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1. CONTEXTE, OBJET ET MODALITES DE TRAITEMENT DE LA SAISINE

Par lettre du 21 janvier 2009, Madame la Ministre de la Santé, de la Jeunesse et des Sports et de la
Vie Associative a saisi I'Afssaps sur la part du risque attribuable aux ingrédients cosmétiques
reprotoxiques et/ou perturbateurs endocriniens. Cette saisine s'inscrit dans le cadre du plan d’action
« fertilité » du gouvernement. Les autres agences ont aussi été saisies, chacune dans son domaine
de compétence.

Dans ce contexte, I'Afssaps a identifié plusieurs substances reprotoxiques et/ou perturbatrices
endocriniennes sur la base de données identifiées par le document du DHI (Danish Hydraulic Institute
(DHI) ; 2007)", afin de procéder a leur évaluation.

Sur la base d'études in vitro et in vivo publiées dans le CIR (Cosmetic Ingredients Review (CIR) ;
2008), la quassine fait partie des substances identifiées et a fait I'objet d’'une évaluation du danger qui
est présentée dans ce rapport.

Ainsi le présent rapport d’évaluation s’est fondé principalement sur le rapport du CIR (2008) et du
comité scientifiqgue de I'alimentation humaine (Scientific committee on food (SCF) ; 2002).

2. IDENTIFICATION DE LA QUASSINE

2.1. Identité chimique de la substance

Tableau 1: Identité chimique de la substance quassine

Nom Inci Quassin SCF 2002
Numéro CAS 76-78-8 / 68915-32-2 SCF 2002
Numéro EINECS 200-985-9 / 272-809-9

Noms chimiques / IUPAC | (+)-Quassin ; Nigakilactone D / Extrait de Quassia | SCF 2002
Nom francais Quassine SCF 2002
Formule chimique SCF 2002

Structure C2H2506

! Danish Hydraulic Institute (DHI), 2007. Study on enhancing the endocrine disrupter priority list with a focus on
low production volume chemicals.

Afssaps — Décembre 2011 3/16



Saisine 2009BCT0016

2.2. Description botanique

La quassine est extraite de I'écorce de Quassia amara L. ou de Picrasma excelsa [Sw.] Planchon.
Ces deux espéces appartiennent a la famille des Simaroubacées (SCF, 2002), qui sont des plantes
tropicales principalement présentes en Océanie, en Asie et en Amérique du Sud.

Classification du genre Quassia (APG Il., 2003 ; Guo et al., 2005 ; Cachet et al., 2009) :
Selon la classification APG Il (2003)” :
Rosides
Sapindales
Simaroubaceae
Quassia

D'un point de vue chimique, la quassine appartient a la classe des quassinoides, aussi appelés
« principes amers » de la famille des Simaroubaceae (Simaroubacées) qui sont des triterpénes
modifiés.

Les quassinoides sont classés en 5 groupes : Cig, C1g, Cyp, Co, et Cos, qui présentent deux types de
squelettes moléculaires terpéniques : tétracyclique et pentacyclique.

Les substances tétracycligues n'ont pas d'oxygéne en C,, tandis que celles appartenant a la
strucuture pentacyclique possédent une oxygénation en Coo. (Guo et al., 2005)

Selon Guo et al. (2005), les deux premiers quassinoides isolés par Clark et ses collaborateurs au
début des années 1930, sont la quassine et la néoquassine. Ces travaux ont été complétés par
Valenta et ses collaborateurs dans les années 1960 grace a la technique de résonance magnétique
nucléaire (RMN). Dans les années 1990 les travaux sur la séparation des fractions contenant les
guassinoides se sont poursuivis. Aujourd’hui, plus de 150 quassinoides ont été isolés et caractérisés
et certains possedent des propriétés pharmacologiques.

Selon I'Association Francaise de Protection des Plantes (AFPP), le Quassia amara L. est un arbre
tropical originaire du Brésil et de Guyane cultivé en Colombie, au Panama, en Amérique du Sud et sur
la cbte ouest de I'Inde. Il est désigné sous le nom commun de « Quassia du Surinam ».

Il est souvent confondu avec un autre bois tropical : celui du Picrasma excelsa (Sw.) Planch.
(Simaroubaceae), dénommé « Quassia de la Jamaique ».

L’extrait d’écorce du Quassia du Surinam contient principalement la quassine et la néoquassine.
L’extrait d’écorce du Quassia de la Jamaique contient principalement, la picrasmine.

Ces substances de la famille des quassinoides ont pour nom commun « quassine », ce qui implique
de nombreuses confusions dans la littérature.

En plus de ces substances principales, les extraits contiennent d’autres quassinoides tels que:
isoquassine, la 18-hydroxyquassine et des alcaloides comme la canthine-6-one, la 2-
méthoxycanthine-6-one présentant des propriétés anti-microbiennes et cytotoxiques.

Moyens d’'obtention : I'extraction du bois du Quassia amara L. et du Picrasma excelsa (Sw) Planch
fourni environ 0,65 g de quassine par kg de bois.

