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ABSTRACT
“Alteration of the retinoid system by exposure to xenobiotics”

The retinoid system is a cellular regulation system with a crucial role in many aspects of life,
development and reproduction. Hundreds of retinoids have been identified, including retinyl
esters, the storage form in the liver; retinol, the most representative retinoid in blood; retinal,
involved in vision; and retinoic acids, which activate the retinoid receptors. Also can be found
functional retinoids, as 9-cis-4-oxo0-13,14-dihydro-retinoic acid, which activates RAR, and 9-
cis-13,14-dihydro-retinoic acid, which activates RXR; and also biotransformation products
found in urine, as retinoyl-B-glucuronides. All of them are present in a very wide concentration
range depending on species, sex or tissue, and that is the reason why the election of the
extraction and analysis method is a critic step, depending on the case.

The homeostasis of the retinoid system can be altered after the exposure to several xenobiotics.
This alteration was associated with serious outcomes, as neurologic development and metabolic
impairments and fertility problems. The present work is focused on the effects on the retinoid
system, driven by four xenobiotics, specifically to the retinoid concentrations and expression
of genes involved in their regulation. Two flame retardants were assayed:
hexabromocyclododecane (HBCD) and decabromodiphenyl ether (decaBDE), administered for
28 days to Wistar rats of both sexes with doses from 0.3 to 200 mg/kg bw/d for HBCD and
from 1.87 to 30 mg/kg bw/d for decaBDE. Also laquinimod and tasquinimod metabolites
precursors, IMA-08401 and IMA-07101, respectively, were assayed. Those two drugs act as
immunomodulators and potential activators of aryl hydrocarbon receptor. Male Sprague-
Dawley rats were exposed to IMA-08401 and IMA-07101 at repeated doses of 100 and 75
mg/kg bw/d, respectively, for 5 days.

Exposure to HBCD was associated with induction of retinoid mobilization, as reflected by the
reduction in the levels of retinyl palmitate and 9-cis-4-oxo-13,14-dihydro-retinoic acid in liver
of both sexes. No changes of all-frans-retinoic acid were observed in females, probably due to
the simultaneous induction of the expression of genes of enzymes involved in biosynthesis, as
Adhl, Aoxl or Aldhlal, and biotransformation, as Cyp26al or Ugts. In males, however,
induction of biosynthesis was less potent than in females, which was associated with a decrease
in the hepatic concentration of all-frans-retinoic acid.

After exposure to decaBDE, no mobilization of retinyl esters was observed, and there was even
a slight increase in retinyl palmitate concentrations in females, together with an induction of
the enzyme lecithin-retinol acyltransferase, which mediates retinol esterification. Neither
retinol nor 9-cis-4-o0xo0-13,14-dihydro-retinoic acid were altered, whereas hepatic expression of
Crabpl and Cyp26al was induced, genes associated with biotransformation of all-trans retinoic
acid and, therefore, with the decrease of its hepatic concentrations, a more pronounced effect
in males than in females.



Treatment with IMA-08401 and IMA-07101 induced retinoid mobilization from the liver as
reflected by decreased retinyl palmitate and hepatic 9-cis-4-oxo-13,14-dihydro-retinoic acid, as
well as increased retinol in serum. It was also associated with the increase in all-frans-retinoic
acid biosynthesis in liver and with a drastic reduction of all-trans-retinoic acid metabolites in
both liver and serum.

The different patterns of expression of genes involved in the retinoid system, as well as the
different degree of alteration of retinoid concentrations, showed that the retinoid profile is
affected in a particular manner by factors such as those related to exposure to the xenobiotic
and biological ones, including the sex of the organism.



RESUMEN
“Alteracion del sistema retinoide por exposicion a xenobioticos”

El sistema retinoide es un sistema de regulacion celular con un papel crucial en muchos aspectos
de la vida, el desarrollo y la reproduccion. Cientos de retinoides han sido identificados,
incluyendo ésteres de retinilo, las formas de almacenamiento en higado; retinol, el principal
retinoide presente en la circulacion; retinal, implicado en la vision; acidos retinoicos, que
activan los receptores de retinoides; retinoides funcionales, como el acido 9-cis-4-oxo0-13,14-
dihidroretinoico, que activa el RAR y el 4cido 9-cis-13,14-dihidroretinoico, que activa el RXR;
asi como productos de biotransformacién encontrados en orina como retinoil-B-glucurénidos.
Todos ellos se encuentran en un amplio rango de concentraciones dependiente de la especie, el
sexo o el tejido, por lo que la eleccion del método de extraccion y analisis es critico segun el
caso.

La homeostasis del sistema retinoide puede verse alterada tras la exposicion a diversos
xenobidticos. Esta alteracion se ha asociado con efectos graves, como trastornos del desarrollo
neuroldgico, problemas de fertilidad y trastornos metabdlicos. Este trabajo se centra en los
efectos de cuatro xenobioticos sobre el sistema retinoide, tanto en las concentraciones como en
la expresion de genes involucrados en su regulacion. Concretamente, se utilizaron dos
retardantes de llama, el hexabromociclododecano (HBCD) y el decabromodifenil éter
(decaBDE), administrados durante 28 dias a ratas Wistar de ambos sexos a dosis comprendidas
entre 0.3 y 200 mg/kg pc/d para el HBCD y entre 1.87 y 30 mg/kg pc/d para el decaBDE; asi
como IMA-08401 y IMA-07101, precursores de los metabolitos del laquinimod y el
tasquinimod, respectivamente, dos farmacos inmunomoduladores potenciales activadores del
receptor arilo de hidrocarburos, con los que se expuso a ratas macho Sprague-Dawley a dosis
repetidas de 100 y 75 mg/kg pc/d, respectivamente, durante 5 dias.

La exposicion a HBCD se asoci6 con la induccion de la movilizacion de retinoides, como refleja
la reduccidn en los niveles de palmitato de retinilo y &cido 9-cis-4-oxo0-13,14-dihidroretinoico
en higado de ambos sexos. No se observaron cambios de acido todo-trans-retinoico en hembras,
mientras que se determind una induccion simultanea de la expresion génica de enzimas de
biosintesis (Adhl, AoxI o Aldhlal) y de biotransformacion (Cyp26al o Ugts). En machos, sin
embargo, la induccion de la biosintesis fue menos eficaz que en hembras, asociada a una
disminucion en la concentracion hepatica de acido todo-trans-retinoico.

Tras la exposicion a decaBDE, no se observd movilizacion de ésteres de retinilo, e incluso hubo
un ligero aumento de las concentraciones de palmitato de retinilo en hembras, acompafiado de
la induccion de la enzima lecitina-retinol aciltransferasa, que media la esterificacion de retinol.
Ni el retinol ni el acido 9-cis-4-oxo-13,14-dihidroretinoico se alteraron, pero si se indujo la
expresion hepatica de Crabpl y Cyp26al, efectos asociados a la biotransformacion del acido
todo-trans-retinoico y, por lo tanto, a la disminucion en la concentracioén hepatica de este, de
forma mas potente y eficaz en machos que en hembras.

Xi



El tratamiento con IMA-08401 y IMA-07101, indujo la movilizacion de retinoides desde el
higado, como refleja la disminucion de palmitato de retinilo y de &cido 9-cis-4-oxo-13,14-
dihidroretinoico hepético, asi como el aumento de retinol en suero. También se asocid al
incremento en la biosintesis de acido todo-frams-retinoico en higado y a una dréstica
disminucién de metabolitos del acido todo-#rans-retinoico tanto en higado como en suero.

Los diferentes patrones de expresion de genes implicados en el sistema retinoide, asi como el
distinto grado de alteracion de las concentraciones de retinoides, indicaron que el perfil
retinoide responde de una manera particular a diversos factores entre los que se encuentran los
relativos a la exposicion al xenobiodtico y los de caracter biologico, incluyendo el sexo del
organismo.
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1. INTRODUCCION

El sistema retinoide es un sistema de regulacion celular, que juega un papel crucial en muchos aspectos
de la vida, asi como durante el desarrollo (Mark et al., 2009) y la reproduccion (Clagett-Dame y

Knutson, 2011).

La homeostasis del sistema retinoide puede verse alterada tras la exposicion a diversos compuestos
quimicos, como los retardantes de llama polibromados (BFRs) (van der Ven et al., 2006, 2008a, 2008b,
2009; Novak et al., 2008, Nilsson y Hakansson, 2002). Asimismo, un sistema retinoide comprometido
se ha asociado con efectos graves, como trastornos del desarrollo neurolégico (Dickman et al., 1997),
problemas de fertilidad (Clagett-Dame y Knutson 2011) y trastornos metabolicos (Takahashi y Takasu,
2011, Trasino y Gudas, 2015).

Los BFRs se encuentran en todo tipo de muestras bioldgicas, incluido en humanos, debido a su uso
masivo y su caracter persistente y bioacumulable. De todos ellos, este trabajo se centra especialmente
en el decabromodifenil éter (decaBDE) y el hexabromociclododecano (HBCD) y sus efectos sobre el
sistema retinoide y el higado como principal 6rgano diana. Cada vez hay mas evidencias que apuntan a
que varios BFRs muestran un modo de accion alterador endocrino (EFSA, 2011a, b, ¢), interfiriendo en
el desarrollo durante la infancia, un periodo de tiempo especialmente sensible que depende de niveles
exactos de hormonas en momentos concretos (WHO, 2012). Sin embargo, los mecanismos moleculares

exactos que subyacen a la toxicidad de los BFRs atin no se han aclarado.

El correcto funcionamiento del sistema retinoide también puede ser alterado por exposicion a
compuestos activadores del receptor arilo de hidrocarburos (AhR). Entre ellos destacan las dioxinas,
siendo la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) la mas toxica y, por lo tanto, la considerada como
modelo de activador de dicho receptor (Van den Berg et al., 1998). Por otro lado, existen otros
compuestos que, siendo activadores del AhR, producen efectos deseables para el organismo, y
desempefian funciones vitales como desarrollo de la autoinmunidad o la diferenciacion celular, lo cual
posiciona a este receptor como una potencial diana de terapias farmacologicas para el tratamiento de
patologias en diferentes campos de la medicina (Zhu et al., 2014) al no provocar los efectos toxicos que

observamos tras la exposicion a dioxinas (Safe et al., 2013; Mahiout et al., 2017).
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2. SISTEMA RETINOIDE

Los retinoides llevan a cabo funciones criticas en numerosos procesos vitales del organismo (revisado

en Novak et al., 2008; Theodosiou et al., 2010; Brtko, 2011; Kedishvili, 2013), por ejemplo:

- Implicacién en el correcto desarrollo embrionario
- Regulacion de la expresion génica

- Activacion de genes supresores de tumores

- Mantenimiento del sistema inmune

- Mantenimiento del sistema reproductor

- Mantenimiento de las funciones visuales

- Diferenciacion, desarrollo y maduracion celular

- Desarrollo 6seo y crecimiento

Ademas, su alteracion se ha asociado a embriotoxicidad y teratogénesis en vertebrados (Novak et al.,
2008). Del mismo modo, el trastorno del sistema retinoide ha sido asociado con efectos adversos en el
sistema tiroideo (Mangelsdorf y Evans, 1995; Brtko et al., 2011), con diabetes, obesidad y otros
trastornos metabolicos (Wolf, 2010; Takahashi y Takasu, 2011; Trasino y Gudas, 2015), cancer (Shiota
et al., 2006; Shiota y Kanki, 2013), Alzheimer y trastornos del desarrollo neurolégico (Lee et al., 2009;
Elseay Williams, 2011; Hou et al., 2015) y espermatogénesis anormal y problemas de fertilidad (Chung
et al., 2009; Clagett-Dame y Knutson, 2011). Ademas, altas dosis pueden provocar efectos negativos
como pérdida de apetito y peso, irritabilidad, disfuncién renal o dolor de huesos y articulaciones

(Theodosiou et al., 2010) y teratogénesis (Rutledge et al., 1994; Armstrong et al., 1994).

El sistema retinoide estd formado por compuestos retinoides, proteinas de transporte, enzimas de
biotransformacion, transportadores y receptores nucleares. El término “retinoide” incluye tanto las
formas naturales de vitamina A, como otros analogos sintéticos del retinol (Blomhoff et al., 1991,
Blomhoff & Blomhoff, 2006). Ademas, estos se denominan isoprenoides poliénicos, ya que derivan de

precursores de isopreno (Figura 1)

AN

Figura 1 Isopreno



De hecho, segiin la nomenclatura de la [IUPAC (IUPAC, 1982), se considera que los retinoides son una
clase de compuestos consistentes en cuatro unidades de isopreno unidas entre si. Todos los retinoides
pueden derivarse formalmente de un compuesto monociclico principal que contiene cinco enlaces

dobles carbono-carbono y un grupo funcional en el extremo de la porcion aciclica.

Por consiguiente, la numeracion de los atomos dependeria del grupo funcional principal, lo que podria
causar cambios en la numeracion de las posiciones conforme el retinoide en cuestion se transforme, por
ejemplo, mediante las enzimas implicadas en su metabolismo. Asi, por conveniencia, la nomenclatura

aceptada de retinoides se basa en la numeracion de atomos de carbono que se muestra en la figura 2.
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Figura 2 Numeracion aceptada de atomos de carbono en la estructura de los retinoides

Sin embargo, actualmente, el término retinoide se refiere a la capacidad de activar un conjunto de
receptores y por lo tanto regular la expresion de genes que estan implicados en una serie de eventos

biologicos.

Entre las propiedades fisicoquimicas de los retinoides se encuentran su baja solubilidad en agua y su
alta solubilidad en grasas y disolventes organicos. Algunas formas retinoides son compuestos inestables,
con alta sensibilidad al oxigeno, a agentes oxidantes, metales, luz y a un ambiente excesivamente calido,
que pueden causar isomerizacion y degradacion de estas especies retinoides (Barua et al., 1998;
desarrollado en la seccion 2.1.1. Precauciones en el laboratorio). Las principales formas naturales de
vitamina A (Figura 3) se pueden clasificar en formas de almacenamiento (ésteres de retinilo), formas de
transporte (retinol) y formas funcionales, por ejemplo, acido todo-trans-retinoico, retinal y acido 9-cis-

4-0x0-13,14-dihidroretinoico (Blomhoff & Blomhoff, 2006).

La vitamina A y su compuesto de origen, el retinol, fue descubierta a principios del siglo XX (Semba,
2012), y el conocimiento de la mayoria de formas retinoides de origen biologico, asi como de las vias
metabolicas en las que estan implicadas, se ha ido perfeccionando desde entonces. Actualmente se

conoce multitud de formas retinoides (desarrollado en 11.6. Niveles de retinoides en muestras
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biologicas), no obstante todavia hay nuevos retinoides por descubrir. Un ejemplo es el mencionado
acido 9-cis-4-oxo-13,14-dihidroretinoico, su forma reducida o un ligando fisiolégico del RXR.
Diferentes estudios muestran que el acido 9-cis-4-oxo-13,14-dihidroretinoico estd presente en altas
concentraciones en higado y que puede ser un importante intermediario en la principal via metabolica

enddgena de la vitamina A (Schmidt et al., 2002; Schuchardt et al., 2009).

Por lo tanto, una mejor comprension del funcionamiento del sistema retinoide es imprescindible para
entender su papel en la salud y la enfermedad a lo largo de la vida, asi como en farmacologia, toxicologia

y medicina medioambiental.

—

[

3

COOH
Figura 3 Especies retinoides endogenas determinadas en el presente trabajo: 1) Retinol
2) acido todo-trans-retinoico 3) Palmitato de retinilo 4) acido 9-cis-4-oxo0-13,14-

dihidroretinoico

Los retinoides se adquieren a través de la dieta en forma de B-caroteno, retinol y ésteres de retinilo. Los
B-carotenos son transformados en retinol en el intestino por la enzima [,B-caroteno-15,15-
monooxigenasa (BCO-I), mientras que los ésteres de retinilo son convertidos en retinol por la familia

de hidrolasas de ésteres de retinilo (RES). A su vez, el retinol se une a la proteina celular de union a

5



retinol tipo II (CRBPII), que facilita su unién con la enzima lecitina-retinol aciltransferasa (LRAT),
cuya funcion es catalizar la esterificacion del retinol y dar lugar a ésteres de retinilo (Figura 4). Estos se
liberan desde el intestino, formando parte de quilomicrones, al sistema circulatorio portal, desde donde
pasan al higado. Una vez en los hepatocitos, los ésteres de retinilo son convertidos de nuevo en retinol
por las hidrolasas de ésteres de retinilo (REHs). El retinol unido a la proteina de union al retinol (RBP)
puede pasar a la circulacion formando el complejo transtiretrina-RBP-retinol (TTR-RBP-REOH) que

asegura su llegada a los tejidos diana, previniendo su filtracion por los rifiones (Theodosiou et al., 2010).
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Figura 4 Ingesta, absorcién y movilizacion de la vitamina A. Adaptado de Theodosiou et al., 2010.

Una vez dentro de las células diana, el retinol unido al CRBPI es transformado en retinal por la retinol
deshidrogenasa (RDH) por medio de una reaccion reversible (Figura 5), tras la que es transformado en
los isémeros del acido todo-trams-retinoico de forma irreversible por la retinal deshidrogenasa
(RALDH). Los isomeros del acido todo-trans-retinoico, al mismo tiempo, pueden ser transportados al
nicleo donde interaccionaran con los receptores nucleares o pueden ser metabolizados por los
citocromos P450 (CYPs), especialmente por CYP26, formando los metabolitos 4-oxo o 4-OH-acido
retinoico, carentes de actividad retinoide. E1 RAR (receptor del acido todo-frans-retinoico) y RXR
(receptor X retinoide) forman heterodimeros u homodimeros, que se unen a los elementos de respuesta
al acido todo-trans-retinoico y a otras formas retinoides, interviniendo en la regulacion de la expresion

génica (Novak et al., 2008).
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Figura 5 Metabolismo detallado de retinoides. ADH: alcohol deshidrogenasa; AhR: receptor arilo de
hidrocarburos; AhRR: represor del receptor arilo de hidrocarburos; ARNT: translocador nuclear del receptor arilo
de hidrocarburos; CAR: receptor constitutivo de androstano; CRABP: proteina celular de union a acido retinoico;
CRBP: proteina celular de unién a retinol; CYP: superfamilia del citocromo P450; LRAT: lecitina-retinol
aciltransferasa; NRs: receptores nucleares (p. ¢j.: PPAR: receptor activado proliferador de peroxisomas; o THR:
receptor de la hormona tiroidea); RA: acido retinoico; RAL: retinal; RALDH: retinal deshidrogenasa; RAR:
receptor del acido retinoico; RBP-TTR: complejo proteina de union al retinol — transtiretrina; RDH: retinol
deshidrogenasa; REH: hidrolasa de ésteres de retinilo; REOH: retinol; RXR: receptor X de retinoides; UGT: UDP-
glucuronosil transferasa. Las lineas discontinuas indican incertidumbres en el conocimiento actual

La mayoria de las funciones bioldgicas desempeiiadas por los retinoides estan mediadas por dos tipos
de receptores nucleares (RAR y RXR), excepto el sistema visual. Mientras que los RARs tienen afinidad
por el acido todo-trans-retinoico y por metabolitos como el acido 9-cis-4-0xo-13,14-dihidroretinoico,
los RXRs unen preferentemente acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico, aunque se especula que otras formas
retinoides pueden estar implicadas en la activacion de RXRs (Novak et al., 2008; Theodosiou et al.,

2010).



2.1. Determinacion de retinoides en muestras biologicas
Existe una serie de revisiones sobre la quimica analitica de los retinoides a las que se puede acudir para
una mayor documentacion en el campo (Wyss et al., 1995; Barua y Furr, 1998; Gundersen y Blomhoff,
2001; Gundersen, 2006; Kane, 2012). Sin embargo, a continuacion se proporciona una descripcion de
los métodos analiticos para la determinacion de los retinoides, en el que se detallan los estudios

publicados después de las revisiones mencionadas.

Aunque en la literatura se han descrito diferentes métodos analiticos, tales como cromatografia en capa
fina, cromatografia de gases, cromatografia de fluidos supercriticos y electroforesis capilar junto con
fluorescencia, quimioluminiscencia y detecciones electroquimicas, el foco centrado en métodos de
cromatografia liquida junto con deteccion ultravioleta y espectrométrica de masas proporciona una
mejor percepcion sobre los métodos mas adecuados para la deteccidon y cuantificacion de retinoides

enddgenos en muestras biologicas.

2.1.1. Precauciones en el laboratorio
La cadena de polieno de los retinoides los hace vulnerables a la luz, la oxidacion, los acidos y el calor
como se describe a continuacion y esta revisado en Wyss et al. (1995), Barua y Furr (1998), Gundersen

y Blomhoff (2001) y Gundersen (2006).

Los retinoides deben ser protegidos de fuentes naturales y de otras fuentes comunes de luz interior vy,
por lo tanto, a menudo se manipulan bajo luz por encima de 500 nm, es decir, luz amarilla tenue o roja
para evitar la isomerizacion. Para el almacenamiento, es preferible la utilizacion de recipientes de color
ambar y estos, a su vez, mantenerlos en la oscuridad. Ademas, las muestras biologicas deben protegerse
de la luz, aunque la isomerizacion fotoinducida de los retinoides en los tejidos y la sangre se produce en

menor medida en comparacion con las soluciones transparentes de retinoides en disolventes organicos.

Con respecto a la oxidacion, se recomienda la purga o burbujeo de las soluciones con argon o, si no se
dispone, con nitrégeno y, en cualquier caso, llenar los envases para reducir tanto como sea posible la
presencia de aire. Adicionalmente, a menudo se usaba hidroxitolueno butilado como un antioxidante en
soluciones madre para su almacenamiento a largo plazo. Sin embargo, este antioxidante puede ser
nocivo en el proceso de analisis, durante el cual se evita en la mayoria de los métodos actuales. En
cuanto a las muestras bioldgicas, en muchos casos, no es posible el analisis inmediato de los retinoides,

en cuyo caso los tubos con suero también se rellenan con argén o nitrogeno.



Los retinoides disueltos en disolventes organicos son estables durante horas a temperatura ambiente.
Para el almacenamiento a largo plazo de soluciones de retinoides, es preferible el uso de temperaturas
inferiores a -30 °C y, si es posible, a -80 °C. Cuando se recogen muestras biologicas, se recomienda
utilizar nitrégeno liquido para congelarlas y evitar la degradacion y almacenarlas a -80 °C. Un paso
critico es la homogenizacion (u otras técnicas de preparacion de muestras), durante la cual los tejidos
deben sumergirse en un bafio de hielo y deben extraerse inmediatamente, ya que los retinoides pueden

degradarse mediante enzimas endogenas y tioles.

Ademas, se deben evitar soluciones acidas para el almacenamiento de retinoides, ya que puede
producirse la isomerizacion y la hidrolisis de glucurdnidos u otros conjugados. Aunque la saponificacion
ha sido un método para hidrolizar los ésteres de retinilo en retinol, las soluciones alcalinas también

deben evitarse para el almacenamiento a largo plazo de los retinoides.

Por otro lado, los materiales de vidrio, plastico o acero utilizados con frecuencia en los laboratorios
pueden adsorber retinoides. Por lo tanto, se recomienda pirolizar el vidrio por encima de 450 °C para
volver a reticular los grupos silanol de su superficie y descontaminarlos de compuestos organicos

(Schmidt et al., 2003a).

En conjunto, ademas de aplicar las precauciones de laboratorio adecuadas, es necesario utilizar
estandares de retinoides para monitorear la preparacion de la muestra y el andlisis de retinoides en los

diferentes pasos del proceso y asi controlar la potencial degradacion de los retinoides.

