHEMISTRY

Scarified animals
TIME 3 weeks Gluc. Urea Bil. Alk. Phosph. SGOT SGPT




BIOCHEMISTRY

. Non-scarified animals
TIME 3 weeks Gluc. Urea Bil. Alk. Phosph. SGOT SGPT

B Non-scarified animals
BIOCHEMISTRY

: Non-scarified animals
TIME 3 weeks Gluc. Urea Bil. Alk. Phosph. SGOT SGPT




(Table]

MTPA product
Density

A scarified controls

moyenne = average

MTPA product

Density

moyenne = average

MTPA product
Density

B non-scarified controls

moyenne = average

URINARY EXAMINATIONS
Scarified animals

Gluc. Ketone
bodies

pH  Prot.

URINARY EXAMINATIONS
Scarified animals

pH Prot. Gluc. Ketone
bodies

URINARY EXAMINATIONS
Non-scarified animals

pas de prevelement = no sampling

MTPA product
Density

moyenne = average

MTPA product
Density

A scarified controls
moyenne = average

pH Prot. Gluc. Ketone
bodies
URINARY EXAMINATIONS
Non-scarified animals
pH Prot. Gluc. Ketone
bodies
URINARY EXAMINATIONS

Time D 1
Blood

Time D 1
Blood

Time D 1
Blood

Time D 1
Blood

Scarified animals Time 3 weeks

pH Prot. Gluc. Ketone
bodies

Blood




URINARY EXAMINATIONS

MTPA product Scarified animals  Time 3 weeks
Density pH Prot. Gluc. Ketone Blood
bodies
moyenne = average
URINARY EXAMINATIONS
MTPA product Non-scarified animals Time 3 weeks
Density pH  Prot. Gluc. Ketone Blood
' bodies
B Non-scarified controls
moyenne = average
URINARY EXAMINATIONS
MTPA product Non-scarified animals Time 3 weeks

-~

Density pH Prot. Gluc. Ketone Blood
bodies

moyenne = average




6.2.5 HISTOLOGICAL STUDY

Individual data
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HISTOLOGICAL STUDY

1. INTRODUCTION

Albino New Zealand rabbits were treated for 3 weeks by daily applications of
methylithiopropionic aldehyde (MTPA) on shaved skin of the back, being scarified
beforehand or not.

The dosages were the following:

I/Scaritied animals [I/Non-scarified animals
- Lot A (control) - Lot B (control)

- Lot A¢ (0.2 mL/kg) - Lot B4 (0.2 mlu/kg)

- Lot Az (0.4 mL/kg) - Lot B2 (0.4 mL/kg)

- Lot Az (0.8 mL/xkg) - Lot B3 (0.8 n;ng)

- Lot A4 (1.6 mL/kg) - Lot B4 (1.6 mL/kQ)

The animals were sacrificed at the end of the test or died during the test and the
foliowing organs were sampled in view of histological examination: heart, liver, spleen,
kidneys and skin.

Fragments of these organs were fixed by BOUIN's fixative and embedded in
paraffin. The sections, cut at 5 microns, were stained by MASSON-GOLDNER

trichrome.

I/RESULTS

The individual data are given in the following pages.
I/SCARIFIED ANIMALS
1. LOT A (control)
- Male No. 1: OM 2772 Sacrificed at the end of the test
Organs sampled: normal histological appearance
-.Male No. 2: OM 2773 Sacrificed at the end of the test
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Organs sampled: normal histological appearance

- Male No. 3: OM 2774 Sacrificed at the end of the test

Kidneys: several tubule bundles altered in the cortex.

Liver: discrete infiltrates of lymphocytes and histiocytes in the portal region.

Heart: large area of myocarditis, lymphocyte and histiocyte infiltrates and interstitial
fibrosis.

Other organs: normal histological appearance

- Female No. 4: OM 2775 Sacrificed at the end of the test

Kidneys: several areas of tubule alteration in the cortex. Interstitial lymphoid infiltrates.
Liver: minimum lymphohistiocyte infiltrates in the portal zone.