2 Classification APG I, dite classification phylogénétique, est une classification botanique des angiospermes
établie selon les travaux de 'Angiosperms Phylogeny Group
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2.3. Propriétés physico-chimiques de la quassine

Tableau 2: Propriétés physico-chimiques de la quassine

Aspect liquide visqueux de couleur marron foncé, et d’odeur Fiche
caractéristique (Quassia amara) AFPP?
Formule brute C,oH,506 Fiche
AFPP®
Poids Moléculaire 388,46 Fiche
AFPP®
Point de fusion (°C) 222°C Toxnet’
Solubilité soluble a température ambiante Fiche
AFPP®
Tension de vapeur 9,98.10™ Torr (a 25 °C) Fiche
AFPP®
Coefficient de partage LogP | 0,940 Toxnet
ou logKow

3. CADRE REGLEMENTAIRE
3.1. Réglementation dans les produits cosmétiques et usage(s) dans ce domaine

La quassine est référencée dans la base de données Cosing® de la Commission européenne mais elle
n'est pas réglementée.
Il est indiqué qu’elle est utilisée comme dénaturant dans les produits cosmétiques.

3.2. Classification CLP selon le reglement 1272/2008

La quassine (n°CAS: 76-78-8 et 68915-32-2) n'est pas classée par le réglement n°1272/2008 du
Parlement européen et du conseil du 16 décembre 2008 relatif a la classification, a I'étiquetage et a
I'emballage des substances et des mélanges, modifiant et abrogeant les directives 67/548/CEE et
1999/45/CE et modifiant le réeglement (CE) n°1907/2006.

4. AUTRES USAGES DE LA SUBSTANCE

La quassine semble étre utilisée a la fois dans le domaine de I'alimentation et pour ses propriétés
pharmacologiques.
De nombreux autres usages sont référencés dans la littérature scientifique.

4.1. Usage dans I'alimentaire

Dans l'aliment, la quassine est utilisée comme agent aromatisant amer.

Cependant la substance quassine ne peut étre ajoutée en tant que tel aux denrées alimentaires ou
aux ardbmes. Elle peut étre présente dans la denrée alimentaire soit naturellement, soit a la suite d'une
adjonction d’arémes préparés a partir de matieres de base naturelles.

La quassine est mentionnée dans les publications du Conseil de I'Europe®.

En Europe, la quassine était inscrite a '’Annexe Il de la Directive 88/838/CEE des ardmes destinés a
étre employés dans les denrées alimentaires et des matériaux de base pour leur production. Ses
concentrations étaient limitées dans les denrées alimentaires, les boissons, la confiserie sous forme
de pastilles et les boissons alcoolisées.

® AFPP : Association Francaise de Protection des Plantes - http://www.afpp.net

“ Base de données du National Library of Medecine (US) : http://toxnet.nim.nih.gov/
® Base de données des substances cosmétiques de la Commission Européenne :
http://ec.europa.eu/consumers/cosmetics/cosing/

® Natural Source of Flavourings, Report n°3, Council of Europe Publishing, 2008
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En 2002, le SCF (Scientific Committee on Food), a publié un avis relatif a I'évaluation de la quassine.
Les conclusions de cet avis indiquent entre autre que les données disponibles ne permettent pas de
conclure sur l'évaluation du danger, que les données d’exposition sont manquantes et par
conséquent, aucune évaluation du risque ne peut étre établie.

Il est a noter que la directive 88/388/CEE a été actualisée afin de tenir compte des progrés techniques
et scientifiques. Ainsi cette derniere a été remplacée par le réglement n°1334/2008 du Parlement
européen et du Conseil du 16 décembre 2008 relatif aux ardbmes et a certains ingrédients alimentaires
possédant des propriétés aromatisantes qui sont destinées a étre utilisées dans et sur les denrées
alimentaires.
Ce réglement précise que la quassine est une substance qui ne peut étre ajoutée en tant que telle aux
denrées alimentaires.
Toutefois, il est indiqué des teneurs maximales en quassine naturellement présente dans les arbmes
et les ingrédients alimentaires possédant des propriétés aromatisantes. Les denrées alimentaires pour
lesquelles la quassine est soumise a restriction sont les suivantes :

= boisson non alcoolisées : concentration maximale de 0,5 mg/kg ;

= produits de boulangerie : concentration maximale de 1 mg/kg ;

= boissons alcoolisées : concentration maximale de 1,5 mg/kg.

Il est également indiqué que les matériaux de base Quassia amara et Picrasma excelsa a partir
desquels sont issus les ardmes et les ingrédients alimentaires possédant des propriétés
aromatisantes, ne peuvent étre utilisés que pour la production de boissons et de produits de
boulangerie.

Aux Etats-Unis, la quassine (Picrasma excelsa (Sw.) Planch, ou Quassia amara L.) est classée par le

CFR (« Code federal of regulations », 2002) comme pouvant étre sans risque lorsqu’elle est utilisée
dans I'aliment (« may be safely used in food »).

4.2. Autres usages

Les quassinoides présentent un certain nombre d'activités biologiques in vitro et/ou in vivo,
notamment, comme médicaments et semblent aussi étre utilisés comme insecticide et herbicide (Guo
et al., 2005). Leur utilisation en Europe en tant que biocides est interdite depuis 2006.

Afssaps — Décembre 2011 6/16



Saisine 2009BCT0016

5. IDENTIFICATION ET CARACTERISATION DU DANGER

5.1. Données de génotoxicité

Woo et al., 2007, indiquent que le potentiel génotoxique de I'extrait de Quassia de la Jamaique a été
examiné par le MHLW (« Ministry of Health, Labour and Welfare » ) au Japon. Un résumé des
résultats est fourni dans cette publication.