2.1.2. Preparacion de la muestra
Existen varios métodos para el proceso de preparacion de muestras previo a la determinacion de
retinoides en el HPLC (revisado en Wyss et al., 1995; Barua y Furr, 1998; Gundersen y Blomhoff, 2001
y Gundersen, 2006). La mayoria de métodos estan enfocados en medir retinoides en sangre y tejidos,
pero también en comida, leche, cosméticos, formulaciones e incluso deshechos. Los volimenes de suero
necesarios para el analisis van desde decenas de microlitros a unidades de mililitro, siendo lo mas comtin
centenas de microlitro. Las cantidades de tejido varian desde decenas de miligramo a unidades de gramo.
Los tejidos procesados mas frecuentemente son higado y rifion, y en menor medida otros organos
procedentes de animales de experimentacion y humanos, entre los cuales esta cerebro, testiculos y tejido
adiposo. El andlisis de retinoides en tejidos requiere la homogenizacion de la muestra en agua, tampdon
o disolvente organico usando un homogeneizador tipo “potter” para tejidos blandos (como higado, rifién

o cerebro) o un homogeneizador mecanico para tejidos fibrosos (como pulmon o corazon).



Conviene tener en cuenta que el tejido en si mismo, la fase del desarrollo o la especie en ocasiones
restringe la cantidad de muestra disponible, como el caso de los 8 mg de prostata para el analisis de
isomeros del acido retinoico (Wang et al., 2001) o el uso de hasta 100 ejemplares de Daphnia para
acidos retinoicos (Venne et al., 2016) o 1000 embriones de Xenopus para metabolitos retinoides 4-oxo
(Blumberg et al., 1996), lo cual en muchos casos requiere un paso previo de concentracion de retinoides

antes de la cuantificacion (Apéndice 11.1).

Los retinoides objeto de estudio fueron ésteres de retinilo, retinol, isdmeros del acido retinoico asi como
metabolitos retinoides y derivados. En ese sentido, el método de extraccion depende directamente de la
polaridad del retinoide, para la cual el método tiene que estar especificamente optimizado (Apéndice

11.1).

Las muestras bioldgicas pueden ser procesadas de distinta manera: inyeccion directa tras centrifugacion
de muestras liquidas, precipitacion de proteinas, extraccion liquido-liquido, extraccion en fase solida y
extraccion en fase sélida automatizada on-line, para la cual se requiere un equipamiento mas sofisticado

(Apéndice 11.1).

La inyeccion directa de fluidos biologicos, como plasma, en el sistema de cromatografia puede llevarse
a cabo. Sin embargo, este proceso resta sensibilidad al resultado y, en muchos casos, puede alterar la
columna analitica e incrementar el riesgo de bloqueo de vias en el sistema HPLC, incluso después de la

centrifugacion. Aun asi es un tipo de procesado rapido que puede usarse en ciertos casos y aplicaciones.

La precipitacion de proteinas es un paso en el que las proteinas de la muestra biologica son precipitadas
por la adicién de un disolvente organico miscible en agua, como el acetonitrilo. Tras la centrifugacion,
los retinoides se disuelven en la fase liquida. La principal ventaja de la precipitacion de proteinas es que
es un paso rapido comparado con otras aproximaciones y reduce el riesgo de isomerizacion y
degradacion de retinoides. La desventaja es que una minima recogida de muestra precipitada puede
incrementar el riesgo de interferencias, a menos que se usen métodos altamente sensibles y selectivos,

como se discutira en la seccidon sobre espectrometria de masas.

La extraccion liquido-liquido se usa a menudo en los analisis de retinoides en los que un disolvente
organico inmiscible en agua, como el hexano o el cloroformo, se afiade a la muestra liquida o al tejido
homogenizado. Después de la mezcla y la centrifugacion, los retinoides pueden ser facilmente disueltos

en la fase organica para los siguientes pasos del proceso de analisis.

La extraccion en fase solida se lleva a cabo usando columnas con fases estacionarias como C18 o

aminopropilo, en las cuales se retienen los retinoides. Las columnas C18 retienen retinoides mas
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apolares, mientras que los compuestos polares son eluidos. Las columnas de aminopropilo,
intercambiadora de aniones, son las adecuadas para retener retinoides ionizados como acidos

carboxilicos, mientras que los retinoides apolares como retinol o ésteres de retinilo son eluidos.

Los sistemas de extraccion en fase solida automatizados reducen considerablemente el tiempo de
trabajo. Las extracciones liquido-liquido y en fase solida se combinan a menudo para purificar

adecuadamente las muestras bioldgicas para la determinacion de retinoides (Apéndice 11.1).

Tras ambas extracciones, se lleva a cabo la evaporacion del disolvente organico y la reconstitucion del
residuo seco en fase movil o en una solucion con baja capacidad de elucion para concentrar los retinoides
y mejorar la sensibilidad. Con frecuencia, la concentracion por evaporacion y reconstitucion se hace

después de la precipitacion de proteinas por el mismo motivo.

En muchos métodos se requirié una combinacion de los pasos descritos con tal de evitar interferencias
y alcanzar una sensibilidad 6ptima con la que lograr resolver problemas analiticos. Aunque los métodos
semi-automatizados de extraccion en fase solida estan disponibles, las laboriosas extracciones liquido-
liquido y en fase solida, junto con las etapas de evaporacion y reconstitucion, aumentan el riesgo de
artefactos, requieren altos volimenes de disolventes organicos y se consideran métodos que consumen

mucho tiempo, por lo que no son elegibles para analisis de rutina.

La extraccion automatizada on-line en fase solida puede realizarse tras la precipitacion de proteinas para
concentrar y limpiar la muestra y asi reducir las interferencias y aumentar la sensibilidad, mientras se
minimiza la isomerizacion y degradacion de los retinoides, tal y como se menciond anteriormente en el
apartado de precauciones de laboratorio (Apéndice 11.1). Siempre que las instalaciones disponibles en

el laboratorio proporcionen este tipo de equipo, esta seria probablemente la técnica a elegir.

2.1.3. Estandares de retinoides y calibracion
2.1.3.1. Estandares
Los estandares retinoides se usan para la identificacion y cuantificacion, entre ellos, acido todo-trans-
retinoico, acido 13-cis-retinoico, acido 9-cis-retinoico, todo-trans retinol, 13-cis-retinol y todo-trans-
palmitato de retinilo. Para tal fin, los retinoides son sintetizados a partir de precursores disponibles por
medio de reacciones quimicas, por irradiacion de luz o tomados directamente de fuentes naturales
(revisado en Wyss et al., 1995; Barua & Furr, 1998; Gundersen y Blomhoff, 2001; Gundersen, 2006 y
Kiser et al., 2014).
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Para lograr analisis exactos y precisos, la cuantificacion de retinoides requiere un estandar interno que
contribuya a aumentar la robustez del analisis. La seleccion de este dependera de muchos factores, tales
como el tipo de muestra, el protocolo de extraccion de retinoides, las condiciones cromatograficas o la

técnica de deteccion.

Algunas de las caracteristicas que debe cumplir un estandar interno son las siguientes:

- Debe ser lo mas similar posible al retinoide en estudio.

- Debe estar bien resuelto durante la cromatografia para la identificacion UV.

- Debe ser el retinoide estructuralmente relacionado y marcado con isotopo estable para co-eluir
con el analito para la deteccion por espectrometria de masas.

- No debe estar presente en la muestra.

El estandar interno usado mas frecuentemente para retinoides apolares, como ésteres de retinilo y retinol,
es el acetato de retinilo, aunque también se han usado compuestos como el retinil nonanoato (Apéndice
11.2).

Para compuestos polares, como el acido retinoico y sus analogos, el retinoide aromatico TMMP-acido
retinoico (acitretina) o uno de sus isémeros cis, es afiadido como estandar interno (Apéndice 11.2). Para
espectrometria de masas, es preferible el uso de retinoides marcados con isétopos estables, como se

describira en la seccion de espectrometria de masas.

2.1.3.2. Calibracion
La calibracion y cuantificacion por el método del estandar interno es preferible sobre la del estandar
externo. Para garantizar una medida adecuada, deben tenerse en cuenta algunas consideraciones,
incluyendo los retinoides objeto de estudio, la matriz de la muestra y la técnica de identificacion. A

continuacion se proporcionan algunas recomendaciones (revisado en Wyss et al., 1995; Barua & Furr,

1998; Gundersen y Blomhoff, 2001 y Gundersen, 2006).

- Los retinoides deben medirse espectrofotométricamente antes de su uso como estandares. En
este sentido, el disolvente seleccionado juega un papel crucial, puesto que sus caracteristicas
pueden implicar variaciones criticas en la absorbancia méxima y, por tanto, en la concentracion

del retinoide.
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Los retinoides estan normalmente unidos a transportadores o proteinas de unioén en condiciones
fisioldgicas (acido retinoico con CRABPs o alblimina, retinol con CRBPs o RBP, ésteres de
retinilo con quilomicrones y lipoproteinas).

Dada la gran variedad de matrices en las cuales podemos encontrar retinoides, una manera de
mantenerlos en solucion y evitar su agregacion al recipiente y su consiguiente degradacion, es
afiadir a la solucion un 1% de albumina libre de acidos grasos en tampoén fosfato (PBS).

Los retinoides seleccionados para realizar la curva de calibrado deberian ser los mismos que los
retinoides objeto de estudio, a menos que estos no estén a la venta ni puedan ser sintetizados en

laboratorio.
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Tabla 1 Peso molecular, absorbancia méaxima y coeficiente de extinciéon molar.

Retinoide Pm (?1“;:;() g E™!™  Retinoide Pm ():11:1,() £ E!% 1em
at-ROH (vitamina A) 286.46 325 48305 1689 9-cis-Retinoil-p-glucurénido 476.56 353

13-cis-ROH 286.46 328 51770 1810 5,6-Epoxy-RA 316.44 338 45280 1442
11-cis-ROH 286.46 319 34890 1220 5,8-Epoxy-RA 316.44 298 39470 1257
11,13-di-cis-ROH 286.46 311 29240 1024 3-OH-RA (Ro-14-7627/000) 316.44 355

9,13-di-cis-ROH 286.46 324 39500 1379 at-4-Oxo-RA 31443 360 58220 1854
9-cis-ROH 286.46 323 42300 1477 13-cis-4-Oxo-RA 31443 361 39000 1242
at-4-Oxo-ROH 301.44 347 at-4-Oxo-Retinoil-B-glucurénido 491.55 364

at-3-OH-ROH 302.45 325 13-cis-4-Oxo-Retinoil-B-glucurénido  491.55 367

5,6-Epoxy-ROH 30245 310 73140 2422 9-cis-4-Oxo-Retinoil-B-glucurénido  491.55 356

5,8-Epoxy-ROH 302.45 278 53390 1768 Acitretina (TMMP-RA) 326.44 361 41400 1270
at-3,4-Didehidro-ROH 284.44 350 41320 1455 13-cis-Acitretina 32644 361 40450 1241
(vitamina A,) at-RAL 284.44 383 42880 1510
13-cis-3,4-didehidro-ROH 284.44 352 39080 1376 13-cis-RAL 284.44 375 35500 1250
9-cis-3,4-didehidro-ROH 284.44 348 32460 1143 11-cis-RAL 284.44 380 24935 878
9,13-Di-cis-3,4-didehidro-ROH 284.44 350 29950 1030 11,13-di-cis-RAL 284.44 373 19880 700
a-ROH 286.45 311 47190 1650 9,13-di-cis-RAL 284.44 368 32380 1140
14-Hidroxi-4,14-retro-ROH 302.46 348 53960 1785 9-cis-RAL 284.44 373 36100 1270
at-acetato de retinilo 328.5 325 51180 1560 at-3,4-didehidro-RAL 282.4 401-314 41450 1470
at-palmitato de retinilo 5249 325 49260 940 9-cis-3,4-didehidro-RAL 2824 391-315

Anhydroretinol 268.44 371 97820 3650 13-cis-3,4-didehidro-RAL 282.4 395-314
Anhydrovitamina A, 370 79270 2980 11,13-Di-cis-3,4-didehidro-RAL 282.4  386-269

Retinil metil ether 300.48 328 49800 1660 3-OH-RAL 30043 379

TMMP-ROH 316.48 325 49800 1596 4-Ox0-RAL 299.43 381

at-RA (tretinoina) 300.42 350 45300 151 5,6-Epoxy-RAL 30043 365 45330 1511
13-cis-RA (isotretinoina) 3004 354 39750 1325 a-RAL 30043 368 48800 1720
11-cis-RA 30042 342 Etretinato 354.49

11,13-Di-cis-RA 30042 346 25890 863 Arotinoide (TTNPB) 348.49

9,13-Di-cis-RA 30042 346 34450 1150 TTNN 358.48

9-cis-RA 30042 345 36900 1230 AM 580 351.45

at-3,4-didehidro-RA 298.43 370 41570 1395

(vitamina A, acida)

13-cis-3,4-didehidro-RA 298.43 372 38740 1300

9-cis-3,4-didehidro-RA 298.43 369 36950 1240

9,13-Di-cis-3,4-didehidro-RA ~ 298.43 366 32990 1107

a-RA 300.44 340 33000 1100
at-Metilretinoato 314.46 354 44340 1415
13-cis-Metilretinoato 314.46 359 38310 1220
at-Retinoil-B-glucurénido 476.56 360 50700 1065

13-cis-Retinoil-B-glucurénido ~ 476.56 369

Adaptado de Gundersen & Blomhoft, 2001 y recopilado de Barua & Furr, 1998; Gyorgy & Pearson, 1967; Wingerath et al., 1999;
Barua & Barua, 1966; Sporn et al., 1994. ROH, retinol; RAL, retinal; RA, 4cido retinoico; Pm, peso molecular.
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2.1.4. Condiciones cromatograficas
Al igual que sucede con la extraccion de retinoides, la eleccion de las condiciones cromatograficas para
una separacion adecuada de retinoides depende de los analitos de interés entre la amplia diversidad de
especies retinoides, incluyendo ésteres de retinilo, retinoles, retinales, acidos retinoicos y sus
correspondientes metabolitos oxidados y conjugados de biotransformacion de fase II (revisado en Wyss
et al., 1995; Barua & Furr, 1998; Gundersen y Blomhoff, 2001 y Gundersen, 2006; y detallado en
Apéndice 11.3). Por lo tanto no hay un método que permita la determinacion simultanea de todos los
potenciales retinoides encontrados en muestras bioldgicas. A menudo los métodos se centran o bien en
compuestos mas apolares como ésteres de retinilo y retinoles, o bien en compuestos mas polares como
los isomeros y metabolitos del acido retinoico, ya que las condiciones cromatograficas tienen que
seleccionarse para permitir la separacion de compuestos estructuralmente relacionados en un tiempo de
analisis razonable, y al mismo tiempo evitar interferencias, para lo cual la preparacion de la muestra
puede ser un paso critico como se describe en la seccion sobre la Preparacion de la muestra). Hay que
destacar el hecho de que las concentraciones de retinoides en una muestra bioldgica pueden diferir en
ordenes de magnitud, razon por la cual la separacion es una tarea cromatografica decisiva para lograr la

cuantificacion de retinoides.

Aunque los métodos basados en cromatografia liquida en fase normal estan disponibles y son adecuados
para la separacion de isomeros de retinol y retinal en sangre, tejidos, comida y leche, la mayoria de
métodos estan basados en separacion de retinoides en fase reversa (Apéndice 11.3). Ademas, los
métodos en fase reversa pueden acoplarse a espectrometria de masas. La mayoria de métodos
cromatograficos en fase reversa hacen uso de columnas de octadecilsilano (C18), aunque también se
han usado otras columnas, como las C30 o C8. Ademas, las columnas C18 mostraron una mayor
eficiencia para separar metabolitos de acido retinoico oxidados, mientras que las columnas de
alquilamida fueron optimas para la separacion de isomeros criticos de acido retinoico (Apéndice 11.3).
Con respecto a la fase movil, la separacion se llevd a cabo usando tanto condiciones isocraticas como
de gradiente. Una separacion isocratica proporciona una mejor resolucion de los isomeros, mientras que
los gradientes permiten la separacion de una gama mas amplia de retinoides en un tiempo reducido. Las
condiciones isocraticas, ademas, permiten lineas de base horizontales, preferibles para las detecciones
UV o electroquimicas. Sin embargo, los gradientes se implementaron con éxito para la deteccion de UV

en una serie de métodos (Apéndice 11.3).

Dependiendo de la complejidad de la muestra y del nimero de analitos que se estén evaluando, los
tiempos de andlisis oscilaron entre pocos minutos hasta aproximadamente 1 hora de analisis por muestra,
siendo notable el nimero de métodos que requerian mas de 30 o 40 minutos para permitir una separacion

apropiada (Apéndice 11.3).
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2.1.5. Deteccion UV
En muchos casos, la deteccion ultravioleta ha sido la técnica elegida para la identificacion de retinoides,
ya que la cadena de polieno conjugada absorbe fuertemente a longitudes de onda entre 300 y 400 nm
(Tabla 1). Aunque otras técnicas como la fluorescencia y las detecciones electroquimicas se han
utilizado debido a su selectividad, la deteccion por ultravioleta fue superior en términos de sensibilidad
para la determinacion de retinoides y decisiva para la identificacién de acidos retinoicos, con débiles
propiedades de fluorescencia, a niveles endogenos (revisado en Wyss et al., 1995; Barua y Furr, 1998;

Gundersen y Blomhoff, 2001 y Gundersen, 2006; y detallado en el Apéndice 11.4).

Tanto los detectores de longitud de onda variable como los de diodo han sido usados para la deteccion
ultravioleta de retinoides, logrando limites de deteccion y cuantificacion a concentraciones inferiores a
1 pmol/mL o pmol/g. Por lo tanto, estos métodos se aplicaron para la cuantificacion de retinoides en
suero, tejidos, alimentos, leche, cosméticos y formulaciones y desechos (Apéndice 11.4). Los detectores
de diodo se usaron tanto a longitudes de onda fijas como en modo escaner. Las longitudes de onda
fijadas proporcionan una mayor selectividad, mientras que el modo escaner permite obtener informacion
adicional, junto con los tiempos de retencion, en la identificacion de retinoides. Sin embargo, la relacion
de absorbancia a longitudes de onda fijadas también se utilizo para la identificacion de retinoides y/o
para la evaluacion de potenciales interferencias (Apéndice 11.4). La cromatografia liquida y la deteccion
ultravioleta para la cuantificacion de retinoides es la técnica elegida en laboratorios que carecen de

equipos mas sofisticados, como la espectrometria de masas.

2.1.6. Espectrometria de masas
La espectrometria de masas en tindem es la técnica para la cuantificacion de retinoides con mayor
potencial en términos de desarrollo y aplicacion para nuevos metabolitos de retinoides a concentraciones
endogenas por debajo de los pmol/mL o pmol/g. Aunque los métodos basados en espectrometria de
masas han sido revisados por Wyss et al. (1995); Barua y Furr (1998); Gundersen y Blomhoft (2001);
Gundersen (2006) y Kane, (2012), recientemente han sido publicados métodos detallados en el apéndice

11.5.

Dado que la ionizacion en el espectrometro requiere tampones volatiles, el Apéndice 11.5 proporciona
informacion sobre las condiciones cromatograficas y de espectrometria de masas. La ionizacion de los
retinoides se realiza a menudo mediante ionizacion por electroespray (ESI) o ionizacion quimica a
presion atmosférica (APCI). En general, la APCI logré una mejor sensibilidad al tiempo que minimizo
la supresion de iones comparada con la ESI. En particular, el APCI positivo es el optimo para la

determinacion de isdmeros de acido retinoico, mientras que el ESI negativo mostrd ventajas para la

16



determinacion de metabolitos de acido retinoico oxidados. Es preferible el uso de columnas de calibre
ancho para la APCI, ya que la sensibilidad depende de la cantidad del fragmento que llega al detector.
Cabe destacar que los diferentes métodos de trabajo de los equipos afectan a la ionizacion, por lo cual
es muy recomendable la optimizacion de las condiciones de espectrometria de masas cuando se
reproduce un método de otro laboratorio. Para evitar la supresion de sefial, al mismo tiempo que se
mejora la cuantificacion, se afiade un isdtopo marcado del retinoide estudiado en la etapa de preparacion

de la muestra (Apéndice 11.5).

Teniendo en cuenta que los pesos moleculares de los retinoides, por ejemplo, 286,5 g/mol para el retinol,
300,4 g/mol para el acido retinoico y 476,6 g/mol para el retinoil-p-glucurénido, se encuentran dentro
de un rango muy prevalente de pesos moleculares entre compuestos enddgenos, y que las muestras
bioldgicas contienen altos niveles de lipidos, es probable que sucedan interferencias en la espectrometria
de masas y en menor medida en la espectrometria de masas en tandem. En cualquier caso, de manera
similar al enfoque con DAD en la deteccion de ultravioleta, monitorizar varias transiciones de masa
usando la espectrometria de masas en tandem mejora notablemente la selectividad del método aunque

pierde sensibilidad (Apéndice 11.5).

Por lo tanto, la limpieza de la muestra y la cromatografia son fundamentales para evitar artefactos para
los retinoides funcionales presentes en muestras biologicas a niveles de pmol/mL o de pmol/g. Ademas
de las interferencias endogenas, la separacion cromatografica de isdmeros cis y trans es necesaria para
la deteccion por espectrometria de masas, ya que la identificacion esta basada en las mismas transiciones
de masa. De forma similar, los ésteres de retinilo perderan el acido graso para el que se seleccionara un
m/z de 269 para retinoles y ésteres de retinilo y, por lo tanto, se requiere una separacion cromatografica
previa para su determinacion. Alternativamente, las ionizaciones basadas en la ionizacién por desorcion
laser (LDI) y la ionizacion por desorcion por laser asistida por matriz (MALDI) generan diferentes iones
radicales (M) (Gundersen, 2006) y por lo tanto la separacion cromatografica no es estrictamente
requerida, aunque recomendada. Los tiempos de ejecucion de los métodos de espectrometria de masas
son mas cortos que los de la deteccion ultravioleta, en parte debido a la mayor selectividad de los
espectrometros de masas en tandem, lo que evita las interferencias por co-elucion, y por el uso de
cromatdgrafos mas sofisticados como la cromatografia liquida de rendimiento ultra alto (UHPLC), que

permite mayores flujos y presiones en el sistema (Apéndices 11.4-11.5).

En general, los limites de cuantificacion basados en espectrometria de masas son ligeramente inferiores
a los de la deteccion ultravioleta. Sin embargo, algunos de los métodos revisados basados en
cromatografia liquida y espectrometria de masas en tindem llevados a cabo utilizando espectrometros
de triple cuadrupolo, proporcionaron los limites de deteccion mas sensibles (Apéndice 11.4-11.5). Esos

limites de deteccidon sensibles son criticos cuando se miden retinoides en cantidades limitadas de
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muestras (Apéndice 11.4-11.5). Ademas, los espectrometros que monitorizan las transiciones de masa
de fragmentacion proporcionan informacion relevante para la identificacion de nuevos retinoides

enddgenos y/o metabolitos.

2.2. Concentraciones en tejidos

Cientos de retinoides han sido identificados en experimentos tanto in vitro como in vivo, incluyendo
ésteres de retinilo, las formas de almacenamiento en higado; retinol, el principal retinoide presente en
la circulacion; retinal, implicado en la vision; acidos retinoicos, que activan los receptores de retinoides;
retinoides funcionales, como el acido 9-cis-4-0x0-13,14-dihidroretinoico, que activa el RAR y el acido
9-cis-13,14-dihidroretinoico, que activa el RXR; asi como productos de biotransformacion encontrados
en orina como retinoil-B-glucurénidos (Wyss et al., 1995; Barua y Furr, 1998; Gundersen y Blomhoff,
2001; Gundersen, 2006; Kane, 2012; de Lera et al., 2016).

Estos retinoides se encuentran en un amplio rango de concentraciones, el cual depende de la propia
naturaleza del retinoide, de la especie, el sexo, la fase del desarrollo del organismo, el 6rgano y la ingesta
de precursores de la vitamina A en la dieta (Apéndice 11.6). Los principales retinoides encontrados en

muestras biologicas y sus respectivas concentraciones se describen en el apéndice 11.6.
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3. RETARDANTES DE LLAMA BROMADOS

Los retardantes de llama bromados (BFRs) son un tipo de compuestos quimicos afadidos a los
materiales tales como plasticos, textiles o elementos eléctricos y electronicos para retrasar el proceso de
combustion y propagacion del fuego (Harrad et al., 2010). Existen diferentes clases de BFRs, como por
ejemplo el hexabromociclododecano (HBCD) y los polibromodifenil éteres, entre los que se encuentra

el decabromodifenil éter (decaBDE). Dichos BFRs se describen en las secciones 3.1y 3.2.