Other organs: nomal histological appearance .

- Female No. 5: OM 2776 Sacrificed at the end of the test.

Kidneys: several areas of tubular alteration in the cortex.

Liver: somewhat large lymphohistiocyte infiltrates in the portal zone.

Heart: discrete area of myocarditis

Other organs: normal histological appearance.

- Female No. 6: OM 2777 Sacrificed at the end of the test

Kidneys: marked tubular damage in the cortex, dilated tubules, alterations in the
parietal cells, interstitial fibrosis, accompanied by several infiltrates of lymphoid cells.
Spleen: hemosiderin retention in the macrophages of the red pulp.

Liver: discrete lymphohistiocyte infiltrates in the portal region.

Other organs: normal histological appearance.

2. Lot A4 (0.2 mluxg)
- Male No. 7: OM 2837 Sacrificed at the end of the test




Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and formation of neovessels. Marked
acanthosis and hyperkeratosis of the epidermis.

Other organs: normal histological appearance.

- Male No. 8: OM 2838 Sacrificed at the end of the test

Liver: foci of inflammatory interstitial infiltrates (lymphocytes, histiocytes).

Spleen: discretely congestive

Heart: myocardium attack, hemorrhagic zone infiltrated with inflammatory celis
(polymorphonuclear leucocytes).

Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous infiltrates of lymphoid cells and formation of neovessels,
marked acanthosis and hyperkeratosis of the epidermis.

Kidneys: normal histological appearance.

- Male No. 9: OM 2839 Sacrificed at the end of the test

Skin: severe attack of the skin with, at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and formation of neovessels. Marked
acanthosis and hyperkeratosis of the epidermis.

Other organs: normal histological appearance.

- Female No. 10: OM 2840 Sacrificed at the end of the test

Spleen: hypertrophied

Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and formation of neovessels. In
addition, an edema dissociating the collagen fibers is noted at the level of the deep
dermis. Acanthosis and hyperkeratosis of the epidermis.

Other organs: normal histological appearance.

- Female No. 11: OM 2841 Sacrificed at the end of the test.
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Liver: the presence of several granulomas infiltrated by lymphocytes, eosinophilic
polymorphonuclear leucocytes and several giant cells of the Langhans type. This
appearance invokes a parasitic origin.

Spleen: hemosiderin retention in the macrophages of the red pulp.

Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous infiltrates of lymphoid cells and formation of neovessels.
Marked acanthosis and hyperkeratosis of the epidermis.

Other organs: normal histological appearance.

- Female No. 12: OM 2842 Sacrificed at the end of the test.

Kidneys: areas of tubular nephrosis in the cortex, interstitial fibrosis and calcified
deposits in the tubules. ) -

Skin: numerous lymphoid infiltrates at the level of the papillary layer of the dermis,
acanthosis and hyperkeratosis of the epidermis. A hyperplasia of the sebaceous
glands is noted, moreover.

Other organs: normal histological appearance.

3rd LOT Ao (0.4 mU/kg)

- Male No. 14: OM 2778 Sacrificed at the end of the test.

Heart: rather numerous areas of myocarditis in the left ventricular wall.

Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and formation of neovessels. With
regard to the epidermis, a severe acanthosis, a hyperkeratosis and exocytosis patterns
are noted beyond the scarified zones.

Other organs: normal histological appearance.

- Male No. 15: OM 2779 Sacrificed during the test

Kidneys: several dilated tubule bundles in the cortex.

Heart: not sampied




Other organs: normal histological appearance.

- Female No. 16: OM 2780 Sacrificed during the test

Kidneys: alteration of the parietal cells of the tubules at the medullo-cortical junction,
Liver: hepatocytes with clear cytoplasm (probably glycogen)

Spleen: lymphoid hyperplasia

Skin: severe attack of the skin, with at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and formation of neovessels. Marked
acanthosis and hyperkeratosis of the epidermis.