Le test d’Ames utilisant Salmonella typhymurium sur souches TA98, TA100, TA1535, TA1537 et
Escherichia coli WP2uvrA/pKM101, montre des résultats positifs doses dépendantes pour toutes les
souches exceptées la TA1535 avec activation métabolique S9 mix. (Asanoma et Tamura, 2006, cité
dans Woo et al., 2007).

Dans un test d’aberrations chromosomiques réalisé sur des cellules pulmonaires d’hamster chinois
(CHP), il est noté une augmentation dose dépendante du nombre d’aberrations de structure avec ou
sans activation métabolique (Hayashi et al., rapport d’étude cité dans Woo et al., 2007).

Par contre, I'extrait du Quassia de la Jamaique ne montre pas de potentiel génotoxique dans le test
du micronoyau in vivo sur moelle osseuse de souris ou dans le test de synthése non programmé de
I’ADN in vivo sur du foie de rat (Hayashi et al., rapport d'étude cité dans Woo et al., 2007).

5.2. Toxicité aigué

5.2.1. Par voie orale

Une étude de toxicité aigué a été réalisée en 1997 par Garcia et al. (cité dans le CIR, 2008’ et dans le
SCF, 2002°%). Cette étude est réalisée chez 25 souris albinos males traitées par voie orale avec un
extrait aqueux de Quassia dont la concentration en quassine n’est pas rapportée.

Les souris sont réparties en 5 groupes, chacun des groupes étant traité aux doses suivantes : 0,5 mL
d’'eau distillée (groupe contrdle), 250, 500, 750 et 1000 mg/kg pc.

Aucune mortalité, ni aucun signe de toxicité n'ont été rapportés au cours des 48 heures
d’observation : DLgy > 1000 mg/kg pc.

5.2.2. Par voie parentérale

Garcia et al., (1997) (cité dans le CIR 2002), ont étudié la toxicité aigué de la quassine par voie
intrapéritonéale sur souris méles albinos (10 animaux/groupe). Les doses administrées sont 500 et
1000 mg/kg pc. et un groupe contrble ayant recu le véhicule (0,5 mL d’eau distillée).

Aprés une période de 4 heures, le groupe ayant recu la dose de 500 mg/kg pc./j, a présenté des
signes de toxicité tels qu’une pilo-érection, une diminution de I'activité motrice et une perte partielle du
réflexe de redressement. Les effets sont réversibles apres 24 heures.

Le groupe ayant recu la plus forte dose (1000 mg/kg pc.) a présenté aussi aprés une période de
4 heures, des signes de toxicité tels qu'une pilo-érection, une perte du réflexe de préhension
postérieur et diminution de l'activité motrice. Les animaux de ce groupe sont morts dans les
24 heures.

5.3. Toxicité a doses répétées

Margaria (1963) (cité dans le SCF 2002), a réalisé une étude de toxicité sur 8 semaines chez des rats
agés de 2 ans avec un extrait de bois de Quassia.

La méthode de préparation de I'extrait de Quassia est indiquée. Il est précisé la provenance du bois
de Quassia. Ce dernier a été fourni sous forme de gros copeaux, par la Maison Domenico Ulrich de
Turinpar. L'auteur précise qu’'un gramme de bois de quassia permet d'obtenir en moyenne aprés
extraction alcoolique, 30 mg d’extrait sec.

" Cosmetic Ingredient Review (2008). Final report of the safety assessment of alcohol denat., including SD alcohol 3-A, SD

alcohol 30, SD alcohol 39, SD alcohol 39-B, alcohol 39-C, SD alcohol 40, SD alcohol 40-B, and SD alcohol 40-C, and the

denaturants, Quassin, Brucine sulphate / Brucine, and Denatonium benzoate. International Journal of Toxicology. 27 (suppl.1),
. 1-43.

EScientific Committee on Food (SCF), Opinion of the scientific committee on food on Quassin, 25 juillet 2002.
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L’extrait de bois de quassia préparé a été administré par gavage a 10 rats agés de 20 a 25 mois. La
souche et le sexe des animaux ne sont pas indiqués. La dose administrée est de 50 mg/kg d’extrait de
bois de quassia. Les animaux témoins ont recu de I'eau. Les animaux ont été traités 6 jours/semaine.
Chaque semaine, le poids et les parameétres hématologiques ont été mesurés.

A la fin de I'expérimentation, tous les rats ont été sacrifiés. Certains organes tels que le cceur, le foie,
les reins, les glandes surrénales, la rate, ont été pesés chez 3 rats seulement.

Les poids corporels des animaux du groupe témoin et du groupe traité sont similaires et sont restés
similaires tout au long de I'étude. Les parameétres hématologiques ont révélé une trés faible différence
entre les deux groupes. Le poids des organes du groupe traité n'a pas montré de différence
significative versus celui du groupe témoin. Cependant 2 animaux du groupe contrble et un animal du
groupe traité sont morts durant la 2°™ semaine de I'étude. Les auteurs expliquent ces morts comme
résultant probablement d'un processus inflammatoire des bronches (observées post-mortem). Ceci
pourrait étre également expliqué comme une conséquence du gavage (fausse route).