3.1. Hexabromociclododecano
3.1.1. Propiedades fisico-quimicas
El 1,2,5,6,9,10-HBCD corresponde con un compuesto ciclico de 12 carbonos al que se unen seis atomos
de bromo (Br), con formula quimica Ci2H;sBre (Figura 6), y masa molecular de 641.7 g/mol. Su estado
fisico es un sélido blanco inodoro a temperatura ambiente con una densidad de 2,38 g/cm?, una presion
de vapor de 6,3-107° Pa (21 °C) y un coeficiente de reparto octanol/agua (Kow) de 10%%? (log Kow = 5,62),
para la formulacion técnica. Concretamente el HBCD, se comercializa en formulaciones técnicas
(nimeros CAS 25637-99-4 y 3194-55-6) con 16 estereoisomeros teoricos de los que solamente 8§ se han

cuantificado y constituyen 5 diastereoisomeros.

Los tres diastereoisomeros principales, alfa (o), beta () y gamma (y) se encuentran en una proporcion
de 70-95% para y-HBCD y 5-30% para a- y f-HBCD. Los tres son quirales por lo que contienen un par
de enantiomeros cada uno. Los dos diastereoisomeros restantes, 6- y e-HBCD, son aquirales y se
encuentran en bajas proporciones (0,5 y 0,3%, respectivamente) (ECB, 2008). La solubilidad en agua

depende del diastereoisomero, siendo de 48.8, 14.7 y 2.1 pg/L para a-, B- y y-HBCD, respectivamente.

.m\\\\Br Br Br BI’/////,,,,

B

a-HBCD B-HBCD v-HBCD

Figura 6 Diastereoisémeros principales del hexabromociclododecano (HBCD)

Br
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3.1.2. Usosy produccion
El HBCD esta en el mercado mundial desde la década de 1960, pero su uso en la produccion de
materiales de poliestireno ignifugos comenz6 en la década de 1980 (ECB, 2008). E1 HBCD es el tercer
BFR mas utilizado, después del tetrabromobisfenol A (TBBPA; mas de la mitad del mercado), y el
decaBDE (Morose, 2006).

El HBCD es altamente eficaz a bajas concentraciones, y se afiade en la espuma de poliestireno expandido
(EPS) y la espuma de poliestireno extruido (XPS). EPS y XPS se utilizan principalmente como
componente de placas de aislamiento térmico en la construccion, que contienen aproximadamente 0,5%
en peso de HBCD en el producto final (Morose, 2006). E1 HBCD también puede ser utilizado como
retardante de llama en el revestimiento de textiles para muebles tapizados, donde la maxima
concentracion de HBCD puede llegar al 30% (Morose, 2006; ECHA, 2009). Ademas, el HBCD se utiliza
en la produccion de poliestireno de alto impacto (HIPS) destinado a aparatos eléctricos y electronicos
tales como equipos audio-visuales, y en algunas aplicaciones de alambre y cable (Morose, 2006; ECHA,
2009). Finalmente, menos del 1% de la utilizacion comercial y de consumo total de HBCD es para los

tejidos, textiles y prendas de vestir.

La formulacion técnica comercial del HBCD alcanzé una produccion anual global de 16.700 toneladas
en 2001. La mayor parte del consumo fue de la UE con 9500 t (57%). La produccion mundial de HBCD
se elevo a 22.500 t en 2007, donde el amplio consumo de la UE, de 11.600 t (51.6%), seguia
constituyendo la mayor parte de la demanda mundial (ECHA, 2009).

3.1.3. Regulacion
Debido a su persistencia en el medio ambiente, bioacumulacion, biomagnificacion en la cadena trofica
y toxicidad, asi como por su transporte, la Convencion de Estocolmo sobre contaminantes organicos
persistentes (POP) decidi6 registrar el HBCD en el Anexo A (Convencion de Estocolmo, 2013), lo que
supone la obligacion de prohibir la fabricacion y uso del HBCD a corto plazo. Asi, el HBCD es
considerado como una sustancia extremadamente preocupante y, en consecuencia, su produccion y uso
a partir de ese momento deben estar sujetos a autorizacion, la cual se concedera siempre y cuando se
considere que los beneficios socioeconomicos compensen los riesgos para la salud humana o el medio
ambiente y no hayan sustancias o tecnologias alternativas adecuadas (ECHA, 2009). De tal manera que,
aunque el HBCD se ha clasificado como POP, su uso en espumas de poliestireno para aislamiento en la

construccion debera estar completamente restringido antes del 2024 (Convencion de Estocolmo, 2013).
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Por otro lado, la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos llegd a la conclusion de que la
toxicidad del HBCD necesita ser evaluada con mayor profundidad para caracterizar los riesgos de salud
relacionados con su exposicion a nivel ocupacional y de consumo, incluyendo la exposicion de la
poblacion general a través de la ingestion de particulas de HBCD liberadas en el medio ambiente (US

EPA, 2015).

3.1.4. Exposicion
Como resultado de su liberacion al medio ambiente, su persistencia y bioacumulaciéon y como
consecuencia de ello su biomagnificacion en los organismos vivos (Stockholm Convention, 2013; Koch
et al., 2015) se pueden detectar niveles de HBCD en todas las matrices del medio ambiente (EFSA,
2011a, b).

En los seres humanos hay dos vias principales de exposicion al compuesto (Fromme et al., 2016). Una
de ellas es la dieta, siendo especialmente significativos aquellos alimentos de origen animal con alto
contenido en lipidos (Covaci et al., 2006). Una vez alcanza el tracto gastrointestinal, el HBCD alcanza
la circulacion para, finalmente, distribuirse al resto de tejidos del organismo. Un estudio sobre
exposicion a través de la dieta en poblacion noruega mostré unos niveles de exposicion de 0.3 ng/kg
p.c./dia, cuyo origen se debe principalmente al consumo de pescado rico en grasas (Knutsen et al., 2008;
Fromme et al., 2016). En otro estudio realizado sobre poblacion holandesa con un alto consumo en
pescado y moluscos, se estimo una ingesta de 0.12 ng/kg p.c./dia. Se encontraron valores similares en
estudios relacionados en Francia y en Suecia, con 0.21 y 0.14 ng/kg p.c., respectivamente (Rivicre et
al., 2014; Tornkvist et al., 2011; Fromme et al., 2016); y superiores en estudios realizados en Bélgica,
Reino Unido y Espafia, concretamente ingestas de 0.99, 5.9 y 2.6 ng/kg p.c., respectivamente (Goscinny
etal., 2011; FSA, 2006; Eljarrat et al., 2014; Fromme et al., 2016). La segunda via de entrada del HBCD
es a través de particulas liberadas de materiales que contienen HBCD (3.1.2. Usos y produccion). Un
estudio en el que se evalud la concentracion en diferentes ambientes, demostrd que este retardante de
llama es mas abundante en el interior de edificios y medios de transporte, que al aire libre (Abdallah et

al., 2008).

Por otro lado, la exposicion es especialmente relevante durante la infancia, al permanecer largos
periodos de tiempo en contacto con el suelo y transferirse particulas desde las manos, los juguetes u
otros materiales a la boca (Covaci et al., 2006), lo que provoca una exposicion mas alta a HBCD: la
ingesta diaria estimada de HBCD en edad infantil es de 403,8 ng/dia y 1473,1 ng/d, en comparacion con
los 131 ng/d y 328,7 ng/d para los adultos, en escenarios de entrada de particulas media y alta para cada
grupo, respectivamente (Abdallah et al., 2008). Esta diferencia por edades también se puso de manifiesto

en otros estudios donde se estimaron ingestas diarias de HBCD, entre 1.9 ng/kg p.c. y 7.6 ng/dia en edad
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infantil, frente a 0,15 ng/kg p.c. y 6.0 ng/d en edad adulta en poblacion alemana y sueca respectivamente
(Fromme et al., 2016; de Wit et al., 2012). Un estudio de cohorte que compar¢ la ingesta por distintas
vias entre madres e hijos corroboro esta tendencia: se estimaron valores medios de ingesta de 11 y 3.4
ng/dia procedentes de la dieta y a través del polvo en madres, respectivamente; frente a 5 y 6.9 ng/dia
en edad infantil (Sahlstrém et al., 2014). Como se puede observar, a través de la dieta, la ingesta es

mayor en las madres, mientras que a través del polvo, es mayor en edad infantil.

No disponemos de informacion suficiente sobre la tendencia en las concentraciones del HBCD en
muestras humanas. De hecho, para llevar a cabo una evaluacion adecuada de la situacion actual de los
retardantes de llama, es necesaria una recopilacion de datos exhaustiva que permita trazar tendencias
temporales en lo que respecta a las concentraciones detectadas en las distintas matrices entre paises

(Law et al., 2014).

Como consecuencia de la exposicion, se han detectado niveles de HBCD en suero (Rawn et al., 2014b;
Thomsen et al., 2008), tejido adiposo humano (Malarvannan et al., 2013), leche materna (Shi et al.,
2013; Asante et al., 2011), higado y placenta (Rawn et al., 2014a). Ademads, los resultados
toxicocinéticos sugieren que el HBCD se absorbe facilmente y se distribuye rapidamente a los diferentes
tejidos cuando la exposicion es por via oral, con una vida media estimada de 64 dias en el tejido adiposo

(Geyer et al., 2004).

3.1.5. Efectos sobre la salud
Seglin su clasificacion y etiquetado del HBCD, es susceptible de perjudicar la fertilidad o dafiar al feto

(H361), pudiendo incluso causar dafio a lactantes (H362) (Figura 7) (ECHA, 2008).

Figura 7 Pictograma para la clasificacion y etiquetado de

HBCD como peligroso para la salud (ECHA, 2008).
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La clasificacion y etiquetado de HBCD obedece a los efectos observados en animales de
experimentacion expuestos a este retardante de llama, entre los cuales destacaron las alteraciones
neuroendocrinas y la toxicidad en el desarrollo, relacionados ambos con la alteracion del sistema
tiroideo; asi como efectos adversos en el higado, la fertilidad y el sistema inmune (van der Ven et al.,
2006; EFSA, 2011a). Estas observaciones se consideraron relevantes para la evaluacion de riesgo para

la salud humana (EFSA, 2011a).

Para llevar a cabo la caracterizacion del riesgo, las autoridades reguladoras estimaron los margenes de
exposicion (MOEs) para distintos sectores de poblacion Europea, clasificados por edad y/o exposicion
al HBCD. El Panel de la EFSA sobre Contaminantes en la Cadena Alimentaria (CONTAM) considero
la alteracion del comportamiento debido a defectos en el neurodesarrollo como una observacion critica
y, en relacion a ella, establecidé un valor de carga corporal de 0.79 mg/kg p.c. en el modelado de la
relacion dosis-respuesta. Aunque en poblacion general se considerd un riesgo aceptable, los lactantes,
el grupo mas expuesto con una exposicion diaria de 0.60 - 213 ng/kg p.c., mostraron valores de MOEs
que variaron desde los 5000 a los 14, siendo este ultimo un valor muy cercano al 8, considerado el limite

a partir del cual la exposicion supone un riesgo para la salud (EFSA, 2011a).

3.1.5.1. Estudios en humanos
Disponemos de un niimero insuficiente de trabajos en los que se estudie su efecto en humanos. Un test
de sensibilizacion dérmica no provoco reaccion en ninguno de los sujetos sobre los que se aplico (ECB,
2008) y otro estudio evaluo la relacion entre la presencia de HBCD en la leche materna y los niveles de
TSH, en ausencia de relaciones estadisticamente significativas (Eggesbg et al., 2011). También se
evaluo la relacion entre la concentracion de BFRs y los niveles hormonales séricos en hombres. Los
resultados mostraron una correlacion inversa entre la exposicion a HBCD vy la globulina de unién a
hormonas sexuales (SHBG), y directa con el indice de androgenos libre, calculado como la relacion de
testosterona frente a SHBG (Johnson et al., 2013). Por otro lado, un estudio con adolescentes investigo
las asociaciones entre los niveles séricos de varios retardantes de llama y el rendimiento cognitivo, asi
como con los niveles séricos de hormonas tiroideas. Sin embargo, el HBCD no mostré asociaciones
consistentes ni con el rendimiento en las pruebas neurocomportamentales, ni con los niveles hormonales
(Kicinski et al., 2012). No obstante, se precisan de mas estudios en humanos, por lo que se utilizaron

los estudios en animales de experimentacion para caracterizar la toxicidad del HBCD.

3.1.5.2. Estudios experimentales
La toxicidad aguda provocada por exposicion a HBCD es muy baja. Concretamente, la dosis letal oral

es mayor de 20 g/kg p.c. en ratas y mayor que 40 g/kg p.c. en ratones (ECB, 2008; EFSA, 2011a).
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Tras la exposicion a HBCD se observaron efectos en la glandula tiroides y su funcionamiento:
hiperplasia, aumento de peso de la glandula, disminucién de las hormonas T3 y T4 (van der Ven et al.,
2006) e incremento de la TSH, asi como hipertrofia de las células foliculares en estudios de 28 y 90 dias
(ECB, 2008). En estudios de desarrollo se detectaron efectos similares en la descendencia (Saegusa et
al., 2009; EFSA, 2011a) y tanto en la descendencia como en la generacion FO en estudios de dos

generaciones (Ema et al., 2008; EFSA, 2011a).

Otra de las dianas principales del HBCD es el higado. Se observé un incremento del peso del higado en
ratas tratadas con HBCD durante 28 dias con dosis desde 23 mg/kg p.c./dia en hembras (CEDL en van
der Ven et al., 2006), durante 90 dias desde 100 mg/kg p.c./dia tanto en hembras como en machos y en
todas las generaciones (Ema et al., 2008; EFSA, 2011a). Este incremento de peso podria explicarse por

el incremento en la induccion enzimatica, efecto también relevante para el ser humano.

Los examenes histopatologicos mostraron induccion del reticulo endoplasmico hepatico en ratas hembra
(van der Ven et al., 2006), compatible con la induccion de CYP3A en hembras y CYP2B en machos
(Germer at al., 2006, ECB, 2008), y una acumulacion de depositos de lipidos en ambos sexos (ECB,
2008). En un estudio de carcinogenicidad de 18 meses en ratones, se observo hinchazon de hepatocitos,
degeneracion, necrosis, formacion de vacuolas, depositos de lipidos focales, aunque las relaciones dosis-

respuesta no fueron monotonicas (Ema et al., 2008; EFSA, 2011a).

La exposicion a HBCD también provoco un incremento en la actividad T4-UGT (van der Ven et al.,
2006) y la reduccion del contenido total de retinol y palmitato de retinilo a las dosis mas bajas ensayadas

(van der Ven et al., 2006, 2009; ECB, 2008).

La fertilidad también se vio afectada por la exposicion a HBCD: se observo una reduccion significativa
del niimero de foliculos primordiales en hembras F1 de aproximadamente un 30%, disminucién en el
indice de fertilidad en ambas generaciones y un alto incremento dosis-dependiente de la mortalidad de
las crias a la dosis mas alta ensayada (Ema et al., 2008; EFSA, 2011a). Un estudio de una generacion en
ratas mostrd en crias destetadas una disminucion del peso de los testiculos, de la prostata y el incremento
de la distancia anogenital asi como el retraso del 12% en la apertura vaginal a la dosis mas alta (van der

Ven et al., 2009).

Ademas de la alteracion en higado, en tiroides y en la reproduccion, la exposicion a HBCD también
provoco la alteracion en la homeostasis del hueso (van der Ven et al., 2009), efectos sobre el sistema
inmune (Watanabe et al., 2010; van der Ven et al., 2009); incremento de peso de la glandula pituitaria
(van der Ven et al., 2006) y trastornos del sistema nervioso (Eriksson et al., 2006; Saegusa et al., 2009;
Lilienthal et al., 2009).
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3.2. Decabromodifenil éter
3.2.1. Propiedades fisico-quimicas

El decaBDE es un compuesto altamente bromado, con una estructura molecular compuesta por dos
anillos fenilos unidos por un enlace éter, que se encuentran halogenados en todas sus posiciones por 10
atomos de bromo. La formulacion comercial se compone mayoritariamente de BDE-209 (nimero CAS:
1163-19-5), con férmula quimica C;,Br;0O (Figura 8), y masa molecular de 959.2 g/mol. Su estado
fisico es un sélido blanquecino a temperatura ambiente con una densidad de 3,36 g/cm?, una presion de
vapor de 4,63 x 10 Pa (21 °C), razon por la cual también se considera un compuesto muy poco volatil,
y un coeficiente de reparto octanol/agua (Kow) de 10%3126 (log Kow = 6,3-12,6) y su solubilidad en agua
es menor de 1 mg/mL a 25°C (ECHA, 2014).

Se ha comprobado que el decaBDE puede sufrir desbromacion y transformarse con el paso del tiempo
en otros congéneres menos bromados, que también son considerados contaminantes organicos
persistentes. Por lo tanto, los procesos que intervienen en dicha degradacion deben ser tenidos en cuenta
a la hora de promover medidas de control frente a esos compuestos producto de la degradacion

(Christiansson, et al., 2009; ECHA, 2014).

Br

Br

Br

Br

Br

Br Br

Br

Figura 8 Formula del decaBDE

3.2.2. Usosy produccion
Al igual que otros BFRs, el decaBDE se usa como aditivo retardante de llama, en este caso formando
parte de equipos eléctricos y electronicos, articulos de plastico y textiles, como tapiceria (alfombras y
asientos), o como partes de vehiculos, tales como automoviles, entre otros. También se usan en el sector

de la construccion y el minero (techados, adhesivos, selladores o revestimientos) (ECHA, 2014). No
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hay informacién detallada sobre los volimenes usados en cada una de estas actividades (ECB, 2002;

VECAP, 2012; SVHC SD, 2012 en ECHA, 2014).

3.2.3. Regulacion
El decaBDE no se produce en la Union Europea desde el 1999 (ECB, 2002), de hecho su uso se debe a
la importacion del mismo, ya sea en forma de sustancia aislada o como parte de productos. A pesar de
las directivas del Parlamento Europeo (Directiva 2003/11/CE, EU, 2003), la regulacion del decaBDE
no se resolvio hasta la aplicacion de la Directiva 2011/65/UE del Parlamento Europeo y del Consejo,
que restringia el uso de equipos eléctricos y electronicos con una concentracion de decaBDE superior

al 0.1% en peso.

En el 2012, el Comité de los Estados miembros (Reglamento (CE) n° 1907/2006, articulo 57), califico
el decaBDE como sustancia persistente, bioacumulable y toxica, ademas de muy persistente y muy
bioacumulable (letras d) y ¢) de dicho articulo). Ademas, ese mismo afio se incluyo en la lista de posibles
sustancias extremadamente preocupantes (SEP), con la posibilidad de ser incluido en el anexo XIV

(Lista de Autorizacion) del Reglamento REACH (UE, 2017).

En el 2013, Noruega propuso incluir al decaBDE en el Convenio de Estocolmo. A raiz de esta peticion,
la Comision Europea, por medio de la Agencia europea de compuestos quimicos (ECHA), disefd la

propuesta de restriccion de dicha sustancia.

En el afio 2014, la ECHA y Noruega presentaron un expediente donde se puso de manifiesto la necesidad
de adoptar medidas a escala de la Union para hacer frente a los riesgos derivados de la fabricacion, la
comercializacion y el uso del decaBDE sobre la salud. El Comité de Evaluacion de Riesgos (RAC)
acepto dicho expediente confirmando todos los efectos irreversibles y a largo plazo planteados, y
reconociendo junto al Comité de Analisis Socioeconomico (SEAC), que la restriccion en su uso

reduciria las emisiones (UE, 2017).

Estos dictamenes, disefiados por el RAC y el SEAC, se presentaron a la Comision en el 2015, que
considerd que la fabricacion, el uso y la comercializacion del decaBDE, supone un riesgo inaceptable
para la salud humana y el medio ambiente. No obstante, dadas las incertidumbres respecto al reciclado
y la gestion de los residuos con decaBDE, se aplaza la puesta en vigor de la restriccion por un periodo

mayor de 18 meses (UE, 2017).
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Se prevé la prohibicion en la fabricacion y comercializacion del decaBDE como tal después del 2 de
marzo del 2019. A partir de esta fecha, no se usarad para producir otras sustancias, mezclas o articulos
con una concentracion igual o superior al 0.1% en peso, quedando exentas de esta normativa la
produccion de aeronaves antes del 2 de marzo del 2027, la produccion de vehiculos cuya regulacion esté
amparada previamente por otros reglamentos o directivas y aquellos articulos fabricados antes del 2 de

marzo de 2019 (UE, 2017).

3.2.4. Exposicion
A pesar de las restricciones, los productos que lo contienen son de consumo duradero y siguen siendo
utilizados, por eso el decaBDE, entre otros PBDEs, continuaran liberandose al medio ambiente durante

las proximas décadas (Danon-Schaffer et al., 2013).

Al ser un contaminante ubicuo, ya que estd presente en sedimentos, biota y adherido a particulas
suspendidas en la atmoésfera y ambientes de interior, el ser humano esta expuesto al BDE-209 por
multiples vias. La ingesta es la via principal, en especial cuando se trata de alimentos de origen animal
(EFSA, 2011c). No obstante, en aquellos paises donde se han usado en mayor cantidad, como es el caso
de EEUU, la via principal de exposicion es a través de particulas en ambientes cerrados (US EPA, 2010;
Fromme et al., 2016), como en los coches o en el interior de la vivienda. De esto se deriva que la
exposicion es especialmente relevante durante la infancia (Stapleton et al., 2012; Johnson-Restrepo y
Kannan, 2009; US EPA, 2010) y cuya exposicion se estim6 en el rango de 0.5 a 80 ng/kg p.c. (EFSA,
2011c). El congénere BDE-209 fue el mas abundante de todos los que se detectaron en un estudio
llevado a cabo sobre el polvo del interior de las casas, ya que represent6 el 90% de todos los PBDEs
analizados (entre 219 y 386 ng/g de particulas de polvo) (Krdl et al., 2014; Fromme et al., 2014). En
todos estos ambientes, donde la exposicion por via inhalatoria es significativa (Strid et al., 2014), el
tamafio de particula es un factor clave a la hora de discriminar entre la exposicion inhalatoria o por
ingesta. Concretamente, podemos distinguir entre particulas respirables (<4um), que pueden penetrar
hasta las regiones mas profundas del sistema respiratorio, y particulas inhalables (>4um), que se
depositan en la parte superior del tracto respiratorio y finalmente son ingeridas (La Guardia et al., 2017).
El BDE-209 también forma parte de la contaminacion atmosférica, tanto de zonas altamente pobladas
como rurales, como demuestra un estudio realizado en China donde se encontr6 a una concentracion de

58,5y 34,2 pg/m’ de aire respectivamente (He et al., 2014).
En aquellos paises donde se han utilizado menores cantidades de BDEs, como los europeos, la via de

exposicion a BDE-209 es mas significativa a través de la dieta, concretamente de productos de origen

animal (Domingo, 2012). También se detectaron niveles de BDE-209 en tejido graso, tanto en adultos
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como en nifios. En un estudio realizado con poblacion general del Reino Unido, se detectd este
congénere a concentraciones de 15 ng/g de lipido en suero (Thomas et al., 2006) y en poblacién
consumidora de pescado del lago Mjesa (Noruega), 2,4 ng/g lipido en hombres y 2,3 ng/g lipido en

mujeres en el percentil 95 (Thomsen et al., 2008).

De todos los grupos de poblacion europea que participaron en encuestas sobre alimentacion, el grupo
con mayor ingesta fue el de edad infantil (entre 1 y 3 afios), con 2.90 y 17.6 ng/kg p.c./dia, en el limite
inferior y superior del grupo, respectivamente. Esto dio lugar a un MOE de alrededor de 97000, siendo

incluso mayor en el resto de grupos.