Heart. normal histological appearance.

- Female No. 17: OM-2781 Sacrificed at the end of the test

Liver: minimal interstitial infiltrates principally in the portal zone.

Skin: proliferation of fibrocytes at the level of th'e papillary layer of the demis,
formation of neovessels and lymphoid cell infiltrates. At the level of the epidermis,
beyond the scarified regions, a marked acanthosis, parakeratosis and a hyperkeratosis
are noted.

Other organs: normal histological appearance.

4th LOT A3 (0.6 mL/kg)

- Male No. 19: OM 2782 Dead

Kidneys: marked post-mortem autolysis.

Liver and spleen: normal appearance taking into account the post-mortem autolysis.
Heart: not sampled.

Skin: attack of the entire dermal region; the collagen fibers are dissociated by edema
and fibrin deposits and numerous neutrophilic polymorphonuclear leucocyte infiltrates
are noted, accompanied by sparse mononucleated cells. The papillary layer of the
dermis is itself infiltrated by numerous polymorphonuclear leucocytes. A necrosis of

the entire epidermal layer without a hyperplasia reaction is noted.
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- Male No. 20: OM 2783: Dead

Animal died during the test. Cadaveric autolysis did not permit histological
interpretation.

- Male No. 21: OM 2784 Sacrificed during the test.

Kidneys: tubular dilatation in the cortex.

Liver: clear appearance of hepatocytes in the centrolobular region (probable
glycogen).

Heart: not sampled.

Skin: “attack of the entire dermal region; collagen fibers are dissociated by edema and
fibrin deposits and numerous neutrophilic polymorphonuclear leucocyte infiltrates are
noted, accompanied by sparse mononucleated cells. The papillary layer of the dermis
is itselt infiltrated by very numerous polymorphonuclear leucocytes. A necrosis of the
entire epidermal layer is noted without hyperplasia reaction.

Spleen: normal histological appearance

- Female No. 22: OM 2785 Sacrificed during the test

Kidneys: numerous alterations of parietal cells of proximal convoluted tubules with
granular deposits, probably of protein origin, in the tubular lumen.

Liver: congestion of the sinusoids.

Heart: not sampled

Spleen: numerous macrophages filled with hemosiderin shown by the PERLS method.
Skin: acute inflammation and total necrosis of the entire skin.

- Female No. 23: OM 2786 Sacrificed during the test.

Kidneys: numerous alterations of the parietal cells of the proximal convoluted tubules
with granular deposits, probably of protein origin, in the tubular lumen.

Liver: congestion of the sinusoids and clear appearance of centrolobular hepatocytes
(probable glycogen).

"Spleen: somewhat numerous extramedullary hemopoiesis patterns.




Heart: not sampied.

Skin: attack of the entire dermal region; collagen fibers are dissociated by edema and
fibrin deposits and numerous neutrophilic polymorphonuclear leucocyte infiltrates are

noted, accompanied by sparse mononucleated cells. The papillary layer of the dermis
is itself infiltrated by very numerous polymorphonuclear leucocytes. A necrosis of the

entire epidermal layer is noted without hyperplasia reaction.

- Female No. 24: OM 2787 Sacrificed at the end of the test

Spleen: discrete blood stasis in the venous sinus of the red pulp.

Heart: areas of fibrosis at the level of the papillary muscies

Skin: necrosis of the epidermis and the superficial layer of the dermis, disappearance
of the hair follicles and formation of granulation tissue in the necrotic zone.

Other organs: normal histological appearance.

5th LOT A4 (1.6 mL/kg)

- Male No. 26: OM 2788 Sacrificed during the test

Kidneys: dilated tubule bundles, discrete glomerular congestion and congestion of the
medullary vessels.