Garcia et al., (1997) (cité dans le SCF 2002), ont administré a 12 rats Wistar femelles
(4 animaux/groupe), 0,5 mL d’eau distillée (groupe contrdle), 500 et 1000 mg/kg pc./j. Les auteurs se
sont focalisés sur les éventuels effets de la quassine sur le systeme nerveux central. Aprés 9 jours de
traitement, aucun effet sur le systéme nerveux central n'a été observé.

Woo et al., 2007 indiquent I'existence d'une étude (Sato, 2005) de toxicité répétée de 90 jours chez le
rat male et femelle exposés par voie orale (dans I'alimentation) & des concentrations de 50, 500 et
5000 ppm d’extrait du Quassia de la Jamaique. Les résultats montrent des signes d’hépatoxicité a la
dose de 5000 ppm, se traduisant par une augmentation de la y -glutamyltranspeptidase chez les
femelles et une augmentation en valeurs absolues et relatives du poids des foies reflétant une
hypertrophie des cellules hépatiques diffuses chez les deux sexes, mais particulierement chez les
femelles a cette dose (Sato, 2005).

5.4. Toxicité sur la reproduction et le développement

5.4.1. Etude sur des rats femelles gestantes (Margaria, 1963)

La publication de Margaria (1963, citée dans le SCF 2002), comporte outre une étude de toxicité a
des doses répétées, une étude d’organogenése, péri et post natalité chez des rats femelles gestantes
traitées avec de I'extrait sec de Quassia a 100 mg/kg pc./j a partir de la seconde moitié de la gestation
et pendant la période de lactation. Il est a noter que le résumé d’étude d’'une page de Margaria (1963)
ne précise pas la voie d’administration. Cependant, I'étude de toxicité répétée citée dans la méme
publication laisse penser que la voie d'administration est orale et la substance est probablement
distribuée dans I'eau.

La période d’administration a commencé a des temps différents pour chacune des 3 rats femelles
dans les groupes traités, soit a J7, J6 et J5 avant la mise bas.

Le nombre de petits dans chaque porté est le suivant ;: 14, 8 et 12 chez les 3 rats femelles du groupe
contrble et 10, 6 et 10 chez les animaux traités a J7, J6 et J5 avant la mise bas respectivement.

Il apparait une légére baisse du nombre de petits dans les groupes traités versus le groupe contrdle.
Le poids des petits dans chaque portée est enregistré a J1, J7, J14 et J21 aprés la naissance. Il n'y a
pas de différence significative du poids entre les petits nés de parents traités et les petits du groupe
contréle.

L'auteur indique qu'il n'y a pas de différences qualitatives ou quantitatives entre le groupe traité versus
le groupe contrdle mais ne fournit pas de précision supplémentaire pour argumenter cette conclusion.

5.4.2. Etudes sur des rats males (Raji et Bolarinwa, 1997)
Raji et Bolarinwa (1997) ont conduit une étude sur des rats Wistar albinos afin d’évaluer I'effet sur la
fertilité d’'un extrait méthanolique non défini du Quassia amara, de la quassine et d'un alcaloide le 2-

méthoxycanthine-6-one®. La quassine et la 2-méthoxycanthine-6-one ont été obtenus en fractionnant
I'extrait du Quassia amara.

Plusieurs séries d’essais ont été réalisés :

9 La 2-methoxycanthine-6-one est un alcaloide isolé a partir d’'un extrait méthanolique de la tige en bois de
Quassia amara (Njar et al., 1993)
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Essai 1 : Un extrait du Quassia amara a été administré a 15 rats (5 animaux/groupe), dans I'eau de
boisson pendant 8 semaines a des doses de 100 ; 1000 ; 2000 mg/kg pc./j. Le groupe contrdle a regu
du tampon phosphate salin (PBS, Phosphate Buffered Saline).

Essai 2 : 15 autres rats ont été traités de la méme maniére que dans I'essai 1, cependant I'exposition
a été suivie d’'une période de réversibilité de 8 semaines sans traitement.

Essai 3 : De la quassine a été administrée a 15 rats (5 rats/groupe) aux doses de 0,1; 1; 2 mg/kg
pc./j. pendant 8 semaines. L'exposition a été suivie d’'une période de réversibilité de 8 semaines sans
traitement. Le groupe contréle a recu du tampon phosphate salin (PBS).

Essai 4 : De la 2-méthoxycanthine-6-one a été administrée a 15 rats (5 rats/groupe) aux doses de
0,1; 1; 2 mg/kg pc./j. pendant 8 semaines. L'exposition a été suivie d’'une période de réversibilité de
8 semaines sans traitement. Le groupe contrble a recu du tampon phosphate salin (PBS).

Essai 5 : 15 rats (5 rats/ groupe) ont regu par voie IP et pendant 8 semaines :
- une solution de la LH d’ovin & 0,5 pg/mL ;
- simulatanément un extrait du Quassia amara dans du méthanol a 2000 mg/kg pc./j par
voie orale et de la LH d’ovin 0,5 pg/mL par voie IP, ou ;
- simulatanément de la quassine 2 mg/kg pc./j. par voie orale et de la LH d’ovin 0,5 pg/mL
par voie IP.
L’exposition des animaux a été suivie d'une période de réversibilité de 8 semaines sans traitement.
Le groupe contrdle a recu du tampon phosphate salin (PBS).