Sin embargo, las poblaciones cercanas a las plantas de reciclaje de componentes electronicos (Jin et al.,
2009; Zheng et al., 2015) y aquellos trabajadores que aplican los BFRs, por ejemplo, en mobiliario
(Stapleton et al., 2008; Chen et al., 2014), son los sectores donde se detectan los niveles mas elevados
de BDE-209 y otros congéneres en comparacion con la poblacion general (US EPA, 2008): desde 4,8
ng/g hasta 340 ng/g en peso de lipido en trabajadores de plantas de reciclaje de productos electronicos,

en Suecia y Guiyu (China), respectivamente (US EPA, 2008; Bi et al., 2007).

3.2.5. Efectos sobre la salud
La clasificacion y etiquetado del decaBDE muestra una ausencia de frases de peligrosidad H (ECHA,

2017).

Sin embargo, y a pesar de lo anterior, el decaBDE es una sustancia vigilada cuyo uso se encuentra en
continuo proceso de regulacion. La motivacion principal de estas iniciativas legales por parte de las
autoridades reguladoras es la tendencia de este compuesto a transformarse en PBDEs menos bromados,
mas moéviles y toxicos, como por ejemplo el octaBDE o el pentaBDE, ya sea en el propio organismo por
procesos de biotransformacion (Huwe and Smith, 2007; Stapleton et al., 2004; Noyes et al., 2011) o en

el medio abidtico por procesos fisicos (Soderstrom et al., 2004).

De hecho, al contrario que el decaBDE, el octaBDE esta clasificado como una sustancia que puede
suponer un grave peligro para la salud (Figura 7). Concretamente puede daiiar al feto y se sospecha que
también pueda dafiar la fertilidad (H360Df). Asimismo, el pentaBDE, puede suponer un grave peligro
para la salud, dado que puede causar dafio a lactantes (H362) y a los 6rganos por exposicion prolongada
orepetida (H373). Ademas es peligroso para el medio ambiente (Figura 9). Concretamente, el pentaBDE

es muy toxico para la vida acuatica (H400), con efectos duraderos a largo plazo (H410).
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Figura 9 Pictogramas para la clasificacion y etiquetado de pentaBDE como

peligroso para el medio ambiente y para la salud (ECHA, 2017b).

El Panel CONTAM de la EFSA, tras evaluar los resultados obtenidos de una de las vias de exposicion
mas comunes entre la poblacion, es decir, a través de la ingesta de particulas de polvo, se determind que
dichos niveles de exposicion estaban situados muy por debajo del limite inferior de la dosis critica
obtenida mediante modelado dosis-respuesta para el BDE-209, es decir, 1.7 mg/kg p.c./dia, por lo que

considerd que este retardante de llama no es preocupante para la salud (EFSA, 2011c).

Por todo ello, y de acuerdo a las notificaciones facilitadas por las empresas a la ECHA, el decaBDE no
esta clasificado. No obstante, durante los ultimos afios ha sido sometido a distintas evaluaciones con el

objetivo de lograr una regulacion efectiva.

3.2.5.1. Estudios en humanos
La exposicion al decaBDE se ha asociado con el deterioro del desarrollo neuroldgico en nifios (Chao et
al., 2011; Gascon et al., 2012), con alteracion de la funcién motora y los niveles de hormona tiroidea en
adolescentes (Kicinski et al., 2012) y con problemas de fertilidad (Den Hond et al., 2015). Por lo tanto,
el desarrollo y la infancia son etapas de maxima preocupacion con respecto a la exposicion a decaBDE

(Convenio de Estocolmo, 2014).

3.2.5.2. Estudios experimentales
A los efectos provocados en el higado, se le suman los efectos cada vez mejor estudiados sobre el
desarrollo neurolégico, el sistema reproductor, el sistema inmunoldgico, asi como sobre los sistemas
hormonales tiroideos y retinoide (Costa y Giordano, 2011; Lee et al., 2010; van der Ven et al., 2008a;
EFSA, 2011c). El decaBDE ha sido clasificado por la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC, del inglés) dentro del grupo 3 (EFSA, 2011c), no obstante, el dictamen de la UE (EU,

2008) concluyo que aun se necesitan mas estudios sobre la exposicion al decaBDE y su toxicidad.
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Diversos estudios con animales de experimentacion a los que se expuso a decaBDE, mostraron indicios
del caracter alterador endocrino de este retardante de llama (EFSA, 2011c; Tseng et al., 2006, 2008,
2011). Estos estudios mostraron efectos en la reproduccion, tanto a nivel de tejidos como metabolico:
disminucion del peso absoluto de los testiculos, anomalias espermaticas, estrés oxidativo, dafio al ADN
de la cromatina y alteracion de la histopatologia testicular (Tseng et al., 2011), disminucion del peso del
epididimo y aumento del peso de la vesicula seminal (Van der Ven et al., 2008a), y alteracion de la
espermatogénesis y de los niveles de testosterona (Miyaso et al., 2014). Ademas de los efectos en la
reproduccion a diversos niveles, la exposicion a decaBDE también se asocid con la alteracion de los
niveles de hormonas tiroideas en suero, de la estructura de la glandula tiroides (Tseng et al., 2008; Van
der Ven et al., 2008a; Lee et al., 2010), asi como del metabolismo y sefalizacion de los retinoides (van

der Ven et al., 2008a).

El efecto mas frecuente en estudios con ratas tras la exposicion a decaBDE fue la alteracion hepatica.
Entre los efectos hepaticos observados, destacan la hipertrofia centrilobular (ECB, 2002; Van der ven
et al., 2008a; Tseng et al., 2008; Fujimoto et al., 2011; Sakamoto et al., 2013), vacuolizacién (Sakamoto
etal., 2013; Feng et al., 2015) y hepatomegalia (Lee et al., 2010; Feng et al., 2015). También se observo
higado graso, degeneracion vascular hepatocitica (ECB, 2002; Lee et al., 2010) e infiltracion
inflamatoria y focal (Lee et al., 2010; Feng et al., 2015), asi como un aumento de la carcinogenicidad y
proliferacion de adenomas a un nivel de exposicion superior a la dosis limite (ECB, 2002; Sakamoto et

al., 2013).
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4. MODULADORES DEL AHR

4.1. Receptor arilo de hidrocarburos

El AhR es un factor de transcripcion perteneciente a la familia hélice-bucle-hélice basica (bHLH) Per-
Armt-Sim (PAS) capaz de unir ligandos enddgenos y exdgenos. Se relaciona con la regulacion
transcripcional en numerosos procesos fisiologicos y patofisioldgicos, asi como con el metabolismo de
xenobioticos (Nebert y Dalton, 2006), crecimiento perinatal (Fernandez-Salguero et al., 1995; Mimura
et al., 1997), fertilidad (Abbott et al., 1999; Baba et al., 2005), desarrollo vascular y hepatico (Schmidt
et al., 1996; Lahvis et al., 2000; Lund et al., 2003), autoinmunidad (Veldhoen et al., 2008),
hematopoyesis (Schmidt et al., 1996; Singh et al., 2011) y cancer (Shimizu et al., 2000).

Muchas proteinas PAS estan implicadas en la regulacion de las respuestas a sefiales ambientales, como
la luz, la hipoxia, el estado de oxidacion-reduccion y ritmos circadianos (Mclntosh et al., 2010). Se ha
documentado un amplio espectro de efectos fisioldgicos en animales AhR-/- y en animales expuestos a
sustancias que interfieren en las vias de accion del AhR. Esto sugiere que la interferencia con la
regulacion endogena de la via del AhR, puede alterar a su vez diferentes respuestas fisiologicas en
diferentes tejidos y tipos de células. Este receptor también regula la expresion de una serie de enzimas
de desintoxicacion, siendo el CYP1A1 la enzima con una mayor regulacion positiva asociada. De hecho
la activacion del AhR se evalia habitualmente determinando niveles de CYP1A1, tales como expresion

de ARNm, nivel de proteina o actividad enzimatica (Andreola et al., 1997; Nishimura et al., 2005).

4.2. Activacion del AhR
Como se ha mencionado anteriormente, uno de los activadores del AhR mejor conocidos es la 2,3,7,8-
Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD). Es el compuesto mas estudiado dentro del grupo de

hidrocarburos aromaticos halogenados (Kransler et al., 2007).

Figura 10 Pictogramas para la clasificacion y etiquetado de TCDD como toxico

agudo y muy toxico para la vida acuatica (ECHA, 2016)
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Es fatal si se ingiere (H300), muy toxico para la vida acuatica (H400), con efectos nocivos duraderos
(H410) y causa irritacion ocular grave (H319) (Figura 10). Se trata de un compuesto organico persistente
que junto con otros contaminantes activadores del AhR, como bifenilos policlorados (PCB) similares a
dioxinas o dibenzofuranos policlorados (PCDFs), provocan una activacion descompensada e
inapropiada del receptor, desencadenan como consecuencia un amplio rango de manifestaciones toxicas,
que incluyen el sindrome de desgaste, alteracion endocrina, cloracné, inmunosupresion, atrofia timica,
alteracion del desarrollo, hepatotoxicidad, teratogénesis, promocion tumoral y deterioro del sistema
retinoide (Poland y Knutson, 1982; Pohjanvirta y Tuomisto, 1994; Birnbaum y Tuomisto, 2000; Mandal,
2005).

4.3. IMA-08401 e IMA-07101
Sin embargo, algunas de las consecuencias fisiologicas de la activacion del AhR podrian considerarse
positivas para el organismo e incluso contar con potencial terapéutico (Zhu et al., 2014) si se excluyeran

los efectos toxicos inherentes a la exposicion a compuestos semejantes a la dioxina.

Lograr una activacion controlada del AhR carente de la respuesta toxica asociada abriria la posibilidad
de combatir enfermedades inflamatorias de la piel, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn, colitis o
el cancer (Arsenescu et al., 2011; Benson y Shepherd, 2011; Diaz-Diaz et al., 2016; Furumatsu et al.,
2011; Haas et al., 2016; Jin et al., 2014; Quintana et al., 2008; Van Den Bogaard et al., 2013).
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Figura 11 A) IMA-08401 (C2; N-acetyl-N-phenyl-4-acetoxy-5-chloro-1,2-
dihydro-1-methyl-2-oxo-quinoline-3-carboxamide; CAS: 1373260-17-3). B)
IMA-07101  (C4;  N-acetyl-N-(4-trifluoromethylphenyl)-4-acetoxy-1,2-
dihydro-5-methoxy-1-methyl-2-oxo-quinoline-3-carboxamide; CAS:
1373259-76-7).

Se han propuesto dos moduladores del AhR como potenciales farmacos que provoquen los efectos
deseados derivados de la activacion del AhR: IMA-08401 ¢ IMA-07101, precursores de los metabolitos
activos de los farmacos inmunomoduladores laquinimod y tasquinimod (Figura 11). Entre las
observaciones que se tuvieron en cuenta para la evaluacion de dichos compuestos se encuentra el sistema
retinoide y su posible alteracion, partiendo de que este es un efecto tipico observado tras la activacion
del receptor previa exposicion a dioxinas (Fletcher et al., 2001; Hoegberg et al., 2003; Nilsson et al.,

2000; Schmidt et al., 2003b).

Esta aceptado que numerosos tipos de sustancias quimicas, entre ellos varios de los que se sospecha que
se comportan como alteradores endocrinos, pueden alterar el sistema retinoide (revisado en Nilsson y
Hékansson, 2002; Novak et al., 2008; Shmarakov, 2015 y Zile, 2001). No obstante, los mecanismos que
llevan asociados estas alteraciones atin no se han descrito en detalle. Por ejemplo, ningun estudio ha
descrito la alteracion del sistema retinoide poniendo el foco en el acido todo-trans-retinoico y sus
metabolitos, o en aquellos genes con un papel critico en el mantenimiento de la homeostasis del sistema

retinoide en relacion con la exposicion a compuestos quimicos. Mejorar nuestro conocimiento en
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relacion a estas observaciones, permitiria interpretar las reducciones de formas retinoides hepaticas a
dosis bajas, asi como el significado toxicoldgico de este fenomeno. La importancia del sistema retinoide
por su participacion en procesos vitales del desarrollo del organismo (ver seccion 2. Sistema retinoide),
asi como por su posible papel en la evaluacion de los aspectos biologicos y toxicologicos de la alteracion

endocrina (OECD, 2012), hace que llevar a cabo esos estudios sea una prioridad.

Los estudios llevados a cabo con los dos primeros compuestos son extensiones de dos estudios previos
de toxicidad con dosis repetidas de HBCD y decaBDE durante 28 dias en ratas Wistar (van der Ven et
al., 2006 y van der Ven et al., 2008a, respectivamente), en los que se puso especial atencion en la relacion
dosis-respuesta a niveles de exposicion relevantes en términos ambientales. El objetivo de estos dos
estudios se centra en la expresion de los genes implicados en la homeostasis y sefializacion del acido
retinoico, asi como en las concentraciones asociadas de los retinoides de transporte, de almacenamiento
y de sefializacion en el higado (Figura 5). Otro de los objetivos consiste en identificar modulaciones
especificas de sexo a niveles relevantes en humanos, y estimar los MOEs en escenarios de exposicion

en humanos obtenidos de la literatura.

El tercer estudio se realizd para caracterizar los efectos producidos tras la exposicion a dos derivados de
farmacos inmunomoduladores, ligandos del receptor arilo de hidrocarburos. Concretamente se centro
en la determinacién las concentraciones de retinoides de transporte, de almacenamiento y de
sefializacion en el higado, rifion y suero de ratas macho Sprague-Dawley con la intencion de evaluar si
la activacion del AhR por estos ligandos va acompafiada de los efectos toxicos tipicos derivados de la

misma.
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
La hipotesis general alrededor de la cual gira el presente estudio es que la exposicion al decaBDE, al
HBCD y a dos precursores de los metabolitos del laquinimod y el tasquinimod provoca la alteracion del

sistema retinoide en ratas dependiente de compuesto y sexo.

A partir de dicha hipdtesis, se plantea el siguiente objetivo principal:

El presente estudio se realizO para proporcionar informacion mas detallada sobre el efecto de la
exposicion a distintos xenobidticos en el sistema retinoide, concretamente a HBCD, a decaBDE y a dos

moduladores sintéticos del AhR.

Este objetivo, a su vez, se desglosa en los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar los efectos del HBCD sobre las concentraciones hepaticas de retinoides de ambos
sexos de ratas Wistar tratadas durante 28 dias.

2. Conocer si las concentraciones hepaticas de retinoides de ambos sexos de ratas Wistar se
modularon tras la exposicion a decaBDE durante 28 dias.

3. Identificar genes implicados en el sistema retinoide cuyas expresiones hepaticas estén alteradas
tras la exposicion al HBCD en ambos sexos de ratas Wistar tratadas durante 28 dias.

4. Comprobar si se produce la alteracion de la expresion de genes implicados en el sistema
retinoide tras la exposicion al decaBDE en ambos sexos de ratas Wistar tratadas durante 28 dias.

5. Evaluar si las concentraciones de retinoides en higado, rifién y suero de ratas Sprague-Dawley
se alteraron tras el tratamiento durante 5 dias consecutivos con IMA-08401 ¢ IMA-07101,
precursores de los metabolitos de laquinimod y tasquinimod, respectivamente, que activan el

AhR.

35



UNIVERSITAS
Miguel
Hernandez |




6. MATERIALES Y METODOS

6.1.1. Animales y disefio del estudio

HBCD

El diseno del estudio se describid en detalle en Van der Ven et al., 2006. En resumen, el estudio con
animales se llevo a cabo en el RIVM, tras la aprobacion por el Comité institucional de experimentacion
animal de acuerdo con la legislacion holandesa bajo las normas de calidad ISO 9001-2000. El estudio
se disefid de acuerdo a los estudios de toxicidad con dosis repetidas durante 28 dias (OECD, 2008), para
detectar efectos en el sistema endocrino y optimizado para la evaluacion dosis-respuesta mediante el
abordaje por modelado de la relacion dosis-respuesta (BMD, benchmark dose modelling). La
formulacion técnica de HBCD, disuelta en aceite de maiz, se administré a ratas Wistar machos y
hembras (11 semanas de edad) a dosis de 0, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 o 200 mg/kg pc/d por sonda como

parte de un estudio de toxicidad por dosis repetidas durante 28 dias con 5 ratas/sexo/dosis.

DecaBDE

El disefio del estudio se describio en detalle en Van der Ven et al., 2008a. En resumen, el estudio con
animales se llevo a cabo en el RIVM, tras la aprobacion por el Comité institucional de experimentacion
animal de acuerdo con la legislacion holandesa bajo las normas de calidad ISO 9001-2000. El estudio
se disefi6 de acuerdo al método de ensayo OECD 407 como parte del proyecto EU-FIRE (QLTR-2001-
00596). La emulsion para la administracion del decaBDE se basé en un protocolo disefiado por la Dra.
Anna Sandholm-Morck (Morck et al., 2003), para mejorar la absorcion gastrica. El compuesto se
administrd por sonda a ratas Wistar machos y hembras (11 semanas de edad) a dosis de 1.87, 3.75, 7.5,
15 y 30 mg/kg pc/d como parte de un estudio de toxicidad por dosis repetidas durante 28 dias con 5

ratas/sexo/dosis, utilizando un disefio de estudio con el abordaje de la relacion dosis-respuesta.

Moduladores del AhR

El disefio del estudio se describi6 en detalle en Mahiout et al., 2017. Se usaron ratas macho Sprague-
Dawley (aproximadamente 9 semanas de edad). El estudio fue autorizado por el Consejo Nacional de
Experimentacion Animal en Finlandia (Eldinkoelautakunta, ELLA; c6digo de licencia del proyecto:
ESAVI1/6882/04.10.03/2012). Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a la Directiva
2010/63/EU del Parlamento Europeo y el Consejo. Se hizo un estudio de toxicidad subaguda para
explorar la propiedades y la toxicidad de los compuestos C2 y C4 tras la administracion repetida durante
5 dias consecutivos a dosis de 100 mg/kg pc/dia para el C2 y 75 mg/kg pc/dia para C4. Se usaron de 5

a 6 animales por grupo.
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6.1.2. Compuestos quimicos
Los reactivos empleados para la determinacion de retinoides en muestras de higado se describen a
continuacion. Los estandares internos como la acitretina y el acetato de retinilo, fueron suministrados
por Sigma-Aldrich Quimica (Madrid, Espafia). Los disolventes empleados de pureza adecuada para el
analisis por HPLC fueron acetato amonico y n-hexano, suministrado por Panreac (Barcelona, Espaia) e
isopropanol y cloroformo de calidad para HPLC de Scharlab (Barcelona, Espafia). Ademas, los
disolventes metanol y etanol ambos también con calidad para HPLC, fueron suministrados por J.T.Baker
(Center Valley, USA). El agua desionizada utilizada durante el proceso, fue purificada por un médulo
Milli Q (Millipore, Molsheim, Francia). El resto de reactivos necesarios fueron suministrados por

proveedores locales.

HBCD
La formulacién técnica de HBCD contenia tres enantidmeros, i.e. HBCD-a 10.3%, B 8.7%, y v 81% (y
trazas de tetra y pentabromociclododecano) como se describe mas arriba (van der Ven et al., 2006;

2008). La formulacion se obtuvo a través del Bromine Science y Environmental Forum (BSEF, Dr.

Klaus Rothenbacher).

DecaBDE

La formulaciéon técnica de decaBDE se obtuvo como un compuesto de porciones iguales de tres
productos comerciales del fabricante (Albermarle Corporation, Great Lakes Chemical Coorporation, y
Bromine Compounds Limited) a través del Bromine Science and Environmental Forum (BSEF; con la
colaboracion del Dr. Klaus Rothenbacher) para llevar a cabo el experimento descrito previamente
basado en esta formulacion de decaBDE purificada de dioxinas, dibenzofuranos y otras moléculas
coplanares (Van der Ven et al., 2008a). La formulacion purificada contenia entre 97 y 98% de decaBDE

(BDE-209) con trazas de nona y octabromodifenil éteres.

Moduladores del AhR

Los compuestos del ensayo C2 (IMA-08401; N-acetyIN-phenyl-4-acetoxy-5-chloro-1,2-dihydro-1-
methyl-2-oxo-quinoline-3-carboxamide; CAS: 1373260-17-3) y C4 (IMA-07101; N-acetyl-N-(4-
trifluoromethylphenyl)-4-acetoxy-1,2-dihydro-5-methoxy-1-methyl-2-oxo-quinoline-3-carboxamide;

CAS: 1373259-76-7) se sintetizaron siguiendo el proceso descrito por Pettersson (2012) (en Mahiout et
al., 2017). Las soluciones stock de ambas soluciones para el estudio in vivo se prepararon mezclando
los compuestos con PEG-400 (Ph. Eur. grade, SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) y calentandolos

durante 1h en un bafio a 80°C. Las diluciones se prepararon a partir de los stocks con PEG-400.

38



6.1.3. Analisis de retinoides
6.1.3.1. Instrumentacion
La cromatografia liquida de alta resolucion se realizo en el HPLC Serie 1100 (Agilent Tecnologies, Palo
Alto, CA, USA), sistema equipado con un inyector automatico (G1313A) y con un compartimento de
columna termostatizado (G1316A). Los analitos se detectaron mediante un sistema de deteccion de
longitud de onda variable de VWD (G1316A). Se empled el software HPCHEM AGILENT para

controlar el cromatdgrafo.

6.1.3.2. Meétodo de analisis
Se ha seguido un protocolo adaptado del establecido por Schmidt et al., 2003a, donde se determinaron
y cuantificaron los retinoides por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Las rectas de
calibrado fueron lineales en las concentraciones halladas en muestras biologicas procedentes de
animales de experimentacion. La precision y exactitud de las muestras control mostraron coeficientes
de variacion menores del 10%. Los limites de deteccion para las concentraciones de retinoides en higado
y rifién fueron de 0,5 pmol/g para acido 13-cis-retinoico, 0,6 pmol/g para acido todo-trans-retinoico, 1
pmol/g para acido 9-cis-4-0x0-13,14-dh-retinoico y acido 4-OH-todo-trans-retinoico y 5,6 pmol/g para
retinol y palmitato de retinilo (Schmidt et al., 2003a). El limite de deteccion para las concentraciones de
retinoides en suero fue de 0,3 pmol/ml para el acido todo-trans-retinoico, 0,4 pmol/ml para acido 13-
cis-retinoico, 0,6 pmol/ml para acido 9-cis-4-oxo-13,14-dh-retinoico y 4,2 pmol/ml para retinol y
palmitato de retinilo (Schmidt et al., 2003a). Experimentalmente, con el presente método se confirmaron
concentraciones en el limite inferior de las distribuciones estadisticas de retinoides procedentes de
muestras bioldgicas de 1,66 pmol/ml de acido todo-trans-retinoico, 0,175 pmol/ml de retinol y 0,02
pmol/ml de palmitato de retinilo con exactitud y precision con variaciones menores al 10%. Todo el

proceso se hizo en rigurosa oscuridad y en frio, debido a la fotolabilidad de los retinoides.
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RESUMEN DE RESULTADOS DE EXACTITUD Y PRECISION INTRADIA

Retinoide Concentraciéon % Exactitud % Precision
Acido todo-trans-retinoico (pmol/ml) 1.7 98.7 10
13.3 105 8.5
333 96.7 2.8
Acido 9-cis-4-ox0-13,14-dihidroretinoico 1.6 109.5 4.2
(pmol/ml) 63 109.5 63
63.2 104.3 4.7
126.4 97.7 8.2
Retinol (nmol/ml) 0.2 107.5 2.1
1.7 102.4 3.7
35 110 22
7 108.2 39
10.5 105.8 2.1
Palmitato de retinilo (nmol/ml) 0.02 104.7 1.2
0.1 102.1 2.1
1.9 109 32
13.3 100.4 5.4
28.6 98.5 5.1

RESUMEN DE RESULTADOS DE EXACTITUD Y PRECISION INTERDIA

Retinoide Concentracién % Exactitud % Precision

Acido todo-trans-retinoico (pmol/ml) 1.7 101.7 6
33 108.6 44
13.3 101.4 4.9
333 100.3 5.8

Acido 9-cis-4-0x0-13,14-dihidroretinoico 6.3 101.1 10
(pmol/ml) 63.2 96.1 25
Retinol (nmol/ml) 3.5 109.1 0.8
349 101.1 0.7
Palmitato de retinilo (nmol/ml) 0.02 109.1 9.7
0.1 108.3 1.2
1.9 104.9 3.6
19.1 88.5 35
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Preparacion de la muestra y extraccion liquida

Las muestras de higado (300 mg) congeladas a -80 °C se homogenizaron IKA RW 20 digital (Sigma-
Aldrich Quimica, Madrid, Espafia) con 300 pl de agua MilliQ (1:1, w/w) Potter S. Del homogenizado
se transfirié 400 pl a un tubo COREX de ensayo donde se afiadié 1.6 ml de isopropanol, 100 ul de
estandar interno acetato de retinilo (100 pg/mL en etanol), que es el estandar interno de las especies mas
apolares, y 100 ul de todo-trans-acitretina (20 ng/mL en etanol), que es el estandar interno de las
especies mas polares. Seguidamente, se agitd durante 5 segundos en vortex y 5 minutos en agitador

mecanico.