Spleen: not sampled

Skin: attack of the entire dermal region; the collagen fibers are dissociated by edema,
and fibrin deposits and numerous neutrophilic polymorphonuclear leucocyte infiltrates
are noted, accompanied by sparse mononucleaated cells. The papillary layer of the
dermis is itself infiltrated by very numerous polymorphonuclear leucocytes. A necrosis
of the entire epidermal layer is noted without hyperplasia reaction.

Other organs: normal histological appearance.

- Male No. 27: OM 2789 Dead

Kidneys: numerous alterations of parietal cells of proximal convoluted tubules with

granular deposits, probably of protein origin, in the tubular lumen.




Liver: alterations linked to post-mortem autolysis.

Spleen: significant blood stasis in the venous sinus and extramedullary hemopoiesis
foci at the level of the red pulp.

Heart: not sampled

Skin: attack of the entire dermal region; the collagen fibers are dissociated by edema,
and fibrin deposits and numerous neutrophilic polymorphonuclear leucocyte infiitrates
are noted, accompanied by sparse mononucleated cells. The papillary layer of the
dermis is itself infiltrated by a large number of polymorphonuclear leucocytes. A
necrosis of the entire epidermal layer is noted without hyperplasia reaction.

- Female No. 28: OM 2790 Dead

Kidneys: numerous tubular alterations in the cortex.

Liver: marked blood stasis at the level of the sinusoids.

Spleen: congestion of the venous sinus of the red pulp.

Skin: attack of the entire dermal region; collagen fibers are dissociated by edema, and
fibrin deposits and numerous neutrophilic polymorphonuciear leucocyte infiltrates are
noted, accompanied by sparse mononucleated cells. The papillary layer of the dermis
is itself infiltrated by very numerous polymorphonuciear leucocytes. A necrosis of the
entire epidermal layer is noted without hyperplasia reaction. In addition, an attack of
the platysma muscle is noted.

Heart: not sampled.

II/NON-SCARIFIED ANIMALS

1st LOT B (control)

- Male No. 31: OM 2791 Sacrificed at the end of the test
Organs sampled: normal histological appearance

- Male No. 32: OM 2792 Sacrificed at the end of the test



Kidneys: sparse areas of tubular alteration in the cortex.

Heart: fibrosis areas at the level of the papillary muscles

Other organs: normal histological appearance.

- Male No. 33: OM 2793 Sacrificed at the end of the test

Kidneys: bundles of tubular nephrosis in the cortex of the two kidneys.

Other organs: normal histological appearance

- Female No. 34: OM 2794 Sacrificed at the end of the test

Liver: lymphohistiocyte infiltrates, principally in the portal region.

Other'organs: normal histological appearance.

- Female No. 35: OM 2795 Sacrificed at the end of the test

Kidneys: tubular nephrosis zones, associated with/significant foci of lymphoid cells in
the cortex and the medullo-cortical junction.

Liver: lymphocyte and histiocyte infiltrates in the portal zone and centrolobular zone.
Other organs: normal histological appearance.

- Female No. 36: OM 2796 Sacrificed at the end of the test

Organs sampled: normal histological appearance.

2nd LOT B4 (0.2 ml/kg)

- Male No. 37: OM 2843 Sacrificed at the end of the test

Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and the formation of neovessels. A
severe acanthosis, a hyperkeratosis and exocytosis patterns are noted at the level of
the epidermis.

Other organs: normmal histological appearance

- Male No. 38: OM 2844: Sacrificed at the end of the test

Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the demnis, an edema of the

papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and the formation of neovessels. A



severe acanthosis, a hyperkeratosis and exocytosis patterns are noted at the level of
the epidermis.

Other organs: normal histological appearance.

- Male No. 39: OM 2845 Sacrificed at the end of the test

Kidneys: microabscess in the cortex, under the capsule, with a large area of tubular
nephritis extending in the direction of the medulla. The other kidney has a normal
histological appearance‘.

Liver: several lymphohistiocyte infiltrates.

Spleeh: hemosiderin retention in the macrophages of the red pulp.

Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the demis, an edema of the
papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and the formation of neovessels. A
severe acanthosis, a hyperkeratosis and exocytosis patterns are noted at the level of
the epidermis.

- Female No. 42: OM 2846 Sacrificed at the end of the test

Kidneys: numerous alterations of the parietal cells of the proximal convoluted tubules,
with granular deposits probably of protein origin, in the tubular lumen.

Heart: area of fibrosis within the myocardium.

Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and the formation of neovessels. A
severe acanthosis, a hyperkeratosis and exocytosis patterns are noted at the level of
the epidermis.

Other organs: normal histological appearance.

3rd LOT B2 (0.4 mL/kg)
- Male No. 43: OM 2797 Sacrificed at the end of the test

Liver: coccidiosis



Skin: very severe acanthosis, parakeratosis and hyperkeratosis of the epidermis;
moreover, a disappearance of hair follicles is noted in the affected zones. The entire
superficial portion of the dermis is replaced by a granulation tissue with very dense
collagen fibers, and numerous neovessels are observed at the level of the papillary
layer. In places, a complete necrosis of the entire superficial layer of the skin is noted
with numerous polymorphonuclear leucocyte infiltrates at this level.

Other organs: normal histological appearance.

- Male No. 44: OM 2798 Sacrificed at the end of the test

Spleen: sparse foci of extramedullary hemopoiesis.

Heart: numerous and large areas of degeneration of myocardial cells accompanied by
fibrosis and lymphoid cell infiltrates. '

Skin: like the preceding animal (No. 43: OM 2797)

Other organs: normal histological appearance.

- Female No. 46: OM 2799 Sacrificed at the end of the test

Liver: minimal inflammatory infiltrates in the portal region.

Spleen: hypertrophied, congestion of the venous sinus and the red pulp.

Kidneys: only 1, normal histological appearance.

Skin: very severe acanthosis, parakeratosis and hyperkeratosis of the epidermis. In
addition, a disappearance of the hair follicles is noted in the affected zones. The entire
superficial portion of the dermis is replaced by a granulation tissue with very dense
collagen fibers, and numerous neovessels are observed at the level of the papillary
layer. In places, a complete necrosis of the entire superricial layer of the skin is noted
with numerous polymorphonuciear leucocyte infiltrates at this level.

Heart: normal histological appearance.

- Female No. 47: OM 2800 Sacrificed at the end of the test

Kidneys: alterations of the proximal convoluted tubule cells (nucleus of pycnotic

appearance).



Spleen: hypertrophied, congestion of the venous sinus of the red pulp.

Liver: large granuloma infiltrated by lymphocytes, eosinophilic polymorphonuclear
leucocytes. Moreover, the formation of giant cells of the Langhans type is noted. This
appearance evokes a parasitic origin.

Skin: very severe acanthosis, parakeratosis and hyperkeratosis of the epidermis. In

addition, a disappearance of the hair follicles is noted in the affected zones. The entire

superficial portion of the dermis is replaced by a granulation tissue with very dense
collagen fibers and numerous neovessels are observed at the level of the papillary
layer. In places, a complete necrosis of the entire superficial layer of the skin is noted
with numerous polymorphonuclear leucocyte infiltrates at this level.

Heart: normal histological appearance. .

- Female No. 48: OM 2801 Sacrificed at the end of the test

Kidneys: foci of lymphocytes and histiocytes at the medullo-cortical junction

Liver:» minimal lymphohistiocyte infiltrates in the portal region.

Skin: severe attack of the skin, with, at the level of the dermis, an edema of the
papillary layer, numerous lymphoid cell infiltrates and the formation of neovessels. A
severe acanthosis, a hyperkeratosis and exocytosis patterns are noted at the leve! of
the epidermis.

Other organs: normal histological appearance.