Il est a noter que la voie d’administration du PBS dans les groupes contrbles n’est pas claire. En effet,
dans la publication, il n’est pas indiqué que les témoins des administrations par voie orale ont regu de
I'eau de boisson. Juste aprés les descriptions de la partie méthodologie, les auteurs indiquent que les
témoins recoivent une solution saline. Il est fort probable que cette phrase concerne I'administration
par voie IP.

Il est a noter que la publication n’est pas explicite concernant la période de réversibilité des essais 3, 4
et 5. En effet aprés avoir présenté I'essai 1 puis I'essai 2, il est indiqué que les mémes procédures ont
été réalisées avec les autres substances (quassine, 2-méthoxycanthine-6-one, LH d’ovin). Cependant
c'est seulement dans la partie résultats de la publication qu'il est fait référence indirectement aux
essais 3, 4 et 5 qui se sont poursuivis par une période de réversibilité.

A la fin de I'expérimentation, tous les rats ont été sacrifiés. Les vésicules séminales, les épididymes,
les testicules et les anté-hypophyses ont été prélevés et pesés. Les concentrations plasmatiques en
LH, FSH et testostérone ont été mesurées. Les concentrations plasmatiques en testostérone issues
des cellules de Leydig qui ont été prélevées, sont mesurées. La numération, la mobilité et la
morphologie des spermatozoides ont été évalués.

Les résultats montrent :

Aucun effet significatif de I'extrait du Quassia amara, de la quassine ou de la 2-méthoxycanthine-6-
one sur le poids corporel des rats versus le groupe contrdle n’a été rapporté. Cependant, une baisse
significative du poids moyen des testicules, des vésicules séminales et des épidydimes est rapportée
chez les rats exposés a I'extrait du Quassia amara et a la quassine (essais 1 et 3) ; mais aucune
différence relative aux poids moyens des organes sus-cités n’est montrée quand les rats sont exposés
a la 2-méthoxycanthine-6-one.

Le poids des organes des animaux de I'essai 2, n'est pas significativement différent avant et aprés la
période de réversibilité.

Le poids des anté-hypophyses est significativement augmenté dans ces groupes traités versus le
groupe controle.

Il a été observé une baisse significative du nombre de spermatozoides des groupes traités avec
I'extrait du Quassia amara et de la quassine versus le groupe traité par la 2-méthoxycanthine-6-one et
le groupe controle.

Le nombre de spermatozoides ne difféere pas aprés la période de réversibilité de 8 semaines pour les
rats traités avec un extrait du Quassia amara, de la quassine et de la 2-méthoxycanthine-6-one.
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De plus, le nombre de spermatozoides, la mobilité et la morphologie des spermatozoides, des rats
traités avec un extrait du Quassia amara + LH d’ovins et de la quassine + LH d’ovins, ne montrent pas
de différences significatives versus le groupe contréle.

Les concentrations plasmatiques en LH, FSH et testostérone sont significativement diminuées chez
les animaux traités avec un extrait du Quassia amara et avec la quassine.

Les concentrations plasmatiques en LH, FSH et testostérone sont inchangées chez les animaux
traités avec de la 2-méthoxycanthine-6-one.

Aucun changement significatif des concentrations plasmatiques en LH, FSH et testostérone apres la
période de réversibilité n'est rapporteé.

La concentration plasmatique en testostérone ne montre pas de différence significative entre le
groupe des rats traités par un extrait du Quassia amara + LH d’ovins et quassine + LH d’ovins versus
le groupe controle.

Il est noté une baisse significative de la production de testostérone par les cellules de Leydig extraites
des rats traités par un extrait du Quassia amara et la quassine, versus le groupe contrdle.

Afin de déterminer si la diminution en testostérone pourrait étre réversible, des cellules de Leydig
isolées de chaque rat traité sont incubées pendant 3 heures en présence de 50 ng/mL de LH d'ovins
Les résultats montrent que I'hormone LH d'ovins semble ne pas inverser I'action inhibitrice des
cellules de Leydig traitées par un extrait du Quassia amara et la quassine.

Ces résultats sont discutés par les auteurs :

Les résultats relatifs a I'extrait du Quassia amara et la quassine montrent des effets sur la fonction
reproductive des rats males, ce qui n’a pas été montré pour la 2-méthoxycanthine-6-one.

L'extrait du Quassia amara et la quassine semblent avoir un effet sur la diminution des poids des
testicules, des épididymes et des vésicules séminales et du nombre de spermatozoides.

Il est observé également, une diminution des concentrations plasmatiques en testostérone, LH et
FSH.

Le poids des testicules, des épididymes, des vésicules séminales, le nombre de spermatozoides et
les concentrations en testostérone sont diminués lorsque les rats sont traités par I'extrait du Quassia
amara et la quassine, alors que ces changements ne sont pas observés chez le groupe contrble et le
groupe traité par la 2-méthoxycanthine-6-one.

Les auteurs indiquent qu’'au vu du nombre de spermatozoides normaux et de la concentration
plasmatique en testostérone, chez les rats traités par 'hormone LH d'ovins, il est plausible que la
diminution des sécrétions gonadotrophines est impliquée dans l'inhibition des cellules de Leydig.
Cette action apparait étre liée a I'effet de la LH d’ovins sur la sécrétion de testostérone.

Les résultats ont montré une inhibition des cellules de Leydig in vitro, aprés exposition a un extrait du
Quassia amara, a la quassine, cependant cette inhibition n'est pas observée aprés exposition a la 2-
méthoxycanthine-6-one.