Seguidamente se centrifugaron las muestras para separar los restos de tejido no homogenizados del resto,
durante 10 minutos, 5.000 G (Centrifuga: Beckman Coulter, Allegra- 21R) y a una temperatura de 4 °C.
El sobrenadante, donde se encuentran las especies retinoides disueltas, se transfirié a un nuevo tubo
donde se anadio 3.2 ml de cloroformo. Se agité durante 5 segundos en vortex, 5 minutos en agitador
mecanico y se volvieron a centrifugar otros 5 minutos a 3000 G y temperatura de 4 °C. Esta ultima
centrifugacion permitio facilitar la extraccion liquido-liquido, la fase acuosa se desechod y la fase

organica donde se encuentran las especies retinoides se transfiri a un nuevo tubo de ensayo.

Extraccion en fase solida

A continuacion se realiza la extraccion en fase solida, donde se separaron los retinoides mas polares
(acido todo-trans-retinoico y acido 9c-40-13,14-dh-retinoico) de los mas apolares (palmitato de retinilo
y retinol), empleando para ello columnas de aminopropilo (con grupos amino, -NH2). Los retinoides
mas apolares eluyeron cuando se le afiadio 1 ml de disolvente cloroformo-isopropanol 2:1 (v/v) y los
retinoides mas polares eluyeron cuando se afiadieron 3 ml de disolvente cloroformo-isopropanol 2:1 con
acido acético al 3% (v/v). Ambas fracciones se recogieron en tubos diferentes. Una vez purificados los
retinoides se evaporo el disolvente en un sistema de evaporacion centrifuga durante 1:30 h a 1 mbar y

30 °C.

Reconstitucion de las muestras

La fraccion polar se reconstituyd con 100 pl de metanol, se agito en el vortex durante 30 segundos, 5
segundos de sonicado y 5 minutos de agitacion. Posteriormente se le afiadieron 100 pl de PBS (tampon
fosfato salino) y se agitd igual que se hizo anteriormente. La fraccion apolar se reconstituyo con 160 pl
de etanol y se agit6 en el vortex durante 30 segundos, 5 segundos de sonicado y 5 minutos de agitacion.
Posteriormente se le afiadieron 40 pl de agua MilliQ y se agitd igual que se hizo anteriormente. Es
imprescindible que los disolventes de reconstitucion entren en contacto con las zonas de evaporacion

donde se encuentra el retinoide.
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Para finalizar, se trasfirieron los 200 pl a los viales de color topacio, (polares y apolares por separado),

proporcionando una atmoésfera inerte de nitrogeno para asegurar la estabilidad de los retinoides.

Condiciones cromatograficas

Para el proceso de determinacion y cuantificacion de los retinoides se empled una columna C18
Poroshell 120 CE (150 mm x 3,0 mm x 2,7 um de tamafio de particula) suministrado por Agilent
Tecnologies (USA). Para detectar los analitos se us6 una longitud de onda de 340 nm para las muestras

polares y 325 nm para las muestras apolares.

Retinoides Polares
La disolucidon A se prepard con acetato amonico (60mM, pH= 5.7) y metanol en proporcion 1:1. La
disolucion B fue metanol al 100%. En primer lugar se hace un acondicionamiento de las vias con la
purga abierta para evitar la presencia de burbujas en la columna. Después se cierra la purga y se procede
al acondicionamiento de la columna. El flujo de entrada en el sistema fue de 0.35 mL/min con un
gradiente lineal de 20% a 80%, de dilucion B en 30 minutos. La temperatura de la columna se mantuvo
constante a 60 °C. Ambas disoluciones fueron filtradas previamente con un filtro de membrana de 0.45
pm (Millipore, Milford, MA, USA).La disolucion de acetato amonico-metanol fue sonicada antes de ser

utilizada.

Retinoides Apolares
Para la fraccion de retinoides mas apolares, los disolventes empleados para las vias A y B, fueron agua
MilliQ y etanol, respectivamente. El flujo de entrada en el sistema fue de 0.25 ml/min con un gradiente
lineal de 80% a 100%, de la disolucion B en 15 minutos. La temperatura de la columna se mantuvo
constante a 40 °C. Ambas disoluciones fueron filtradas previamente con un filtro de membrana de 0.45

um (Millipore, Milford, MA, USA).

El protocolo realizado para el analisis de las muestras tiene establecido que entre muestra y muestra se
haga un blanco para limpiar las vias de posibles restos de retinoides de la muestra anterior. Se estimo el
tiempo empleado por el HPLC para analizar 6 muestras de retinoides polares en 10h y 45 min, y para

los retinoides apolares en 8h.
Los cromatogramas obtenidos tras el analisis fueron importados del software desde HPCHEM. El

programa que se empled para analizarlos fue Clarity Cromatography Station. Para calcular las

concentraciones de retinoides se uso el método de estandar interno.
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6.1.4. Analisis de expresion génica
6.1.4.1. Instrumentacion
Los programas empleados para el disefio de cebadores fueron Splign web (National Center for
Biotechnology information), y Primer3 web (version 4.0.0, Whitehead Institute for Biomedical

Research), ambos son herramientas bioinformaticas de uso gratuito a través de internet.

Para el aislamiento de ARNm se usoé el kit ARN total I de E.Z.N.A. (Omega Bio-tek Inc. USA), y para
cuantificarlo, un Nanodrop 1000 de Thermo Scientific. Para el proceso de transcripcion inversa, se uso

un kit de alta capacidad suministrado por Applied Biosystems.

Finalmente, para el analisis de expresion, se emple6 el kit Maxima SYBR Green qPCR mastermix (2X)
(Fermentas Gmbh, Alemania) y el equipo Real Time PCR system 7500 de Applied Biosystems. El
analisis estadistico se llevo a cabo con el software R version 3.1.2, R Development Core Team, R

Fundacion para la Computacion de Estadistica, Viena, Austria.

6.1.4.2. Meétodo de analisis
En el presente estudio se determiné la expresion hepatica de 22 genes con la finalidad de conocer si la
exposicion a los retardantes de llama alteré el sistema retinoide. Los genes seleccionados estan
implicados de forma directa en el sistema retinoide como las proteinas de union, las enzimas de
biosintesis y biotransformacion, y los receptores nucleares, o de forma indirecta como los genes
relacionados con el AhR, las UGTs, enzimas de biotransformacion de fase I, y otros receptores

nucleares capaces de dimerizar con RXR.

Disefio de los cebadores

La basqueda del ARN mensajero (ARNm) y el ADN genomico (ADNg) de cada gen se hizo en la

especie Rattus novergicus. El programa Splign permiti6 alinear el ARNm y ADNg, detectandose las
regiones que correspondian a los exones ya que como requisito se establecidé que el cebador debia
coincidir entre dos exones. Dicha informacion se utilizo en el programa Primer 3, con la finalidad de
que este buscara las mejores secuencias para los cebadores que debian ajustarse a los siguientes
requisitos: el producto de amplificacion podia variar entre 70- 100 bases, las secuencias de los cebadores
podian estar entre 20-29 bases con un optimo en 22 y el porcentaje de guanina y citosina (GC) debia ser
igual o superior al 45%. Los cebadores que se disefiaron para el presente estudio fueron los que se

presentan en la tabla S1.
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Aislamiento de ARNm hepatico vy sintesis de ADNc

El aislamiento de ARNm del higado de las ratas expuestas a decaBDE se hizo empleando el kit ARN
total I, siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. E1 ARN purificado se cuantificd usando el

espectrofotometro Nanodrop 1000. Las muestras se almacenaron a — 80 °C.
La sintesis de ADNc a partir del ARNm se realizé empleando una concentracion de 75 ng RNA/ul y el
kit de alta capacidad en transcripcion inversa a ADNc, siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.

Las muestras se almacenaron a — 20 °C.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Los niveles de expresion génica se analizaron empleando el kit de SYBR Green y el equipo Real Time
PCR. Las condiciones de tiempo y temperatura que se usaron para hacer la PCR cuantitativa fueron: una
primera fase de desnaturalizacion de 10 minutos a 95 °C y una segunda fase de 40 ciclos donde las
muestras estaban 10 segundos a 94 °C (desnaturalizacion), 30 segundos a 60 °C (amplificacion) y 20
segundos a 72 °C (medida de fluorescencia). Se incluyeron los controles negativos en todos los

experimentos comprobando asi que no hubiera ninguna contaminacion.

Analisis estadistico

Se us6 como gen testigo el que codifica la beta actina aunque se probo el gen de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) con el fin de decidir cual de ambos era el que mejor se ajustaba. El
método empleado para el calculo de la expresion génica fue AACT. Esta medida es una cuantificacion
relativa ya que compara la expresion de un gen diana frente a un gen de referencia o gen testigo. El gen
testigo es un gen que se expresa constitutivamente, a niveles relativamente bajos, en todas las células

bajo condiciones normales o fisiologicas.

Tanto para la expresion génica como para las concentraciones de retinoides, los resultados se expresaron
como la media + desviacion estandar. Con los datos obtenidos se hizo el test estadistico de analisis de
la varianza (ANOV A) de un factor empleando el programa R. Las variables mostraron una distribucion

normal seglin la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov y graficas QQ.

6.1.5. Modelado de dosis-respuesta
Los datos se analizaron con el paquete PROAST version 38.9 (RIVM, Bilthoven, The Netherlands) en
el software R version 3.1.0, (R Development Core Team, R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria) de modelado dosis-respuesta de Benchmark (BMD), (Slob, 2002). Este programa
aporta un nuevo enfoque ya que permite buscar un modelo matematico que se ajuste a los datos

experimentales y asi determinar si existe tal relacion dosis-respuesta. La ventaja de usar este analisis

44



estadistico es que la variable dosis en lugar de tratarla como una variable cualitativa, como lo hace el
ANOVA, lo toma como una variable cuantitativa continua, es decir puede adoptar infinitos valores
dentro de un rango. Otra ventaja que ofrece este programa es que todos y cada uno de los animales de
cada grupo de dosificacion contribuyen por igual para el ajuste del modelo, al contrario de lo que ocurre
con el ANOVA donde solo tiene en cuenta las medias. Asi pues el hacer modelos dosis-respuesta
permite determinar nuevos parametros que proporcionan una mejor caracterizacion del riesgo, como son

la dosis de efecto critico (CED) o el limite inferior del intervalo de confianza al 95% de la CED (CEDL).

La CED esta asociada con el término variacion del efecto critico (CES), por ejemplo, si el CES es de 5
%, la CED se determina como la dosis a la cual se observa una variacion en la concentracion, en este
caso del 5%. Pero este valor se puede modificar. Los modelos matematicos que el programa utiliza son
los siguientes:

Modelo 1:y = a
Modelo 2:y = ae®®
Modelo 3:y = ae®x
Modelo 4:y = a(c — (c — 1))e(bx)

Modelo 5:y = a(c — (c — 1))e®*?

Donde a representa el valor de la observacion en el grupo control; b la potencia del xenobiotico; ¢ el

cambio maximo relativo a los controles y d la pendiente de la ecuacion.

Con el fin de tener en cuenta los errores estadisticos de los datos de dosis-respuesta, se calcula el
intervalo de confianza en torno al valor CED obtenido. Para ello se determina el CEDL que puede ser
utilizado como alternativa a la dosis maxima a la cual no se observa efecto adverso (NOAEL) para la

evaluacion del riesgo.

El cociente entre CED/CEDL se emplea como medida de la incertidumbre del modelado. Un valor de

este cociente menor o igual a 10, indica que las estimaciones son aceptables.

6.1.6. Analisis de minimos cuadrados parciales
Se utilizaron anélisis estadisticos mas potentes usando regresiones multivariantes de PLS (R software
version 3.1.0, [R Development Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria])
para visualizar la respuesta del sistema retinoide a la exposicién a decaBDE y HBCD en términos de

interrelaciones entre las diferentes formas de retinoides y genes relacionados, asi como otras
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observaciones toxicologicas relevantes. Los analisis de PLS se hicieron como aparece descrito
previamente (Elabbas et al., 2014) usando el método “enter” con el programa R (R Core Team, 2014).
Todas las variables insertadas, es decir, las concentraciones hepaticas de las diferentes formas retinoides
(variables Y), y el resto de observaciones, es decir, resultados de peso corporal y de higado publicados
anteriormente (van der Ven et al., 2006, 2008a), asi como la expresion génica hepatica, niveles de
proteina y actividad enzimatica procedentes de este estudio (variable X), se modelaron simultineamente
para cada animal para mostrar la interrelacion de las variables seglin su disposicion en cuadrantes dentro
del circulo de correlaciones (Figura 12 y 13). La significancia de cada variable X en el modelo esta
representada por los valores VIP (Importancia de la variable en la proyeccion) (Figura S1 y S2). Los
resultados globales de PLS se representan como proyecciones a lo largo del componente principal t1, es
decir, el eje horizontal (abscisas), y a lo largo del componente secundario t2, es decir, el eje vertical
(ordenadas). Estos dos componentes fueron seleccionados en el modelo mediante el seguimiento del
error equivalente de la media cuadratica (Mevik y Cederkvist, 2004). Se obtuvieron modelos PLS
separados para ratas hembra y machos con la intencion de visualizar similitudes y diferencias entre

géneros en la respuesta del sistema retinoide a la exposicion a HBCD y decaBDE.

6.1.7. Relevancia en humanos — Margen de exposicion

HBCD

Calculamos los valores de MOE para los niveles de T4 y T4-UGT, asi como para el peso de la tiroides,
dividiendo los CEDL para estas observaciones (van der Ven et al., 2006), basados en la concentracion
de HBCD en grasa hepatica, a partir de los cuales se pueden derivar valores de orientacion basados en
la salud (HBGVs); entre las concentraciones de HBCD medidas en higados de fetos sanos (Rawn et al.,
2014a). Como se usaron datos de concentracion de HBCD de tejido humano y de rata para el calculo de
los MOE, no hubo necesidad de usar un factor toxicocinético de extrapolacion interespecifica (EFSA,
2011a; Van den Berg et al., 2006). Sin embargo, se aplico un factor toxicodinamico de 2,5 para cubrir la
variabilidad entre especies y un factor de 10 para cubrir la variabilidad interindividual. Por lo tanto, en
este estudio un factor de incertidumbre (UF) de 25 se considerd adecuado para extrapolar resultados de
animales a humanos para los criterios de valoracion analizados. Se calcularon los MOE para las
concentraciones de acido 9c-40-13,14-dh-retinoico y palmitato de retinilo, que atin no se han utilizado

para la derivacion de HBGVs.

DecaBDE
Calculamos los valores de MOE para los niveles de T3 plasmaticos y para los pesos del epididimo y la
vesicula seminal derivados de este experimento (van der Ven et al., 2008a). Para ello se dividio los

correspondientes CEDL para estas observaciones, basados en la concentraciéon de decaBDE en grasa
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sérica, a partir de los cuales se pueden derivar HBGVs; entre los niveles de exposicion a decaBDE
procedentes de diferentes estudios humanos presentados en la literatura (Bi et al., 2007; Thomsen et al.,
2008; Jin et al., 2009; Vizcaino et al., 2011, 2014; Sahlstrom et al., 2014). Se utilizé una razén de
distribucion entre los niveles plasmaticos y hepaticos de 0,075 para el decaBDE (Huwe y Smith, 2007)
para estimar los CEDL séricos experimentales a partir de los datos correspondientes de los lipidos
hepaticos. De la misma manera también se calcularon los MOEs correspondientes para la expresion de
CYP17 en las glandulas suprarrenales y las concentraciones hepaticas de acido todo-frans-retinoico, que

aun no se han utilizado para la derivacion de HBGVs.
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7. RESULTADOS

7.1.1. Hexabromociclododecano

Andlisis de expresion génica hepatica

En ratas hembra observamos incrementos, relacionados con HBCD, en la expresion de ARNm de genes
implicados en la sintesis de acido todo-trams-retinoico, como Adhl, Aldhlal y AoxI; en su
biotransformacion, como Cyp26al, Ugtlal, Ugtla6'y Ugtla9;y en su funcion, como Rxra (Tablas 2 y
4). Los incrementos maximos en la expresion génica variaron desde el 56 al 267% en comparacion con
el grupo control y los correspondientes CEDs fueron desde 1 hasta 118 mg HBCD/kg pc/dia (Tabla 4).
De forma similar, en ratas macho observamos incrementos, relacionados con HBCD, en la expresion
hepatica de ARNm de genes implicados en la sintesis de acido todo-trans-retinoico, como Aldhlal y
Aox1;y en su biotransformacion, como Ugtlal (Tablas 2 y 4). Los incrementos maximos en la expresion
génica fueron desde el 32 al 97% en comparacion con el grupo control y los correspondientes CEDs

variaron desde 9.1 a 131 mg HBCD/kg pc/dia (Tabla 4).

Por medio del andlisis estadistico usando regresiones multivariantes con PLS, se logran visualizar
similitudes y diferencias entre sexos en las respuestas del sistema retinoide a la exposicion a HBCD
(Figura 5). Proporcioné mayor fuerza estadistica a las relaciones causales entre la exposicion a HBCD
y los cambios en las concentraciones de retinoides y de expresion génica hepatica tanto en ratas hembra

como en machos.

En ratas hembra, la expresion incrementada de muchos genes relacionados con el sistema retinoide se
agrup6 con la dosis de HBCD a lo largo del eje horizontal (componente t1) y presentd asociaciones
robustas con todas las concentraciones de retinoides (Figura 12A). Por otro lado, s6lo unos pocos genes
relacionados con el sistema retinoide con expresion de ARNm incrementada se agruparon con la dosis
de HBCD a lo largo del eje horizontal en ratas macho (componente t1; Figura 12B). Sin embargo, estos
pocos genes presentaron fuertes asociaciones con las bajas concentraciones de retinol, acido todo-trans-
retinoico y acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico a lo largo del eje vertical (componente t2) (Figura 12B). En
mas detalle, en ratas hembra, el grupo formado por las concentraciones de retinol y acido todo-trans-
retinoico en la componente t2, es decir, a dosis bajas de HBCD, estuvo directamente asociado con las
expresiones de ARNm de Adhl y Cyp26al, e inversamente relacionado con el grupo de expresion de
Ugtlal, Ugtla6, Ugtla9, Aldhlay AoxI en la componente t1, es decir, a dosis altas de HBCD (Figura
12A). Ademas, las expresiones hepaticas incrementadas de Ugtla9, AoxI y Ugtlal (con proyecciones
similares en la componente t1, Figura 12A), que fueron las variables con la mayor importancia en el
modelo PLS para hembras (Valores VIP > 1.4, Figura S1A), estuvieron asociadas con reducciones en
las concentraciones hepaticas de acido 9¢c-40-13,14-dh-retinoico y palmitato de retinilo. En ratas macho,

las expresiones incrementadas de Aldhlal, Aoxl y Ugtlal se agruparon con la dosis de HBCD en el eje
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horizontal (componente t1) y fueron asociadas con bajas concentraciones de retinol, acido todo-trans-
retinoico y acido 9c¢-40-13,14-dh-retinoico a lo largo del eje vertical (componente t2) (Figura 12B).
Ademas del incremento en la expresion génica inducida por HBCD, también observamos una
disminucion dosis-dependiente en la expresion de ARNm de la enzima de almacenamiento de ésteres
de retinilo Lrat en ambos sexos (Tablas 2 y 4). Las disminuciones maximas en la expresion de Lrat
fueron de 32 y 29% para ratas hembra y macho, respectivamente, en comparacion con los controles; y
los correspondientes valores de CED para la reduccion en la expresion de Lrat fueron 118 y 25 mg
HBCD/kg p.c./dia (Tabla 4). Las disminuciones en la expresion hepatica de ARNm de Lrat se
relacionaron con las concentraciones hepaticas incrementadas de acido todo-trans-retinoico en ratas
hembra (Figura 12A), mientras que en ratas macho se observaron concentraciones reducidas de acido
todo-trans-retinoico (Figura 12B); en ambos casos, a lo largo del eje vertical (componente t2) en los

circulos de correlacion.
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Tabla 2 Expresion de ARNm hepatico en ratas Wistar hembra tratadas oralmente con una mezcla técnica de
HBCD durante 28 dias segtin el método de ensayo OCDE TG407' (tabla para machos en la siguiente pagina).

Dosis (mg/kg pc/d)
Modelo p-valores °
p-valor® 0 1 30 100 200 dosis- T-test con
respuesta ® | delta -CT
Adhl 0.023 1.0 + 032 132 + 031 1.23 + 028 141 + 039 191 £ 0.59 +
Aldhlal <0.001 1.0 £ 043 052 + 027 1.74 + 054 250 + 097 2.66 + 1.01 + 0.04
Aoxl <0.001 1.0 +£ 0.08 093 + 024 1.1l + 023 155 + 0.18 1.71 + 0.33 +
Cyp26al 0.017 1.0 + 041 094 + 055 1.15 + 040 158 + 0.51 259 + 145 +
Lrat 0.058 1.0 + 0.19 071 + 0.11 1.00 £ 046 094 + 029 056 + 0.14 +
Rxr a 0.055 1.0 + 0.16 1.18 + 0.57 1.67 + 042 1.67 + 027 140 + 044 + 0.02
Rxr B 1.0 £ 030 1.14 £ 0.17 094 + 0.18 1.16 = 0.15 094 + 0.13
Rxry 1.0 £ 0.15 1.09 = 039 0.89 = 0.13 094 + 0.09 1.06 = 0.09 0.04
Ugtlal <0.001 1.0 + 037 0.84 + 0.19 1.79 + 038 194 + 022 146 + 0.30 +
Ugtla6 0.006 1.0 + 055 140 + 0.62 123 + 0.61 291 + 132 324 + 1.62 + 0.03
Ugtla9 0.032 1.0 + 031 1.05 + 042 1.14 + 027 152 + 022 1.72 + 0.6l +
Ahr 1.0 £ 044 076 £ 022 095 = 031 092 + 02 0.76 = 0.09
Arnt 1.0 £ 021 068 + 0.13 1.00 £ 059 057 £ 0.12 1.05 =+ 031
Crabpl 1.0 £ 094 122 = 121 073 = 047 041 + 021 048 = 032
Crbpl 1.0 £ 0.15 120 £ 037 077 £ 030 0.85 = 0.17 1.09 = 0.17 0.01
Cyplbl 1.0 £ 060 140 = 1.05 0.80 = 057 051 + 052 045 = 0.19 0.03
Rar o 1.0 £ 024 0.86 + 0.16 1.13 + 033 1.03 + 024 087 + 0.18
Rary 1.0 £ 072 092 = 033 129 = 030 095 + 034 0.74 + 021
Rdh10 1.0 £ 0.15 093 + 0.07 1.10 £ 0.19 1.07 + 0.14 093 =+ 0.06
Thr a 1.0 £ 052 1.14 £ 027 1.09 + 038 1.01 + 028 1.01 = 0.14
Thr B 1.0 £ 034 1.10 £ 0.19 096 + 0.16 1.18 = 0.12 0.86 + 0.33
Car 1.0 £ 037 121 £ 075 0.89 = 0.76 1.10 + 130 1.83 = 1.16 0.01
Pxr 1.0 £ 041 069 = 012 093 = 020 0.77 + 024 0.66 = 0.10

! Datos representados como media + DS de 4/5 muestras independientes/grupos de dosis/sexo, salvo indicacion especifica;
2 p-valor calculado por ANOVA de un factor, siendo valores significativos aquellos p < 0.05 y en el limite entre 0.05 y 1
(0.05 <p <0.1); ® + indica presencia de relacién dosis respuesta (ver Tabla 4 para resultados); ¢ T-test con los delta-CT de
controles, hembras frente a machos, con Graph Pad Prism (version 5.02 para Windows, GraphPad Software, San Diego,
CA, www.graphpad.com). Adh: Alcohol deshidrogenasa de cadena media citosolica; A/dh: Retinal deshidrogenasa; Ahr:
Receptor arilo de hidrocarburos; Aox: Aldehido oxidasa; Arnt: Translocador nuclear del receptor arilo de hidrocarburos;
Car: Receptor constitutivo de androstano; Crabp: Proteina celular de union al acido retinoico; Crbp: Proteina celular de
union al retinol; Cyp: Superfamilia de citocromos P450; Lrat: Lecitin:retinol aciltransferasa; Pxr: Receptor X de pregnano.
Rar: Receptor del acido retinoico; Rdh10: Retinol deshidrogenasa; Rxr: Receptor X retinoide; Thr: Receptor de la hormona
tiroidea; Ugr: UDP-glucuronosiltransferasa.
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Tabla 2 (cont) Expresion de ARNm hepatico en ratas Wistar macho tratadas oralmente con una mezcla técnica de
HBCD durante 28 dias segin el método de ensayo OCDE TG407!