4th LOT B3 (0.8 mi/kg)

- Male No. 49: OM 2802 Sacrificed during the test

Kidneys: somewhat numerous alterations of the proximal convoluted tubules,
acidophilia of the cytoplasm of parietal cells and numerous pycnotic nuclei.
Spleen: presence of hemosiderin pigments in the macrophages of the red pulp.
Skin: severe necrosis and acute inflammation of the entire superficial layer of the skin

up to the platysma muscle. .



Other organs: normal histological appearance.

Male No. 51: OM 2803 Sacrificed at the end of the test

Spleen: significant congestion of the venous sinus of the red pulp.

Skin: severe necrosis and acute inflammation of the entire superficial layer of the skin
up to the platysma muscle.

Other organs: normal histological appearance.

- Female No. 52: OM 2804 Sacrificed during the test

Kidneys: tubular nephrosis with the presence of calcified deposits in the cortical
tubules and, moreover, numerous alterations in the parietal cells of the proximal
convoluted tubules, with granular deposits, probabily of protein origin, localized in the
tubular lumen.

Skin: acanthosis and hyperkeratosis of the epidermis, numerous lymphoid cell
infiltrates in the papillary layer of the dermis.

Heart: not sampled.

Other organs: normal histological appearance

- Female No. 53: OM 2805 Dead

Kidneys: numerous alterations of the parietal cells of the proximal convoluted tubules,
with granular deposits probably of protein origin, in the tubular lumen.

Liver and spleen: normal, taking into account post-mortem autolysis.

Skin: attack of the entire dermal region. Collagen fibers are dissociated by edema and
fibrin deposits and numerous neutrophilic polymorphonuclear leucocyte infiltrates are
noted accompanied by sparse mononucleated cells. The papillary layer of the dermis
is itself infiltrated by very numerous polymorphonuclear leucocytes. In addition, a
necrosis of the entire epidermal layer is noted, without» hyperplasia reaction.

Heart: not sampled

- Female No. 54: OM 2806 Dead

Kidneys: like the preceding animal (No. 53; OM 2805)
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Liver and spleen: autolyzed
Skin: like the preceding animal (No. 53: OM 2805)
Heart: not sampied.

5th LOT B4 (1.6 mlu/kg)

- Male No. 43: OM 2807 Dead

organs autolyzed

- Female No. 46: OM 2808 Dead

Kidneys: numerous tubular alterations in the cortex (autolysis?).

Spleen: autolyzed

Skin: post-mortem autolysis -

Other organs: normal histological appearance. '

- Female No. 48: OM 2809 Dead

Kidneys: numerous alterations of the parietal cells and proximal convoluted tubules
with granular deposits probably of protein origin, in the tubular lumen.

Skin: disconnection of the epidermal layer from the basal membrane and, in the
dermis, numerous lymphoid cell infiltrates associated with several polymorphonuclear
leucocytes.

Other organs: normal histological appearance.
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i1/ DISCUSSION AND CONCLUSION

The lesions observed are varied and for the most part common in bred rabbits.

At the level of the liver, discrete lymphoid cell infiltrates are noted. In addition, a
single rabbit presented coccidiosis (Male No. 43) and two others presented
granulomas, probably parasitic (Females Nos. 11 and 47)

At the level of the heart, myocarditis patterns were observed in rabbits belonging
to the treated and control lots.

At the level of the spleen, certain rabbits present foci of extramedullary
hemopoiesis or an increase of hemisiderin retention in the macrophages, but no
dose/effect relationship can be shown.

Finally, at the level of the kidneys, we encountered in all the lots, controls and
treated, animals having tubular alterations in the cortex.

All these alterations do not appear to be related to the administration of the
product and can be considered as representative of spontaneous pathology of the
animals.

In return, a severe local reaction is noted at the application site on the skin.
Alterations are observed at even the lowest dosages (0.2 mL/kg) and their
intensity, which extends to necrosis, increases with the dosage administered. We note
no significant difference in the severity of lesions between the scarified rabbits and the

non-scarified rabbits during histological examination of skin fragments sampled.

The cutaneous lesions observed are described in the individual data above.

/sl
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