Les auteurs émettent I'hypothése selon laquelle I'atrophie des organes reproducteurs observée soit
une conséquence d'une exposition a I'extrait du Quassia amara qui induit une inhibition de la
sécrétion en testostérone, nécessaire pour la croissance, le développement des organes
reproducteurs males. La diminution du nombre de spermatozoides apparait étre liée a la diminution
de la concentration plasmatique en testostérone et en FSH (car ces 2 hormones sont impliquées dans
I'initiation et la régulation de la spermatogenése).

Les auteurs notent aussi que les diminutions des concentrations plasmatiques en testostérone, LH et
FSH chez les rats traités par un extrait du Quassia amara et la quassine soient accompagnées par
une augmentation significative du poids de I'anté-hypophyse. Cette observation permet de suggérer
deux sites d’action de la quassia sur la reproduction male : (i) I'nypophyse (action centrale), (ii) les
cellules de Leydig (action périphérique) :

Selon les auteurs, I'hypothése fondée sur une possible action sur I'hypophyse est montrée par I'action
réversible de la LH d’ovins sur la sécrétion de testostérone quand les rats sont traités par un extrait du
Quassia amara et la quassine. L'augmentation du poids de I'anté-hypophyse, pourrait aussi résulter
d’une sur-stimulation via le systéme de rétrocont6dle négatif. D’'un autre c6té, I'inhibition des cellules de
Leydig in vitro, impligue que ces derniéres pourraient étre un site d'action de I'extrait du Quassia
amara.
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Les résultats semblent montrer que I'extrait du Quassia amara et la quassine ont un effet négatif sur la
production de testostérone.

Par ailleurs, ces résultats suggérent que I'extrait de Quassia amara inhibe la stéroidogenése mais ne
semble pas affecter la viabilité des cellules de Leydig in vivo. Ces résultats, corroborés par Njar et al.,
1995, cité dans Raji et Bolarinwa (1997) , montrent que I'extrait du Quassia amara et la quassine ne
sont pas des substances létales pour les cellules de Leydig in vitro.

En outre, I'action réversible de I'extrait du Quassia amara sur la stéroidogenese in vitro, conforte
I'étude in vivo dans laquelle, les fonctions normales de la reproduction male sont réversibles apres
8 semaines d’arrét du traitement.

Cependant, la LH d’ovins semble produire une réversibilité apparente de la sécrétion en testostérone
in vivo mais n’est pas reproduite in vitro.

Fondé sur l'incapacité de la LH d’ovins a produire un effet sur I'action inhibitrice de I'extrait du Quassia
amara sur les cellules de Leydig in vitro, les auteurs suggérent que I'extrait du Quassia amara, la
quassine pourrait agir sur le récepteur a la LH.

5.4.3. Etudes des mécanismes d’action

Etude chez des rats males (Parveen et al., 2003) :

Parveen et al., (2003) ont étudié I'effet d’'un extrait du Quassia amara chez des rat males Wistar
albinos.

Vingt rats males albinos (4 animaux par groupe) ont été traités de la fagon suivante : un groupe
contrble recevant le véhicule, les 4 autres groupes recevant par injection intramusculaire 0,1 mL de
I'extrait de quassine pendant 15 jours, a partir d’'une solution a 12,5% ; 25% ; 50% et 100% (véhicule
non préciseé).

Vingt-quatre heures apres la derniére injection, des prélévements sanguins ont été effectués sur les
animaux puis ces derniers sont sacrifiés.

Il est & noter que I'dge des rats n'est pas précisé dans la publication. Les auteurs précisent
uniquement que ce sont des rats adultes de 175 a 200g. Il pourrait s’agit de rats a4gés entre 6 a 8
semaines.

Les analyses de sperme ont été réalisées a partir d'échantillons provenant de la queue de I'épididyme

Aucun changement relatif au comportement et au poids corporel des rats n'a été observé pour tous
les groupes traités. Toutefois, il est observé une diminution dose-dépendante des poids des testicules
pour les groupes traités aux concentrations 50 et 100 % et de I'épididyme pour tous les groupes
traités versus le groupe contréle. Des anomalies morphologiques telles que les doubles tétes
(bicéphalies), les doubles queues (biphidies), des tétes détachées (acéphalies) et des queues fragiles
sont observées, il n'est cependant pas précisé les groupes concernés par ces anomalies dans la
publication et s'il existe ou pas une relation dose-réponse. Une diminution dose-dépendante de
I'activité o-glucosidase est observée pour tous les groupes traités versus le groupe contrdle. Les
parameétres biochimiques et hématologiques retenus pour mesurer la fonction de la prostate et des
vésicules séminales ne sont pas modifiés par le traitement par I'extrait du Quassia amara pour tous
les groupes traités versus le groupe contrble.

Aucune modification hématologique n’est rapportée.

Les résultats de cette étude montrent que I'extrait du Quassia amara a un effet sur l'intégrité
structurale et fonctionnelle du sperme in vivo et ceci suggere un effet du Quassia amara sur la fertilité.
Il est observé une diminution du poids des testicules et de I'épididyme. Un effet di aux changements
hormonaux seuls aurait di se traduire par une diminution du poids de tous les organes de la
reproduction.