Dosis (mg/kg pc/d)
Modelo p-valores °
p-valor * 0 1 30 100 200 dosis- T-test con
respuesta® | delta—CT
Adhl 10 + 039 097 + 034 088 + 028 079 + 021 092 + 0.18
Aldhlal 0012 1.0 = 037 077 + 038 090 = 0.4 135 = 042 160 = 0.46 + 0.04
Aox] 10 + 018 0.89 + 0.17 097 + 022 1.17 + 020 114 + 032 +
Cyp26al 10 = 1.07 057 + 035 048 = 014 076 = 033 088 = 070
Lrat 0013 1.0 + 026 085 + 015 0.77 = 022 052 + 018 083 = 0.12 +
Ryra 10 + 033 062 = 0.16 085 + 008 077 + 0.14 080 = 0.10 0.02
Rxr B 10 £ 014 074 + 0.2 1.05 + 0.17 091 + 0.1 097 + 026
Rxry 1.0 + 0.8 095 = 009 107 + 031 101 + 0.3 097 = 007 0.04
Ugtlal ~ 0.006 1.0 + 032 090 + 048 122 + 0.7 205 + 053 148 + 0.64 +
Ugtla6 10 + 030 1.01 = 045 066 + 017 1.00 + 030 094 = 035 0.03
Ustla9 10 £ 016 1.17 + 030 083 + 037 093 + 019 111 + 030
Ahr 10 = 034 1.04 + 046 1.09 = 035 1.14 = 039 098 = 023
Arnt 0006 1.0 + 0.16 082 + 020 1.09 + 0.19 062 + 014 099 = 025
Crabpl 10 = 055 143 + 101 107 = 028 094 = 028 152 = 089
Crbpl 1.0 + 004 097 = 013 124 + 069 086 + 0.15 082 = 008 0.01
Cyplbl 10 + 087 146 = 087 130 + 057 067 + 027 131 = 075 0.03
Rar a 10 + 018 124 + 025 132 + 014 1.09 + 0.16 112 + 0.19
Rary 10 = 018 093 + 0.5 098 = 028 079 = 025 114 = 021
RdhI0 10 £ 021 1.03 + 010 110 £ 020 1.11 + 012 097 + 0.12
Thr a 10 = 015 1.0 + 0.3 1.04 = 030 1.09 £ 038 100 = 021
Thr 10 £ 025 094 + 029 090 + 0.18 098 + 027 096 + 0.07
Car 10 + 028 1.0 = 048 1.03 + 048 130 + 071 092 = 029 0.01
Pxr 0046 1.0 = 027 075 + 0.8 113 + 019 1.05 + 028 077 + 020

! Datos representados como media + DS de 4/5 muestras independientes/grupos de dosis/sexo, salvo indicacion especifica; ? p-
valor calculado por ANOVA de un factor, siendo valores significativos aquellos p < 0.05 y en el limite entre 0.05 y 1 (0.05 <
p <0.1); ® + indica presencia de relacion dosis respuesta (ver Tabla 4 para resultados); ¢ T-test con los delta-CT de controles,
hembras frente a machos, con Graph Pad Prism (versién 5.02 para Windows, GraphPad Software, San Diego, CA,
www.graphpad.com). Adh: Alcohol deshidrogenasa de cadena media citosdlica; Aldh: Retinal deshidrogenasa; A4hr: Receptor
arilo de hidrocarburos; Aox: Aldehido oxidasa; Arnt: Translocador nuclear del receptor arilo de hidrocarburos; Car: Receptor
constitutivo de androstano; Crabp: Proteina celular de union al acido retinoico; Crbp: Proteina celular de unidn al retinol; Cyp:
Superfamilia de citocromos P450; Lrat: Lecitin:retinol aciltransferasa; Pxr: Receptor X de pregnano. Rar: Receptor del acido
retinoico; Rdh10: Retinol deshidrogenasa; Rxr: Receptor X retinoide; Thr: Receptor de la hormona tiroidea; Ugt: UDP-
glucuronosiltransferasa.

52



Concentraciones hepaticas de retinoides

En ratas hembra, observamos disminuciones dosis-dependientes en las concentraciones hepaticas de
acido 9c-40-13,14-dh-retinoico y palmitato de retinilo (Tabla 3) con CEDs de 3.3 y 1.4 mg/kg pc/dia,
respectivamente, con disminuciones maximas del 64% para acido 9c-40-13,14-dh-retinoico y de 34%
para palmitato de retinilo (Tabla 4). Observamos que los niveles de retinol hepatico en ratas hembra
tendian a incrementarse en comparacion con el grupo control a dosis bajas de HBCD (p<0.004; Tabla
3). También se observé la misma tendencia en niveles hepaticos de acido todo-trans-retinoico en ratas
hembra, aunque al borde del limite de significancia tras el ANOVA de un factor (p = 0.07; Tabla 3).
Ademas, los modelados exponenciales no identificaron relaciones dosis-respuesta para el retinol ni para
el acido todo-trans-retinoico en ratas hembra (Tabla 4). Cuando se uséd la dosis de HBCD como
referencia del signo de los vectores, los analisis PLS en ratas hembra (Figura 12A) confirmaron los

resultados del ANOVA de un factor (Tabla 3) y BMD (Tabla 4).

Para ratas hembra se mostrd claramente que las reducciones de las concentraciones hepaticas de
palmitato de retinilo y acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico inducidas por HBCD, estaban asociadas entre
ellas, ya que ambas formas retinoides estaban localizadas proximas entre ellas en el extremo derecho de
la componente tl en el circulo de correlacion (Figura 12A). La marcada reduccion del acido 9c¢-4o-
13,14-dh-retinoico con respecto a la del palmitato de retinilo se puede visualizar en el circulo de
correlacion (Figura 12A), donde el acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico se proyecta en el lado inferior del eje
vertical (componente t2). Del mismo modo, las concentraciones de retinol hepatico y acido todo-trans-
retinoico se localizaron cerca entre si a lo largo del eje horizontal (componente t1), lo que sugiere una
estrecha asociacion entre las reducciones inducidas por HBCD en estas dos formas de retinoides en ratas
hembras (Figura 12A). Ademas, como estas formas retinoides se representaron en el lado superior del
eje vertical (componente t2), el analisis de PLS apoyo las tendencias al aumento observadas a dosis
bajas de HBCD como se observa en el ANOVA (Tabla 3). Los resultados de PLS confirman también
los resultados del analisis de ANOVA (Tabla 3) en relacion a las concentraciones hepaticas de retinol y
acido todo-trams-retinoico, que revirtieron a los niveles de control a dosis elevadas de HBCD en
comparacion con los niveles ligeramente aumentados observados a las dosis mas bajas. En ese sentido,
estas formas retinoides fueron representadas en el lado derecho a lo largo del eje horizontal (componente

t1) en el circulo de correlacion (Figura 12A).

En ratas macho, se observaron reducciones dosis-dependientes de los niveles hepaticos de acido todo-
trans-retinoico y de acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico después de la exposicion a HBCD (Tabla 3) a CEDs
de 1.6 y 4.4 mg/kg pc/dia, respectivamente, con disminuciones maximas del 29% para acido todo-trans-
retinoico y del 46% para acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico (Tabla 4). Las concentraciones de retinol no se
vieron afectadas por la exposicion a HBCD en ratas macho (Tabla 3). Los resultados del ANOVA de un

factor (Tabla 3) y BMD (Tabla 4) se confirmaron por los resultados obtenidos en el analisis PLS en ratas
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macho usando la dosis de HBCD como referencia para el signo de los vectores (Figura 12B). El analisis
PLS mostré claramente disminuciones en las concentraciones hepaticas de acido 9c-40-13,14-dh-
retinoico y acido todo-trans-retinoico y estas estuvieron a su vez relacionadas entre ellas ya que ambas
formas se proyectaron en el lado superior del eje vertical (componente t2) del circulo de correlacion
(Figura 12B). Del mismo modo, tras la exposicion a HBCD, las concentraciones de retinol hepatico se
asociaron claramente con concentraciones hepaticas de acido 9c-40-13,14-dh-retinoico y acido todo-
trans-retinoico, puesto que todos ellos se representaron agrupados en el circulo de correlacion (Figure
12B). Sin embargo, las concentraciones hepaticas de retinol, que casi se proyectaron sobre el eje vertical,
no fueron modificadas como resultado de la exposicion a HBCD (Figura 12B, Tabla 3). De un modo
similar, no hubo un efecto claro del HBCD sobre las concentraciones hepaticas de palmitato de retinilo
en ratas macho (Tablas 3 y 4), aunque el ANOVA de un factor detectd una tendencia aparentemente
decreciente en los niveles de este en el rango de dosis de 3 a 100 mg de HBCD/kg pc (p <0,001; Tabla
3).

Los analisis de regresion multivariante de PLS indicaron una tendencia decreciente en las
concentraciones hepaticas de palmitato de retinilo en relacion con la exposicion a HBCD a lo largo del
eje horizontal (componente t1) y una tendencia creciente menor a lo largo del eje vertical (componente
t2) en el circulo de correlacion (Figura 12B). Claramente, en ratas macho, las concentraciones hepaticas
de palmitato de retinilo no se agruparon con las otras formas retinoides analizadas cuando se evaluaron

en relacion con la dosificacion con HBCD (Figura 12B).
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Tabla 3 Niveles de retinoides hepaticos en ratas Wistar hembras y machos tratadas oralmente con la mezcla técnica de HBCD durante 28 dias, segin el método de ensayo OECD

TG407.!
Dosis (mg/kg pc/d)
Modelo
p-valor @ 0 03 1 3 10 30 100 200 re‘:;’iiess'ta
b
Hembras
Acido todo-trans-retinoico (pmol/g) 0.07 26 + 64 24 + 11 42 + 22 32 £ 11 22 £ 55 25 + 89 19 + 87 25 £ 7.6
Acido 9c-40-13,14-dh-retinoico (pmol/g) < 0.001 116 = 22 119 = 18 113 = 15 136 + 31 112 £ 20 85 + 18 49 + 15 46 = 74 +
Retinol (nmol/g) 0.004 19 £+ 29 29 + 13 26 £ 7.1 25 + 2.7 23 £ 1.2 17 £ 35 17 £ 5.0 15 £ 1.3
Palmitato de retinilo (umol/g) <0.001 1.7 £ 03 1.8 = 0.2 1.7 =+ 03 1.5 + 03 14 + 0.1 1.2 + 0.1 1.1 = 0.2 12 + 0.2 +
Machos
Acido todo-trans-retinoico (pmol/g) 0.03 26 + 44 21 + 2.6 29 + 64 25 £ 7.8 23 THM .3 15 £ 25 17 £ 22 23 £ 69 +
Acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico (pmol/g) 0.005 4 £ 12 56 + 15 42 + 12 58 £ 23 37 £ 6.1 38 £ 5.6 26 + 4.6 26 £ 25°¢ +
Retinol (nmol/g) 19 + 4.1 25 + 15 7 + 285 19 £ 43 18 £ 43 14 + 21 17 £ 42 16 £ 29
Palmitato de retinilo (umol/g) <0.0014 1.3 £ 0.1 14 + 0.1 14 + 0.2 1.7 £ 0.2 13 + 0.2 13 + 0.2 1.0 £ 03 13 + 0.2

! Datos representados como media + DS de 4/5 muestras independientes/grupos de dosis/sexo, salvo indicacion especifica; * p-valor calculado por ANOVA de un factor, siendo valores significativos
aquellos p < 0.05 y en el limite entre 0.05 y 1 (0.05 <p <0.1).; ® + indica presencia de relacion dosis-respuesta (ver Tabla 4 para resultados); © n = 3, puesto que se identificaron dos valores atipicos
y fueron excluidos del andlisis estadistico; ¢ el p-valor significativo parece estar asociado con una tendencia a la disminucion en el rango de dosis desde 3 a 100 mg/kg pc/dia.
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Tabla 4 Resultados del modelado de la relacion dosis-respuesta de niveles de retinoides hepaticos y expresion
de ARNm en ratas Wistar tratadas oralmente con una mezcla técnica de HBCD.!

Dosis oral (mg/kg pc/dia) Dosis interna * (ug/g grasa de higado)
Respuesta Respuesta
CED CEDL Ratio maxima CED CEDL Ratio maxima
(%) (%)
Hembras
Expresion de ARNm
Lrat 118 67 1.8 -32 - - - —
Adhl 74 50 1.5 64 - - - —
Aldhlal 3.5 1.2 2.9 267 66 21 32 184
Aoxl 60 46 1.3 84 18 8.5 22 64
Cyp26al 36 25 1.5 173 - - - —
Ugtlal 2.7 0.7 3.9 101 24 11 22 169
Ugtla6 33 23 1.5 200 4.1 0.7 5.9 206
Ugtla9 66 44 1.5 74 55 14 3.9 90
Rxro 1.0 0.9 1.2 56 - - - -
Niveles de retinoides
Palmitato de retinilo (pmol/g) 1.4 0.7 1.9 -34 40 27 1.5 -34
é;cnii(l)/z)c_%_l} IMdsstnoicoggggg; 53 1.4 - 64 18 85 22 - 66
Machos
Expresion de ARNm
Lrat 25 NA NA -29 157 95 1.6 -48
Aldhlal 54 38 14 97 90 54 1.7 154
Aoxl 131 78 1.7 32 180 105 1.7 59
Ugtlal 9.1 1.4 6.5 88 84 49 1.7 172
Niveles de retinoides
écril((i)(i/gdo-trans—retlnowo 16 05 29 229 B _ B _
é;ili(l’ /2)6'40'13 Ad-dheretinoico 44 yg s -46 41 23 1.8 -44

! Definicion de los parametros del modelado de la relacion dosis-respuesta (del inglés BMD, Benchmark Dose Modeling):

CED: Dosis de efecto critico (del inglés critical effect dose) a un tamaiio de efecto critico (del inglés CES, critical effect
size) de 5%; CEDL: Limite inferior del intervalo de confianza del 95% del CED (mg/kg pc/d); ratio CED/CEDL: Medida
para la variacion de datos, incluye incertidumbre estadistica para CED, un maximo de 10 es aceptable; Respuesta maxima:
La diferencia de la respuesta a dosis alta en comparacion con niveles de base, expresado como porcentaje, en el modelo
dosis-respuesta (obtenido usando el parametro ¢ cuando se seleccionaron los modelos 4 o 5); @ La dosis interna incluye la
suma de a, B and y-HBCD; —": No se obtuvo efecto dosis-respuesta; NA: No aplicable.
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Efectos toxicologicos inducidos por HBCD y asociaciones con observaciones del sistema retinoide

En ratas hembra, las dosis de HBCD vy el incremento en el peso del higado (resultados detallados
previamente en Van der Ven et al., 2006), que fue el pardmetro con mayor importancia en el modelo
PLS en hembras (Valor VIP > 1.4, Figura S1A), mostraron proyecciones similares en la componente t1
(Figura 12A). Ademas, el incremento en el peso del higado debido a la exposicion a HBCD en ratas
hembra se relacioné con reducciones en las concentraciones hepaticas de acido 9c-40-13,14-dh-
retinoico y palmitato de retinilo, ambos con proyecciones similares en la componente t1. Por otro lado,
CYP2B y CYP3A se encontraron entre las variables con menor importancia en el modelo de PLS para
ratas hembra (valores VIP < 0,85, Figura S1A). Ademas, el incremento en la expresion del gen funcional
Rxra se asocid con bajos niveles de todas las formas retinoides analizadas, puesto que estan agrupadas

a lo largo del eje horizontal (componente t1, Figure 12A).

En ratas macho, las dosis de HBCD vy los niveles incrementados de expresion de proteinas CYP2B y
CYP3A, que fueron los parametros con mayor importancia en el modelo PLS para machos (valores VIP
> 1.3, Figura S1B), mostraron proyecciones similares en la componente t1 (Figura 12B). Ademas, estos
niveles de proteina se asociaron al grupo de disminucion de expresion de Lrat y de las concentraciones
de retinol, acido 9c¢-40-13,14-dh-retinoico y acido todo-trans-retinoico (proyecciones similares en la
componente t2, Figura 12B). No obstante, la actividad PROD, que se proyecto cerca del peso del higado
(Figura 12B), fue la variable con menor importancia en el modelo PLS para ratas macho (valores VIP <

0.43, Figura S1B).

Los resultados de este estudio, llevado a cabo para proporcionar informacion mas detallada acerca del
efecto de la exposicion a HBCD sobre el sistema retinoide, estan resumidos en la figura 14. Se puede
considerar que el HBCD interacciona con los CYPs 2B y 3A por medio de la activacion de los receptores
CAR y PXR, respectivamente, provocando una reduccion funcional del acido todo-trans-retinoico, junto
con la activacion del CYP26A1 y las enzimas UGT. Para corregir esta alteracion en la biotransformacion
de acido todo-trans-retinoico producida por la activacion de los CYPs 26A1, 2B y 3 A tras el tratamiento
con HBCD, el organismo podria reaccionar estimulando la movilizacion de formas retinoides de
almacenamiento desde el higado, provocando asi una disminucion en los niveles de palmitato de retinilo
(en ratas hembra), acompafiado a su vez de una reduccion del metabolito acido 9c¢c-40-13,14-dh-

retinoico, tanto en hembras como en machos.

Lrat y presumiblemente las Reh, que no se analizaron en el presente estudio, podrian estar contribuyendo
a la movilizacion de ésteres de retinilo hepaticos. Ademas, los genes responsables de la sintesis de acido
todo-trans-retinoico, es decir, Adhl, Aoxl y Aldhlal, estan siendo inducidos con el proposito de
mantener los niveles homeostaticos de acido todo-trans-retinoico. Dado que la respuesta global parece

ser mayor y mas fuerte en las hembras (en términos de nimero de genes afectados y la potencia de estos
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efectos), podria estar ocurriendo que la mencionada movilizacion neta podria no ser lo suficientemente
fuerte, resultando en la pérdida de acido todo-trans-retinoico, efecto que se encontrd solo en ratas

macho.
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Figura 12 Circulos de correlacion de la regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) para concentraciones hepaticas (variables Y) frente al resto de observaciones
(variables X) en ratas Wistar hembras (A) y machos (B) tratadas con la mezcla técnica de HBCD durante 28 dias. Tanto las variables Y (concentraciones de retinoides),
como las variables X (expresion hepatica de ARNm, niveles de proteina y actividades enzimaticas), asi como datos de peso corporal y de higado publicados previamente
(van der Ven et al., 2006), estan situadas en los circulos de correlacion. Las variables cercanas entre ellas en el circulo estan directamente asociadas, mientras que
aquellas localizadas en posiciones opuestas estan inversamente asociadas. Las variables poco significativas se sitlian cerca del origen. Ademas, la significancia de cada
variable X en el modelo esta representada por su valor de la variable de importancia en la proyeccion (VIP) (Figura S1). Se usa la dosis de HBCD como referencia para
el signo de los vectores en el circulo de correlacion: variables incrementadas se localizan en la izquierda y variables disminuidas en la derecha del eje horizontal
(abscisa), tanto en ratas hembra como en macho. A lo largo del eje vertical (ordenada), es decir la componente secundaria t2, las variables incrementadas se localizan
en la parte superior para hembras (Figura 12A), mientras que en rata macho (Figura 12B), las variables incrementadas se sitian en la parte inferior del eje vertical.
ATRA: acido todo-trans-retinoico; BW: peso corporal; CORA: acido 9-cis-4-0xo0-13,14-dihidroretinoico; DOSE: dosis de HBCD; LBD: actividad enzimatica
microsomal relacionada con CYP3A; LIVER: peso de higado; PROD: actividad citocromo hepatico pentoxiresorufin-O-dealquilasa; REOH: retinol; REPA: palmitato
de retinilo.
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Calculo de MOE

Los valores de MOE calculados para las hormonas tiroideas circulantes y el peso de la tiroides estaban
en el rango entre 20 y 7255 y el intervalo de MOE correspondiente para palmitato de retinilo hepatico y
acido 9c-40-13,14-dh-retinoico fue entre 8 y 924 (Tabla 5). Los valores de MOE derivados de la mediana
de los niveles de exposicion para todas las observaciones estaban muy por encima de 25, mientras que
los valores de MOE derivados de la media ponderada de las exposiciones mas altas, representando la
poblacion altamente expuesta, fueron 8 y 26 para las formas de retinoides y en el rango de 20 a 205 para

los efectos relacionados con la tiroides (Tabla 5).

Tabla 5 Margenes de exposicion (MOE) en base a las alteraciones inducidas por HBCD en las
concentraciones de retinoides hepaticos y de hormona tiroidea y en el peso de la tiroides.'

MARGENES DE EXPOSICION

Acido 9c-4o-

Escenario Tejido  XPosicion gy g Palmitatode g pypgres  Glindula
(ng/g lipido) AN retinilo * tiroides ©
retinoico
F 29f 293 924 7255 724 1345
etos sanos .
(Canad) ® Hizado
1028 ¢ 8 26 205 20 38

I MOEs menores de 25 indican un riesgo no aceptable (EFSA, 2011). 2 MOEs calculados a partir del CEDL basado en
dosis internas (ug/g grasa de higado) obtenidas en este estudio (CES 5%);.> MOE calculado a partir del CEDL basado
en dosis orales (mg/kg pc/dia) obtenidas en este estudio (CES 5%); ¢ MOE calculado a partir del CEDL basado en dosis
orales (mg/kg pc/dia) mostradas en van der Ven et al., 2006 (CES 10%); ¢ Los CEDLs basados en dosis orales se
convirtieron en CEDLs basadas en dosis internas usando la ecuacion de regresion de van der Ven (2006): ecuaciones
de regresion (Ci = CEDL basados en dosis internas convertidos; Ce = CEDL basado en dosis orales) para hembras es:
Ci=33.377 * Ce %%, y para machos es: Ci=61.01 * Ce %6?7¢; ¢ Los valores de exposicion se obtuvieron de Rawn et
al., 2014, donde se recolectaron 52 muestras de higado de fetos sanos entre 6.5 y 19.5 semanas procedentes de
embarazos interrumpidos (las muestras se obtuvieron entre 1998 y 2002 y entre 2008 y 2010);f Mediana; &€ Media de
los valores maximos de exposicion detectados cada afo;.T4: Tiroxina; T4-UGT: Tiroxina-glucurénido.
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7.1.2. DecaBDE

Andalisis de expresion génica hepatica

Los niveles hepaticos de ARNm de Cyp26al, Crabpl, Cyplbl y Ahrr fueron inducidos
significativamente tanto en machos como en hembras tras la exposicion a decaBDE (Tabla 6). Los
niveles inducidos de Cyplbl y Cyp26al fueron comparables en ambos sexos, mientras que la induccion
de Crabpl fue mas pronunciada en machos y la de AArr mas pronunciada en hembras. Se observaron
incrementos significativos para ratas hembra en la expresion génica de Adhl, Lrat, Arnt, Rara, Rxro,
Rxry, Thra, Thrff y Car (Tabla 6). Los incrementos observados en la expresion de Rxra, Rxry y Thro
fueron leves. Para la mayoria de genes, la induccion fue estadisticamente significativa s6lo a dosis bajas,
salvo para Car, cuya induccion significativa se observo a las dosis mas altas y s6lo en ratas hembra
(Tabla 6). No se observaron diferencias entre sexos en ninguno de los genes examinados a nivel del
ARNmMm en animales control, excepto para Rxra, Ugtla9 y Car, que tuvieron p-valores < 0.05 (Tabla 6
y S3). Ademas de estos genes, Crbpl, Rary y Thra mostraron tendencia a la significancia (p-valores <

0.1) (Tabla S3).