Les auteurs supposent que les faibles poids de ces 2 organes (testicules et épididymes) chez les
animaux traités reflétent un effet combiné d’'une part pour I'altération du statut androgene et d'autre
part par la diminution du nombre de spermatozoides contenus dans ces organes.

La diminution du nombre de spermatozoides et le nombre élevé d’anormalités morphologiques des
spermatozoides pourraient refléter une perturbation de la spermatogeneése testiculaire.

La présence de queues fragiles, de tétes détachées, la perte de motilité des spermatozoides, la
diminution d'a-glucosidase tissulaire (enzyme impliquée dans la modification de la membrane des
cellules spermatiques), suggerent que I'épididyme peut aussi étre une cible de toxicité de la Quassia
amara.

Etude in vitro sur cellules de Leydig de rats (Njar et al., 1995) :
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Njar et al., (1995) ont étudié I'effet d’'un extrait méthanolique du Quassia amara, de quassine et d’'un
alcaloide la 2-méthoxycanthine-6-one sur la production de testostérone par les cellules de Leydig de
rats in vitro. La quassine et la 2-méthoxycanthine-6-one ont été obtenues a partir de I'extrait de
Quassia amara selon la méthode décrite par Njar et al., (1993). Les concentrations étudiées sont O ;
5;15; 25 ng/mL.

Les effets de ces substances ont été étudiés en associant la LH (Luteinizing Hormone) et la
théophylline. En effet, dans le processus de spermatogenése, la LH stimule la sécrétion de
testostérone par les cellules de Leydig des testicules. Quant a la théophylline, celle-ci semble étre
impliquée dans I'inhibition du cycle AMP qui lui-méme semble impliqué dans I'activation des hormones
masculines (Lynwood 1977).

Les résultats de I'étude montrent que la quassine, la quassine + LH (50 ng/mL) la quassine +
théophylline (10 mM) inhibent la production de testostérone des cellules de Leydig in vitro.

La 2-méthoxycanthine-6-one ne montre aucun effet sur la production de testostérone. La 2-
méthoxycanthine-6-one + LH et la 2-méthoxycanthine-6-one + théophylline montrent une
augmentation de la sécrétion de testostérone.

Ces résultats suggerent que la quassine pourrait agir sur le récepteur a LH. Les auteurs avancent
également I'hypothése selon laquelle I'effet direct de la quassine sur les voies de la stéroidogenese
semble plausible. Selon les auteurs, cette hypothése est fondée sur I'observation que I'effet inhibiteur
de la quassine sur la sécrétion basale et la sécrétion stimulée de testostérone par LH a été mis en
évidence.

L'effet de la quassine sur les cellules de Leydig a été aussi étudié : les cellules ont été traitées avec la
LH et/ou la quassine. Un contréle négatif a été réalisé. Les cellules sont incubées avec des
concentrations croissantes de la LH (25; 50; 75 et 100 ng/mL). Les résultats montrent que la
production de testostérone est augmentée dans les cellules traitées avec la LH seule, la quassine
seule et la quassine + LH + théophylline par rapport au témoin.

Par alilleurs, la viabilité cellulaire a été mesurée avant et aprés le traitement par les différents
composés. Aucune cytotoxicité n’est observée aux concentrations testées.

5.5. Cancérogenese

Woo et al., 2007, rapporte une évaluation du potentiel promoteur de I'extrait du Quassia de la
Jamaique chez 125 rats Fisher 344 agés de 5 semaines (25 animaux/groupe) dans une étude
d’hépatocancérogenése a moyen-terme.

Le protocole suivi d’initiation/promotion est celui de de Solt et Fraber (1976).

Les rats sont d'abord exposés par voie intrapéritonéale, une seule injection d'un initiateur, le
diéthylnitrosamine (DEN, pureté > 99%), a la dose de 200 mg/kg pc./).

Deux semaines aprés I'exposition a l'initiateur, les animaux sont exposés, pendant 6 semaines, par
voie orale (dans l'alimentation), a 500 ppm de phénobarbital (contréle positify et a 500, 5000,
30000 ppm d’extrait de Quassia de Jamaique (correspondant approximativement a 50, 500, 3000
mg/kg pc./j).

Le phénobarbital et I'extrait du Quassia de la Jamaique sont de qualité commerciale. L'extrait du
Quassia de la Jamaique contient 11,7% de quassine et 42,4% de néoquassine.

A la semaine 3 tous les animaux sont hépatectomisés (2/3 du foie). Les animaux sont sacrifiés a la
semaine 8.

Les résultats montrent qu’aprés I'’hépatectomie, 2 a 3 rats sont retrouvés morts dans chaque groupe.
A la dose de 30000 ppm d’extrait du Quassia de la Jamaique, il est observé une forte diminution du
poids des animaux. A partir de la semaine 5 jusqu’a la semaine 8, il est observé un gain de poids
corporel des animaux.

Les animaux exposés aux faibles doses d'extrait du Quassia de la Jamaique ne montrent pas de
différences avec le groupe contréle en termes de poids corporel et de consommation alimentaire tout
au long de I'étude.

Au sacrifice, les rats du groupe traité par 30000 ppm d’extrait du Quassia de la Jamaique montrent
une diminution de leurs poids corporels. |l est également observé une augmentation relative et
absolue dose-dépendante du poids des foies chez les rats exposés a l'extrait du Quassia de la
Jamaique a 5000 ppm d’extrait du Quassia de la Jamaique et un doublement du poids relatif a 30000
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ppm versus le groupe contrdle. Chez les contrbles positifs, il est observé une augmentation relative et
absolue du poids des foies, tandis que les poids corporels ne varient pas.