El modelo PLS basado en las concentraciones de retinoides hepaticos, en los analisis de expresion génica
hepatica y en datos de toxicidad previamente publicados (van der Ven et al., 2008a), mostré que en
machos, Crabpl, Ahrr, Cyplbl y Cyp26al formaron un grupo que se asocid con concentraciones
reducidas de acido todo-trans-retinoico (proyecciones con direcciones opuestas en la componente t1 de
la Figura 13A). En hembras, las dosis internas de BDE207 y BDE209 se asociaron con la actividad
EROD y con la expresion de Cyplbl, Ahrr'y Crabpl (cuadrante superior izquierdo), y en machos con
la induccion hepatica de actividades EROD y PROD, ya que formaron un grupo en el cuadrante inferior
izquierdo (Figura 13A). Una diferencia importante entre ambos sexos fue que las ratas macho tenian
menos grupos de genes hepaticos, pero estos estaban mas organizados y presentaron asociaciones mas

fuertes con la disminucion de las concentraciones hepaticas de acido todo-trans-retinoico (Figura 13).
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Tabla 6 Expresion de ARNm hepatico en ratas Wistar macho tratadas oralmente con una mezcla técnica de
decaBDE durante 28 dias segin el método de ensayo OCDE TG407' (tabla para hembras en la siguiente pagina).

Dosis (mg/kg pc/d)

t-test con
delta-CT¢
(p-valores)

Adhl
Aldhlal
Aox1
Cyp26al
Lrat
Rxr a
Rxr
Rxry
Ugtlal
Ugtla6
Ugtla9
Ahr
Ahrr
Arnt
Crabpl
Crbpl
Cyplbl
Rar o
Rary
Rdh10
Thr a
Thr B
Pxr
Car

p-valor*
0.603
0.572
0.612
0.032
0.112
0.262
0.812
0.313
0.885
0.378
0.556
0.578
0.001
0.314
0.001
0.683
0.001
0.536
0.243
0.753
0.378
0.419
0.436
0.545

1
1

+

+

0

0.48
0.39
0.13
0.49
0.55
0.3
0.35
0.47
0.32
0.24
0.21
0.22
1.03
0.41
042°¢
0.4
0.34°¢
0.72
0.3
0.37
0.43
0.48
0.51
0.51

1.22
0.72
0.92
29
0.8
0.52
0.66
0.93
1.05
1.7
1.36
0.9
5.73
0.64
50

35
0.52
1.14
1.21
0.63
0.68
0.66
0.56

+

+

0.55
04
023
1.46°¢
032
031
02
031
035
0.53
0.52
04
3.53¢
0.38
31
0.17
23
031
0.44
027
039
0.13
0.26
0.15

1.15
091
0.8
251
2.06
1.81
0.84
1.21
0.83
1.07
1.14
1.06
5.74
1.54
72
1.23
42
1.49
1.71
1.45
1.57
1.45
0.66
0.76

7.5
+

+

+

+

036
0.34
0.23
1.3

1.01
1.54
0.3

0.59
031
0.24
0.32
0.49
351
0.86
44

0.48
24

1.02
0.53
0.57
0.94
0.63
0.46
0.65

0.73
1.12
1.03
1.68
1.33
0.99
0.88
0.75
1.14
1.61
1.24
1.31
0.92
1.43
247
1.05
2.64
1.24

1.14
1.31
1.23
1.12
1.09

+

+

0.46
0.82
0.19
1.01
0.84
0.66
0.43
033
0.62
0.98
0.86
036
049
1.01
1.67
0.45
1.28
1.16
0.57
0.67
0.94
0.93
0.63
0.44

0.87
1.44
0.87
0.89
1.35

0.85
0.62
1.08
1.51
0.81
1.23

0.4

1.78
1.42
0.96
1.12
1.01
1.05
1.23
1.05
0.75
0.96

30

+

+

0.68
1.02
0.38
0.68
0.52
0.59
0.6

0.47
0.65
0.89
0.42
0.58
0.18
033
0.74
0.74
0.38
0.57
0.71
0.79
0.53
0.44
031
0.53

0.04

0.01

0.02

! Datos representados como media + DS de 4/5 muestras independientes/grupos de dosis/sexo, salvo indicacion especifica; ? p-
valor calculado por ANOVA de un factor, siendo valores significativos aquellos p < 0.05 y en el limite entre 0.05 y 1 (0.05 <
p <0.1). ® N=4; ¢ N=3. 9 T-test con los valores delta-CT de los grupos control, hembras frente a machos. Aldh: Retinal
deshidrogenasa; Adh: Alcohol deshidrogenasa de cadena media citosdlica; Ahr: Receptor arilo de hidrocarburos; Ahrr: Represor
del receptor arilo de hidrocarburos; 4ox: Aldehido oxidasa; Arnt: Translocador nuclear del receptor arilo de hidrocarburos;
Car: Receptor constitutivo de androstano; Crabp: Proteina celular de union al acido retinoico; Crbp: Proteina celular de union
al retinol; Cyp: Superfamilia de citocromos P450; Lrat: Lecitin:retinol aciltransferasa; Pxr: Receptor X de pregnano; Rar:
Receptor del acido retinoico; Rdh10: Retinol deshidrogenasa; Rxr: Receptor X retinoide; Thr: Receptor de la hormona tiroidea;
Ugt: UDP-glucuronosiltransferasa.
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Tabla 6 (cont) Expresion de ARNm hepatico en ratas Wistar hembra tratadas oralmente con una mezcla técnica
de decaBDE durante 28 dias segin el método de ensayo OCDE TG407!.

t-test con
delta-CT¢
Dosis (mg/kg pc/d) (p-valores)
p-valor* 1.87 7.5 15 30
Adhl 0.004 1 £ 04 131 £ 02 141 £ 06 052 + 0.32 059 + 031
Aldhlal 0.385 1 £ 034 151 £ 037 175 = 1.04 1.5 £ 04 141 + 045
Aox1 0.839 1 £ 051 1.12 £ 028 0.84 = 041 101 + 038 092 + 033
Cyp26al 0.000 1 £ 026° 3.03 = 128 272 £ 0.73 0.6 £ 026° 051 = 03
Lrat 0.000 1 + 0.15° 297 + 1.05° 213 + 0.10° 157 + 043 075 + 021°
Rxr o 0.010 1 £ 035 1.8 £ 056 205 = 097 143 = 041 075 + 033 0.04
Rxr 0.902 1 £ 034 127 £ 062 125 £ 047 113 + 043 1.1 £ 058
Rxry 0.000 1 £ 037 132 £ 034° 153 £ 036 064 = 0.11° 049 + 0.30
Ugtlal 0.620 1 £ 042 1.06 £ 02 125 £ 064 099 + 023 087 + 0.23
Ugtla6 0.092 1 £ 056 132 £ 065 089 + 0.18 168 = 056 093 + 0.32
Ugtla9 0.642 1 £ 023 142 £ 05 1.11 £ 054 116 + 04 1.15 £ 044 0.01
Ahr 0.972 1 £ 038 1.1 £ 047 114 £ 028 104 = 0.15 1.08 + 03
Ahrr 0.003 1 + 1.00° 17 + 12.0 13 + 8.00 205 £+ 1.5 13 £ 044
Arnt 0.016 1 £ 025 237 + 113 192 £ 062 175 + 0.71 092 + 049
Crabpl 0.001 1 £ 1.06 28 + 200 20 + 120 1.06 £ 091 057 + 0.34
Crbpl 0.230 1 £ 029 1.6 £ 085 1.65 £ 0.5 1.07 £ 0.34 131 + 0.1
Cyplbl 0.001 1 + 065° 46 = 30.0 34 + 180 182 + 1.12 122 £ 0.16°
Rar a 0.001 1 £ 016 208 = 085 259 = 085 152 + 043 087 + 041
Rarvy 0.141 1 £ 027 1.88 £ 026° 1.76 + 0.68 125 + 0.8 137 £ 0.75
Rdh10 0.169 1 £ 034 137 £ 032 133 £ 035 085 = 042 093 + 0.52
Thr a 0.011 1 £ 021 151 £ 032° 174 + 057 149 + 05 079 + 0.16°
Thr 0.005 1 £ 024° 296 =+ 1.34 W P12, Bl 5SS B R 0I09%S 0.83 + 027"
Pxr 0.777 1 £ 058 1.13 £+ 042 121 + 047 1.4 £ 0.79 141 £ 0.64
Car 0.000 1 £ 133 099 =+ 077 145 + 0.67 17 + 11.0 16 £+ 6.0 0.02

! Datos representados como media + DS de 4/5 muestras independientes/grupos de dosis/sexo, salvo indicacion especifica; ? p-
valor calculado por ANOVA de un factor, siendo valores significativos aquellos p < 0.05 y en el limite entre 0.05 y 1 (0.05 <
p < 0.1). ® N=4; ¢ N=3. ¢ T-test con los valores delta-CT de los grupos control, hembras frente a machos. A/dh: Retinal
deshidrogenasa; Adh: Alcohol deshidrogenasa de cadena media citosdlica; Ahr: Receptor arilo de hidrocarburos; Ahrr: Represor
del receptor arilo de hidrocarburos; 4ox: Aldehido oxidasa; Arnt: Translocador nuclear del receptor arilo de hidrocarburos;
Car: Receptor constitutivo de androstano; Crabp: Proteina celular de union al 4cido retinoico; Crbp: Proteina celular de unién
al retinol; Cyp: Superfamilia de citocromos P450; Lrat: Lecitin:retinol aciltransferasa; Pxr: Receptor X de pregnano; Rar:
Receptor del acido retinoico; Rdh10: Retinol deshidrogenasa; Rxr: Receptor X retinoide; 7hr: Receptor de la hormona tiroidea;
Ugt: UDP-glucuronosiltransferasa.
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Concentraciones hepaticas de retinoides

Se observaron disminuciones en las concentraciones hepaticas de acido todo-trans-retinoico tanto en
ratas macho como en ratas hembra (Tabla 7), con CEDs de 0.02 y 0.31 mg decaBDE/kg pc/dia y
disminuciones maximas del 50% y 37% para ratas machos y hembras respectivamente (Tabla 8). La
concentracion hepatica de acido 9c¢-40-13,14-dh-retinoico no se vio afectada por la exposicion a
decaBDE en ninguno de los dos sexos (Tabla 7). En ratas hembra, las concentraciones hepaticas de
palmitato de retinilo se incrementaron con la dosis de decaBDE con una respuesta maxima del 23%,
mientras que los niveles de retinol hepatico no se vieron afectados por el tratamiento con decaBDE en
hembras (Tablas 7 y 8). En ratas macho, se detectaron reducciones de los niveles hepaticos de retinol y

palmitato de retinilo segin el ANOVA de un factor (Tabla 7).
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Tabla 7 Niveles de retinoides hepaticos en ratas Wistar machos y hembras tratadas oralmente con una mezcla técnica de decaBDE durante 28 dias, segin
el método de ensayo OCDE TG407.!
Dosis (mg/kg pc/d)

Modelo
p-valor? 0 1.87 3.75 7.5 15 30 dosis-
respuesta
Machos
Acido todo-trans-retinoico (pmol/g) 0.000 35 £ 4 17 + 1 20 £ 1 18 + 1 19 + 4 18 + 2 +
Acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico (pmol/g)  0.740 75 £ 15 61 = 19 63 + 21 65 £ 9 63 £ 26 57 £ 13
Retinol (nmol/g) 0.000 13 + 1 7 + 1 10 + 1 13 + 4 16 + 2 16 + 4
Palmitato de retinilo (umol/g) 0.001 .19 £ 0.12 095 £ 0.11 091 + 0.13 1.19 £ 0.12 125 +£ 0.15 1.03 £ 0.11
Hembras
Acido todo-trans-retinoico (pmol/g) 0.266 68 + 32 52 £ 12 43 + 9 42 + 23 45 + 22 40 =+ 6 +
Acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico (pmol/g)  0.945 246 + 44 262 + 41 259 + 70 229 + 47 244 + 61 242 + 69
Retinol (nmol/g) 0.315 18 + 3 22 +8D 17 £ 5 20 £ 3 22 £ 7 20 £ 1
Palmitato de retinilo (umol/g) 0.000 145 £ 019 133 + 0.12 144 £ 0.15 1.63 + 0.12 145 £ 0.05 175 + 0.06 +

! Datos representados como media = DS de 4/5 muestras independientes/grupos de dosis/sexo. * p-valor calculado por ANOVA de un factor, siendo valores significativos
aquellos p < 0.05; ° + indica presencia de relacién dosis-respuesta (ver Tabla 8 para los resultados).
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Tabla 8 Resultados del modelado de la relacion dosis-respuesta de niveles de retinoides hepaticos en ratas Wistar
machos y hembras tratadas oralmente con una mezcla técnica de decaBDE durante 28 dias segun el método de
ensayo OCDE TG407.!

Dosis Oral (mg/kg pc/dia) Dosis interna hepatica (ng/g peso humedo)
CED CEDL Ratio  ROPUSSd | cpp CEpL  Rato  Respuesta
maxima (%) maxima (%)

Machos
Acido todo-trans-retinoico 0.02 0 NA _50 114 49 23 48
(pmol/g)
Hembras
Acido todo-trans-retinoico 031 0 NA _37 346 198 17 _39
(pmol/g)
Palmitato de retinilo 70 5.0 1.4 23
(pmol/g)

! Definicién de los parametros del modelado de la relacion dosis-respuesta (del inglés BMD, Benchmark Dose Modeling):
CED: Dosis de efecto critico (del inglés critical effect dose) a un tamafio de efecto critico (del inglés CES, critical effect size)
de 5%; CEDL: Limite inferior del intervalo de confianza del 95% del CED (mg/kg pc/d); ratio CED/CEDL: Medida para la
variacion de datos, incluye incertidumbre estadistica para CED, un maximo de 10 es aceptable; Respuesta maxima: La
diferencia de la respuesta a dosis alta en comparacion con niveles de base, expresado como porcentaje, en el modelo dosis-
respuesta. NA: No aplicable.

El modelo PLS mostrd que, en ratas macho las dosis internas de BDEs 207 y 209 estaban asociadas con
concentraciones disminuidas de acido todo-frans-retinoico (proyecciones con direcciones opuestas en
la componente t1, Figura 13A). En hembras, las dosis internas de BDE207 y BDE209 se asociaron con
concentraciones reducidas de acido todo-trans-retinoico (proyecciones con direcciones opuestas en la
componente t2, Figura 13B). Ademas, los niveles disminuidos de acido todo-trans-retinoico se
asociaron débilmente con la expresion de Cyp26al, siendo esta asociacion mas pronunciada en el caso
de la expresion de Lrat (proyecciones con direcciones opuestas en la componente t2, Figura 13B).
También en hembras, se observo un asociacion entre la expresion de Arnt, Rxra 'y Rara., al formar un
grupo en el cuadrante superior derecho. El aumento de expresion de estos genes, a su vez, se asocio con
la reduccion de la concentracion de acido todo-trans-retinoico (proyecciones en direcciones opuestas en

la componente t2, Figura 13B).
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Figura 13 Circulos de correlacion de la regresion de minimos cuadrados parciales en los componentes t1 y t2 para las concentraciones de retinoides en ratas
Wistar machos (A) y hembras (B) tratadas con la mezcla técnica de DecaBDE durante 28 dias. El circulo de correlacion muestra la interrelacion de las
variables por organizaciéon en cuadrantes. Los cuadrantes opuestos representan respuestas opuestas para las variables modeladas. De estas, la reduccion de
las concentraciones de retinoides se representd en el cuadrante superior derecho, para el cual todas las variables situadas en la parte derecha en la abscisa del
componente principal t1 se redujeron por dosis, mientras que aquellas situadas a la izquierda de la abscisa aumentaron por la dosis. De manera similar, en el
componente secundario t2, las variables situadas en el lado superior de la ordenada se redujeron, mientras que las situadas en el lado inferior se incrementaron.
AhRR: Represor del receptor arilo de hidrocarburos; ARNT: Translocador nuclear del receptor arilo de hidrocarburos; ATRAC: acido todo-trans-retinoico;
BDE207 y BDE209: Difenil éteres bromados; BW: peso corporal; CAR: Receptor constitutivo de androstano; CORAC, acido 9-cis-4-oxo-13,14-
dihidroretinoico; CRABP: Proteina celular de union al acido retinoico; CYP1B: Superfamilia de citocromos P450 1B1; CYP26: Superfamilia de citocromos
P45026 Al; EROD: Actividad enzimatica etoxiresorufin-O-deetilasa; LRAT: Lecitin:retinol aciltransferasa; PROD: Actividad enzimatica 7-pentoxiresorufin
O-desalquilasa; RARa: Receptor de 4cido retinoico a; RXRa: Receptor X retinoide a; RXRg: Receptor X retinoide .
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Calculo de MOE

Los valores de MOE calculados para los niveles de T3 circulantes, los pesos de las vesiculas seminales
y del epididimo se encontraban en el intervalo de 0.5 - 18840 y los correspondientes valores de MOE
para el acido todo-trans-retinoico y CYP17 estaban en el rango de 0.4 - 1375 para las diferentes
observaciones y escenarios de exposicion, que incluian hombres y mujeres de grupos ocupacionales
expuestos y la poblacion general (Tabla 9). Los valores de MOE para la poblacion general en Haojian
(alrededor de 50 km al este de Guiyu), los habitantes cercanos a la fabrica de componentes electronicos
de Laizhou Bay y los trabajadores de la planta de reciclaje de Guiyu, estaban muy por debajo del valor
de referencia aceptable de 25 para concentraciones hepaticas disminuidas de acido todo-trans-retinoico
en ambos sexos y niveles de CYP17 disminuidos en mujeres (Tabla 9). Del mismo modo, los valores de
MOE por debajo de 25 fueron estimados para el aumento del peso de la vesicula seminal en hombres en
los tres lugares de estudio y para la disminucion del peso del epididimo en Guiyu (Tabla 9). Los valores
de MOE basados en el aumento de los niveles séricos de T3 estaban muy por encima de 25 para todos
los grupos de poblacion, excepto para las mujeres en la localidad de Guiyu, donde se estimé un MOE
de 20 (Tabla 9). Los valores de MOE estimados para la poblacion general, incluidas las madres en
periodo de lactancia en Espaiia o Suecia, asi como los consumidores de grandes cantidades de pescado
procedentes de Noruega estaban muy por encima de 25 para todos los parametros analizados en ambos

sexos (Tabla 9).

En resumen, los trabajadores de reciclaje de residuos electronicos en China, asi como la poblacion
general que vive cerca de tales actividades industriales o de reciclaje, estan claramente por debajo del
valor de referencia aceptable de 25 para todos los parametros estimados. Por otra parte, la exposicion al
decaBDE no plantea un riesgo seglin los calculos de MOE basados en niveles de T3 plasmaticos
disminuidos, ni en la disminucién de los niveles hepaticos de acido todo-trans-retinoico o la expresion
de CYP17 suprarrenal en madres lactantes en Suecia o Espafia o en la poblacion general Noruega con

alto consumo de pescado del lago Mjosa (Tabla 9).
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Tabla 9 Margenes de exposicion (MOE) en base a alteraciones inducidas por decaBDE en acido todo-trans-retinoico hepatico, actividad CYP17 suprarrenal,
T3 sérico, asi como el peso de la vesicula seminal y el epididimo.

MARGEN DE EXPOSICION
Escenarios (ng/)fgpl‘;ls)lifllggn A-RA  CYP17 T3 vesilzfxsl: ‘s': IL’;nal egfg;’d?l‘;lo
plasma)
Mujeres
Madres (Valencia) ¢ 4.7° 1375 562 18840
Madres (Uppsala) ! 5.94 1095 448 15005
Madres (Asturias) ™ 8.7¢ 743 304 10175
Consumo de pescado (Lake Mjosa) & 14¢ 462 189 6320
Proximidad a la planta de reciclaje de residuos electronicos (Haojian) 466° 14 5.7 190
Proximidad a la fibrica de componentes electronicos (Laizhou Bay) " 1690° 3.8 1.6 52
Planta de reciclaje de residuos electronicos (Guiyu) | 4500° 14 0.6 20
Hombres
Consumo de pescado (Lake Mjosa) & 142 114 187 2863
Proximidad a la fibrica de componentes electronicos (Laizhou Bay) " 335° 4.8 6.1 94
Proximidad a la planta de reciclaje de residuos electrénicos (Haojian) | 466° 34 4.4 68
Planta de reciclaje de residuos electronicos (Guiyu) J 4500* 0.4 0.5 7

La exposicion y los limites inferiores del intervalo de confianza de la dosis de referencia al 95% (CEDLs) se expresan en ng/g lipido en plasma. Los CEDLs para el at-RA
hepético se calcularon usando las dosis internas de lipidos hepaticos mostradas en la tabla 8. Los CEDLs para el CYP17, el T3 plasmatico total y las masas de la vesicula seminal
y el epididimo se calcularon a partir de datos adquiridos anteriormente (van der Ven et al., 2008). Los CEDLSs se convirtieron en ng/g de lipido en plasma usando el 0.23% como
contenido medio de lipidos en plasma y usando una proporcion de distribucion entre higado y plasma del 0.075 segiin Huwe (Huwe and Smith, 2007). La exposicién a decaBDE
en humanos se representd con: ® maximo valor de exposicion detectado; © exposicién media mas dos desviaciones estandar; © percentil 90; ¢ percentil 95; ¢ maximo valor de
exposicion detectado; ¢ consumidores de pescado (41 hombres y 25 mujeres) del altamente contaminado lago Mjesa en Noruega (Thomsen et al., 2008); " voluntarios (71
hombres y 85 mujeres) residentes en la zona sur costera del area de Laizhou Bay (China, Jin et al., 2009); i 21 habitantes del distrito de Haojiang, Shantou City (China, Bi et al.,
2007); | trabajadores (18 hombres y 8 mujeres) de una planta de reciclaje de residuos electronicos en el sur de China en Guiyu (Bi et al., 2007); ¥ suero de 174 mujeres
embarazadas de una cohorte de poblacion general (Valencia, Espafia; Vizcaino et al., 2011); ! muestras de suero de 24 madres suecas (Uppsala, Sahlstrom, 2014); ™ muestras de
suero de 325 mujeres embarazadas recogidas durante el primer trimestre de gestacion (Asturias, Vizcaino et al., 2014). MOEs inferiores a 25 sugieren un riesgo no aceptable
(EFSA, 2011). At-RA: acido todo-trans-retinoico. CYP17: citocromo P450 17. T3: Triyodotironina.
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7.1.3. Moduladores del AhR
En los analisis llevados a cabo en higado, se observaron diferencias significativas en el acido todo-trans-
retinoico, cuya concentracion aumento6 solamente tras la exposicion al compuesto C2 (Tabla 10, Figura
S6). Por otra parte, se apreciaron disminuciones significativas en el caso del acido 4-OH-todo-trans-
retinoico tras ambos tratamientos (Tabla 10, Figura S6). El acido 9-cis-4-oxo-dh-13,14-retinoico
disminuy6 drasticamente en comparacion con animales control (Tabla 10, Figura S6). El palmitato de
retinilo mostré diferencias, pero las ratas parecen ser mas sensibles al C2, puesto que la disminucion fue

mas profunda (Tabla 10, Figura S6).