D’un point de vu histopathologique, les animaux du groupe exposé a 5000 ppm et 30000 ppm
montrent une hypertrophie des cellules diffuses du foie avec une augmentation dose-dépendante
dans la sévérité, alors que les animaux du groupe exposé a 500 ppm de phénobarbital montrent une
hypertrophie centro-lobulaire des cellules du foie.

Les mesures quantitatives des foyers hépatiques glutathion-s-transférase placentaire positifs (GST-
P+), révelent une augmentation non significative du nombre et de la surface des foyers a la dose de
5000 ppm d’extrait du Quassia de la Jamaique et une augmentation statistiquement significative a la
dose de 30000 ppm, les valeurs étant 3 fois supérieures au témoin initié par le DEN uniquement.

Par contre, a la dose de 500 ppm d’extrait du Quassia de la Jamaique, le nombre et la surface des
foyers sont diminués alors que les différences sont statistiquement non significatives.

Le phénobarbital (témoin positif) augmente de 2 fois le nombre et la surface des foyers hépatiques
GST-P+ par rapport aux témoins.

Les résultats montrent que I'extrait du Quassia de la Jamaique a la forte dose possede un potentiel
promoteur hépatique chez le rat.

6. RESUME DES EFFETS OBSERVES, CHOIX DE L'EFFET CRITIQUE ET
JUSTIFICATION DE LA NOAEL RETENUE

Les études de toxicité sur la quassine sont peu nombreuses et de mauvaise qualité. Lorsque les
essais sont réalisés avec de I'extrait du Quassia amara, I'extrait n'est pas défini.

Il s’agit principalement d’études mécanistiques qui nous permettent d’aboutir de conclure sur les effets
liés aux fonctions de la reproduction chez les méles :
= inhibition de la production de testostérone par les cellules de Leydig (Njar et al., 1995) ;
= diminution des poids des testicules, des épididymes et des vésicules séminales et du nombre
de spermatozoides (Raji et Bolarinwa 1997) ;
» diminution des concentrations plasmatiques en testostérone, LH et FSH (Raji et Bolarinwa
1997) ;
= effet sur lintégrité structurale et fonctionnelle du sperme in vivo et donc sur la fertilité
(Parveen et al., 2003) ;

Concernant la génotoxicité, I'extrait du Quassia de la Jamaique montre des résultats positifs in vitro
(test d’Ames, test d'aberrations chromosomiques) et négatifs in vivo (test du micronoyau sur moelle
osseuse de souris, test UDS).

Concernant la cancérogenese, I'étude d'initiation-promotion de Woo et al., 2007, montre que I'extrait
du Quassia de la Jamaique augmente lincidence des foyers enzymatiques altérés au niveau
hépatique chez le rat et par conséquent peut étre considéré comme un promoteur de tumeurs.

Toutefois, le SCF (2002) a pu proposer sur la base des données disponibles une LOEL d'apres les
études de Njar et al., 1995 et Raji et Bolarinwa 1997. La LOEL retenue pour la quassine par le SCF
est de 0,1 mg/kg pc./j (LOEL) et aucune NOEL n’a pu étre établie

Le SCF (2002) émet néanmoins des réserves concernant I'étude de Raji et Bolarinwa (1997), en
indiquant que le nombre d’animaux par groupe est seulement de 5, qu'aucune analyse
histopathologique n’a été réalisé et que les informations sur la reproduction incluant la taille des
portées sont insuffisantes.

Sur la base des études disponibles il n'est pas possible de définir le profil toxicologique complet de la
substance. En outre, le peu d'études montre néanmoins, que la quassine est probablement
reprotoxique. Ainsi, ces études ne permettent pas de retenir une NOAEL ni de mener a bien
I’évaluation du risque.

Il serait ainsi nécessaire de disposer de données suivantes:

» une étude de reprotoxicité menée selon les lignes directrices de 'OCDE ;
= une étude de toxicité sub-chronique ;
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*» |e passage percutané de la quassine (en absence de données une absorption de 100%
devrait étre appliquée) ;
= d'exposition et les conditions d'utilisation.

7. EVALUATION DE L’EXPOSITION DE LA SUBSTANCE POUR UN USAGE
COSMETIQUE

Aprés avoir interrogé l'industrie cosmétique, cette derniére n’a fourni aucune donnée d'utilisation de la
guassine (réponse de COSMED), par conséquent I'exposition ne peut étre déterminée.

8. CONCLUSION

Compte tenu de la faible qualité des études, du faible nombre de données permettant de caractériser
le danger, par conséquent il est impossible de réaliser une évaluation du risque de la substance
guassine utilisée dans les produits cosmétiques. Ainsi, la Commission de cosmétologie du 03 mai
2011 propose de linscrire a I'Annexe Il des substances interdites. Néanmoins, il convient de
transmettre ce rapport a la Commission européenne afin de saisir le comité scientifque d’experts
européens pour la sécurité des consommateurs CSSC (ou SCCS Scientific Committe on Consumer
Safety), afin de procéder a son évaluation si toutefois, la quassine est utilisée par d'autres Etats
membres.
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