En suero también se observaron diferencias significativas, en todas las formas retinoides analizadas a
excepcion del acido todo-trans-retinoico (Tabla 10, Figura S7). Las disminuciones se detectaron en
acido 13-cis-retinoico y palmitato de retinilo (Tabla 10, Figura S7). El acido 9-cis-4-oxo-dh-13,14-
retinoico también mostré una disminucion general con la exposicion, pero en contraste con el resto de
observaciones, la concentracion de este metabolito en el tratamiento con C4 esta mas cerca de los
controles que en el grupo C2 (Tabla 10 Figura S7). Por otro lado, la concentracion de retinol aumento

con el tratamiento (Tabla 10, Figura S7).

El test de ANOV A mostré diferencias significativas en el acido todo-trans-retinoico renal, aunque esto
fue debido al incremento en el grupo tratado con C2, porque el grupo C4 no mostré diferencias en
comparacion con los controles (Tabla 10, Figura S8). También se detectaron incrementos en el retinol
y el palmitato de retinilo, siendo las diferencias en retinol mas similares entre grupos que en el caso del
palmitato de retinilo, cuyos incrementos parecen estar mas relacionados con la exposicion a C4 (Tabla

10, Figura S8).
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Tabla 10 Niveles de retinoides en higado, rifidon y suero en ratas macho tratadas con C2 y C4. La comparacion entre grupos de tratamiento se llevo a cabo
usando el test t-student.

Control C2 C4
ANOVA

Higado Media =+ SD Media £ SD Media =+ SD
Acido todo-trans-retinoico (pmol/g) 1182 = 179 1594 + 185 ** 1409 =+ 256 0.020 *
Acido 13-cis-retinoico (pmol/g) 376 £ 067 770 =+ 511 F 432 = 0.89 0.080
Acido 4-OH-todo-trans-retinoico (pmol/g) 165 + 064 052 =+ 025 *** 055 =+ 025 ** 0001 @ ***
Acido 9-cis-4-0x0-dh-13,14-retinoico (pmol/g) 5856 + 933 468 + 225 ** 386 + 1.62 *** 0000 @ ***
Retinol (nmol/g) 1274 + 189 1595 + 3.79 1688 + 357 * 0.094
Palmitato de retinilo (umol/g) 074 £ 0.09 041 =+ 011 ** 052 =+ 011 ** 0.000  ***
Suero
Acido todo-trans-retinoico (pmol/g) 1.02 £+ 0.28 1.14 <+ 0.34 1.15 £+ 024 0.687
Acido 13-cis-retinoico (pmol/g) 136 + 030 074 + 016 *** 050 =+ 0.14 ** 0000 ***
Acido 9-cis-4-oxo-dh-13,14-retinoico (pmol/g) 352 + 0.84 158 + 056 ** 215 + 075 ** 0.003  **
Retinol (nmol/g) 250 £ 019 321 + 024 *f 312 + 015 *** 0000 @ ***
Palmitato de retinilo (nmol/g) 006 =+ 001 003 =+ 001 ** 003 = 001 *** 0000 ***
Ririon
Acido todo-trans-retinoico (pmol/g) 788 + 0.60 992 + 094 ** 841 = 1.03 0.005  **
Acido 9-cis-4-oxo-dh-13,14-retinoico (pmol/g) 1.15 + 044 1.80 + 1.00 145 £+ 0.88 0.423
Retinol (nmol/g) 701 £ 069 932 £ 075 *** 910 =+ 062 *** 0000 @ **F
Palmitato de retinilo (nmol/g) 608 + 580 1450 + 6.12 * 2002 + 725 ** 0.007  **
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8. DISCUSION
8.1.1. HBCD

Considerando los niveles de retinoides, la reduccion en los niveles hepaticos de acido 9¢-40-13,14-dh-
retinoico en ambos sexos fue el efecto mas pronunciado tras la exposicion a HBCD en este estudio,
mientras que la reduccion de los niveles de palmitato de retinilo y acido todo-trans-retinoico hepaticos
fue el efecto mas sensible en ratas hembra y macho, respectivamente. Ambos resultados indican un
aumento en la movilizacion de formas de almacenamiento. Aldhlal, AoxI y Ugtlal se indujeron tras
el tratamiento con HBCD en ambos sexos, mientras que Adhl, Cyp26al, Ugtla6'y Ugtla9 sdlo en ratas
hembra (Tablas 2 y 4, Figura 14). Varias lineas de evidencia apoyan el papel clave del Cyp2b 'y Cyp3a
en las modulaciones del sistema retinoide observadas por la exposicion a HBCD en ratas macho y
hembra. Estas isoformas estan asociadas con la activacion de CAR y PXR, xenosensores que median la
induccion de Cyp2b y Cyp3a, respectivamente (Aleksunes y Klaassen, 2012), lo que sugiere que los

mecanismos mediados por estos receptores estan implicados en el proceso.

Los cambios mas pronunciados en el sistema retinoide de ratas hembra con respecto al de machos estan
en linea con el pronunciado perfil de toxicidad del HBCD en hembras. Los efectos en las hembras fueron
mas potentes y eficaces, y el nimero de genes afectados fue mayor en comparacion con las ratas macho.
Los calculos del MOE sugieren que los cambios del sistema retinoide inducido por HBCD podrian estar

ocurriendo en poblaciones humanas.
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Figura 14 Modelo propuesto para la modulacién del sistema retinoide después de 28 dias de exposicion
al HBCD por sonda gastrica segun el método de ensayo TG407 de la OCDE en ratas Wistar hembra (A)
y macho (B). *: Incremento de la concentracion de retinol y &cido todo-trans-retinoico a dosis bajas. Ver

figura 5 para abreviaturas.
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Movilizacion de retinoides de almacenamiento a precursores de retinoides funcionales

El palmitato de retinilo es el retinoide de almacenamiento predominante y se encuentra a altas
concentraciones en el higado, concretamente en las células de Ito (o células estrelladas) (Theodosiou et
al., 2010). Con el fin de valorar las relaciones dosis-respuesta, se evaluaron los valores control de todos
los retinoides detectados en este estudio con respecto a los valores obtenidos en estudios analogos
previamente publicados. Las concentraciones hepaticas de palmitato de retinilo en ratas control fueron
de 1.3 y 1.7 umol/g higado, en machos y hembra respectivamente, valores cercanos a las concentraciones
estimadas en estudios previos: 1 umol/g higado para machos (Esteban et al., 2014) y 1.3-2,4 umol/g
higado para hembras (Viluksela et al., 2014; Fletcher et al., 2005).

La reduccion de los niveles de palmitato de retinilo hepatico podria interpretarse como una movilizacion
de retinoides de almacenamiento dirigida a la produccion de precursores de retinoides funcionales, como
el retinol. Dicho proceso podria cursar por una disminucion de la actividad de la enzima lecitin-retinol
aciltransferasa (LRAT), encargada de la esterificacion del retinol a palmitato de retinilo (Tabla 4)

(Theodosiou et al., 2010).

Por otro lado, el acido 9c-40-13,14-dh-retinoico es un metabolito que se une y activa los receptores de
acido retinoico (RARa y RARP), tanto in vitro como in vivo, (Schuchardt et al., 2009) y, por lo tanto,
media la transcripcion de los respectivos genes diana asociados (Theodosiu et al., 2010). La
concentracion hepatica de acido 9¢c-40-13,14-dh-retinoico en los grupos control fue de 116,1 y 44 pmol/g
higado, valores cercanos a los hallados en otros estudios en grupos equivalentes: 107, 93 o 97 pmol/g
higado en hembras (Fletcher et al., 2005; Van der Ven et al.,, 2008a; Viluksela et al., 2014,
respectivamente) o 34 o 33 pmol/g higado en machos (Van der Ven et al., 2008a y Esteban et al., 2014,
respectivamente). No obstante, cabe destacar que los niveles de acido 9c-40-13,14-dh-retinoico
presentan valores muy dispares, dependientes de las edades de los animales, de la especie, la cepa y el
contenido de vitamina A en la dieta (Schmidt et al., 2002). Las concentraciones detectadas de acido 9c-
40-13,14-dh-retinoico en animales control fueron tres veces mayores en hembras que en machos (tanto
en animales control como expuestos), una proporcion que ya fue descrita en ratas con anterioridad
(Viluksela et al., 2014), pero no en ratones (Hoegberg et al., 2005). Estos resultados apoyan la idea de
que los genes responsables de la formacion y/o degradacion de acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico, pueden

estar sujetos a una regulacion dependiente de sexo.

La pronunciada reduccion de los niveles hepaticos de acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico fue el efecto mas
remarcable derivado del tratamiento con HBCD en ambos sexos. Las CEDs para estas disminuciones se
encontraron alrededor de los 4 mg/kg p.c./dia, con respuestas maximas de 64% y 46% en hembras y en

machos, respectivamente (Tabla 4).
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Los niveles de acido 9c¢-40-13,14-dh-retinoico se relacionan directamente con los de palmitato de
retinilo, de modo que la administracion de este tltimo a través de la dieta provoc6 un incremento dosis-
dependiente de acido 9c-40-13,14-dh-retinoico en higado, suero y rifion (Schmidt et al., 2002). Este
efecto podria darse a modo de respuesta frente a las fluctuaciones en el contenido de retinol o palmitato
de retinilo, que evitaria variaciones drasticas en la concentracion de éacido todo-frams-retinoico

(Schuchardt et al., 2009).

Al considerar en conjunto la reduccion de palmitato de retinilo y acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico (Tablas
3 y 4) con la ligera disminucion de Lrat, se propone que la reduccion dosis-dependiente de palmitato de
retinilo en higados de ratas hembra podria deberse a una movilizacién de retinoides neta desde los
depositos hepaticos mas acentuada en comparacion con ratas macho (Nilsson y Hakansson, 2002; Novak
et al., 2008). Los niveles hepaticos obtenidos de palmitato de retinilo y acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico
proporcionaron valores de CED muy similares (Tabla 4). Es de destacar que ambas formas retinoides
parecieron estar relacionadas segin el PLS en ratas hembra (Figure 1A), lo que sugiere que tanto el
acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico como el palmitato de retinilo podrian estar conjuntamente modulados y,
por tanto, implicados en esta movilizacion de formas retinoides de almacenamiento desde el higado.
También es posible que las hidrolasas de ésteres de retinilo (REHs), que no se analizaron en este estudio,
puedan haber contribuido ain mas a la marcada reduccion de los niveles de palmitato de retinilo hepatico
en ratas hembra por medio del aumento de hidrolisis de ésteres de retinilo en retinol (Schreiber et al.,
2012; Figura 12). Se necesitan, por lo tanto, mas analisis para explorar el papel potencial de las REHs

en los cambios observados en el sistema retinoide inducidos por HBCD.

Significado toxicologico del cambio en los niveles de dacido 9c-40-13,14-dh-retinoico y palmitato de
retinilo

La reduccion de los niveles de ésteres de retinilo hepaticos se ha relacionado con la exposicion a varios
tipos de compuestos quimicos con anterioridad, incluyendo contaminantes ambientales, sustancias
quimicas de origen industrial, plaguicidas, farmacos y alcohol (Nilsson y Hakansson, 2002; Novak et
al., 2008; Zile, 2001). Sin embargo, todavia no se ha evaluado si esta reduccion en los ésteres de retinilo
por si misma podria considerarse una observacion toxicologica de interés regulatorio, y/o un marcador
de alteraciones del sistema retinoide. Son necesarios mas estudios y/o acciones reguladoras para validar
el uso de las observaciones del sistema retinoide como sugiere la OECD (2012). Del mismo modo, existe
la necesidad de dilucidar el significado bioldgico y toxicologico de la marcada reduccion en el acido 9c-
40-13,14-dh-retinoico hepatico tanto en ratas macho como hembra. Ya en estudios previos se asocio la
exposicion a TCDD y a formulados de PCBs con reducciones de este metabolito en paralelo con
palmitato de retinilo (Schmidt et al., 2003; Esteban et al., 2014), resultados coherentes con los obtenidos

en el presente estudio.
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La formacion, la biotransformacion y los roles funcionales de este metabolito de acido todo-trans-
retinoico solo se han evaluado de manera preliminar con respecto a la relevancia bioquimica y
toxicologica (Elabbas et al., 2014; Esteban et al., 2014; Hoegberg et al., 2005; Schuchardt et al., 2009).
Basandonos en nuestros resultados y en la suposicion de que el acido 9c-40-13,14-dh-retinoico podria
ser producido desde el retinol (Schmidt et al., 2002; Schuchardt et al., 2009), se propone que el retinol
disponible se esté utilizando para mantener la homeostasis del acido todo-trans-retinoico en detrimento
de la conversion de retinol en acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico, biotransformacion que estaria siendo

regulada a la baja tras la exposicion a HBCD.

Biosintesis de acido todo-trans-retinoico

Las concentraciones de retinol en higados de ratas control fueron de 19 nmol/g higado para ambos sexos,
un valor comparable con los hallados a partir de grupos control de otros estudios: 13 - 22 nmol/g higado
en hembras (Esteban et al., 2014; Van der Ven et al., 2008a) y 5.7 — 59 nmol/g higado (Schmidt et al.,
2003a; Esteban et al., 2014). Por otro lado, las concentraciones de acido todo-tfrans-retinoico en higado
fueron de 26 pmol/g higado en los grupos control de ambos sexos, valor comprendido entre los obtenidos
en controles de otros estudios, 15 — 31 pmol/g higado para hembras (Esteban et al., 2014; Viluksela et
al., 2014) y 21.5 — 35 pmol/g higado para machos (Hoegberg et al., 2003; Esteban et al., 2014).

La exposicion a HBCD provoco la induccion de ARNm de Aox! y Aldhlal en ratas hembra y macho y
la induccion de Adhl s6lo en ratas hembra (Tabla 4). Estas enzimas son las responsables del proceso de
biosintesis del acido todo-trans-retinoico a partir de retinol (Theodosiou et al., 2010; Figura 5). La
reduccion de la concentracion de acido todo-trans-retinoico observada en machos (Figura 12B), que
aumenta ligeramente a dosis bajas en hembras, podria ser debida a la ausencia de induccion de Adhl 'y
una movilizacion de ésteres de retinilo hepaticos menos marcada que en hembras, en términos de nimero
de genes afectados que codifican enzimas de sintesis (Tabla 2, Figura 5) y de la magnitud de las

respuestas tanto de genes como del palmitato de retinilo (Tabla 4).

El aumento simultaneo en la expresion de enzimas de sintesis y biotransformacion de acido todo-trans-
retinoico tras el tratamiento con HBCD se asocid con el mantenimiento de la homeostasis del retinol y
el acido todo-trans-retinoico por medio de una especie de respuesta no monotdnica en hembras. Ademas,
en consonancia con resultados publicados anteriormente, el HBCD indujo la actividad de los CYP2B
(200 mg/kg/dia en hembras y 30 mg/kg/dia en machos) y 3A (3 mg/kg/dia en hembras y 30 mg/kg/dia
en machos) (Germer et al., 2006), enzimas implicadas en la oxidacion del acido todo-trans-retinoico

(Chen et al., 2009).
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Biotransformacion del acido retinoico

La expresion inducida de ARNm de Cyp26al, Ugtlial, 1a6 y 1a9, enzimas de biotransformacion
involucradas en la posterior oxidacion o glucuronidacion del acido todo-trans-retinoico, fue observada
a raiz del tratamiento con HBCD (Tablas 2 y 4) y podrian participar en la induccion de la
biotransformacion como el evento iniciador. De nuevo, estas enzimas se indujeron solamente en ratas

hembra.

Por todo lo anterior, dado que se considera que el evento iniciador tras la exposicion al HBCD ha
ocurrido tanto en hembras como en machos sobre la base de efectos comunes, como la reduccion de
ambos niveles hepaticos de acido 9c-40-13,14-dh-retinoico, no es probable que Cyp26al, inducido en
hembras pero no en machos, sea el evento iniciador después de la exposicion a HBCD, que desencadeno
las respuestas descritas. Esta consideracion se apoya, ademas, en los analisis PLS, ya que el valor VIP
del Cyp26al fue de aproximadamente 0.5 en ambas componentes (Figure S1), es decir, una de las
variables de menor importancia en el modelo, para el cual enzimas como los CYPs 2B y 3A, inducidos
por la exposicion a HBCD y con mayor importancia en los modelos PLS para ambos sexos, podrian

haber participado como evento iniciador.

El papel del Cyp2b y Cyp3a en las modulaciones del sistema retinoide inducidas por HBCD

Es bien sabido que los CYPs 2B y 3A juegan papeles criticos en el sistema retinoide por oxidacion del
acido todo-trans-retinoico (Chen et al., 2009). Los resultados publicados muestran que el HBCD induce
la expresion y los niveles de proteina de CYP2B y CYP3A, junto con sus actividades enzimaticas
microsomales asociadas PROD y LBD (Germer et al., 2006), y que dicha induccion de Cyp2b 'y Cyp3a
se produce mediante la activacion de Car y Pxr respectivamente (di Masi et al., 2009), que también
estan asociados con la induccién de UGTs (Shmarakov, 2015). En linea con esto, se encontraron fuertes
relaciones entre los niveles de CYP2B y CYP3A y la dosis de HBCD por PLS tanto en ratas macho
como hembra (Figura 12). De acuerdo con Germer et al. (2006), se identifico una relacion robusta entre
la dosis de HBCD y la actividad LBD microsomal hepatica (relacionada con CYP3A) en ratas hembra
(Figura 12A), pero no con la actividad microsomal PROD (relacionada con CYP2B) (Figura 12A).

Ademas, el analisis PLS mostro claras correlaciones entre el grupo de retinol y acido todo-trans-
retinoico y la actividad inducida de CYP3A en hembras (LBD, con un valor VIP de aproximadamente
1 en la componente tl1, Figure SI1B), asi como con los niveles de proteina de CYP2B y CYP3A

incrementados en machos (valores VIP > 1.5, Figura S1B).
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Senializacion mediada por receptores retinoides

Se observo un aumento de expresion de Rxra, un regulador transcripcional que dimeriza con RAR. Sin
embargo, no se detectaron cambios en la expresion de Rar, por lo que la regulacion transcripcional pudo
haberse dado a través de la formacion de heterodimeros con otros receptores, como CAR y PXR,
involucrados en la induccion de la biotransformacion de xenobioticos (Evans et al., 2014). PXR y CAR
también reconocen y pueden mediar la eliminacion de compuestos endogenos, como esteroides,

esteroles, retinoides, hormonas tiroideas y acidos biliares (Evans et al., 2014).

Se encontraron niveles endogenos de expresion hepatica de ARNm de Car cinco veces mayores en
machos que en hembras, en linea con las diferencias de género que Germer y colaboradores (2006)
encontraron en los patrones de actividad inducidos por CYP. La ausencia de expresion inducida de Car
y Pxr en términos de dosis-respuesta en el presente estudio (Tabla 2), apoya a nocion de que los niveles
endogenos de estos receptores son suficientes para dar cuenta de la induccion hepatica asociada de

CYP2B y CYP3A.

Ademas, la alteracion de los niveles hepaticos del palmitato de retinilo y de acido 9c¢-40-13,14-dh-
retinoico se produjo a niveles tan bajos de exposicion al HBCD como aquellos asociados a la induccion
hepatica del ARNm de Cyp2b y Cyp3a (Germer et al., 2006) y sus niveles de proteina (Germer et al.,
2006), y a niveles mas bajos que aquellos para los que se observé el aumento en el peso del higado (25

mg/kg pc/dia con CES 5%, Figura S3).

En conjunto, todas las asociaciones descritas proporcionan apoyo al papel clave de los CYPs 2B y 3A
en la modulacion del sistema retinoide tanto en ratas hembra como en macho. Por lo tanto, se sugiri6
que el HBCD induce directamente una regulacion especifica de género de CYP2B y CYP3A mediada
por la activacion de CAR y PXR, respectivamente, que podrian ser elementos importantes de los eventos

iniciadores responsables de la reduccion observada de varias formas de retinoides hepaticos.

Efectos selectivos segun sexo

Multiples evidencias, del presente estudio basado en el método de ensayo TG407 de la OCDE, apoyan
la existencia de notables diferencias de sexo en los efectos observados tras la exposicion al HBCD,
especialmente en relacion con la magnitud de las respuestas. El evento iniciador sugerido de la
modulacion del sistema retinoide, que podria estar basado en la induccion de los CYPs 2B y 3A a través
de CAR y PXR, respectivamente, esta teniendo lugar cualitativamente en ambos sexos, aunque resultd
ser mas pronunciado en ratas hembra (Figura 14, Germer et al., 2006). Tales diferencias de género en el
evento iniciador condujeron a una rotacion en las concentraciones de acido todo-trans-retinoico mas

notable en ratas hembra. En consecuencia, la magnitud de la movilizacion neta, inducida por HBCD, de
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las formas retinoides a partir de ésteres de retinilo hepaticos, que parece estar impulsada por una marcada
regulacion de las enzimas implicadas en la biosintesis de 4cido todo-frans-retinoico, fue mas acusada
en ratas hembra (Figura 14). Esta modulacion dependiente del sexo del sistema retinoide es también

notable en términos de nimero de genes afectados (Tabla 2).

Perfil retinoide alterado en presencia de efectos toxicos

Asociados a los efectos mencionados sobre el sistema retinoide, se encontraron numerosos efectos dosis-
dependientes, como la alteracion de la homeostasis de la tiroides, marcada por la disminucion en la
tiroxina, incremento del peso de la glandula pituitaria y tiroidea y activacion de células foliculares;
incremento del peso del higado, induccion de la T4-glucuronil transferasa y otros efectos metabolicos y
en hueso (Van der Ven et al., 2006). En general, para cada uno de estos efectos, de nuevo las ratas

hembra parecian ser mas sensibles al HBCD que las ratas macho (Van der Ven et al., 2006).

Relevancia de los cambios en el sistema retinoide inducidos por HBCD en humanos

Los calculos de MOE en es este estudio sugieren que la poblacion general, teniendo en cuenta la
exposicion actual al HBCD, no corre un gran riesgo de experimentar la alteracion de la homeostasis de
los retinoides o de las hormonas tiroideas; los valores MOE derivados de los niveles medios de
exposicion para estas observaciones estan todos muy por encima de 25 (Tabla 5). Sin embargo, los
valores de MOE calculados para el percentil 95 altamente expuesto de la poblacion estan alrededor o
por debajo de 25 para algunas observaciones de retinoides y para los niveles circulantes de T4-
glucurénido (Tabla 5), lo que sugiere que este segmento de la poblacion esta en riesgo de sufrir
modulacion de los sistemas retinoide y tiroideo. Los niveles de exposicion a HBCD en higados de fetos
sanos de Canada (Rawn et al., 2014a) usados para los calculos de MOE, estaban dentro del rango de
concentraciones encontradas en muestras de monitorco ambiental (Law et al., 2006; EFSA, 2011a;
Goscinny et al., 2011; Ni et al., 2013; Koch et al., 2015). Por lo tanto, estos datos se consideran
parametros de exposicion relevantes para el calculo de los valores MOE basados en la poblacion humana
general. Del mismo modo, los parametros relacionados con la tiroides y el sistema retinoide también se
consideraron adecuados para ser incluidos en el calculo MOE, ya que ambos se ven afectados a niveles
de dosis de HBCD comparables (es decir, a rangos de CED de 1 - 76 mg/kg pc/dia para observaciones
en tiroides, en comparacion con 1 - 5 mg/kg pc/dia para retinoides, en ratas macho y hembra). Ademas,
los efectos sobre el sistema tiroideo estan bien establecidos como puntos de referencia pivotantes /
apicales en los estudios de toxicologia regulatoria, asi como en las evaluaciones clinicas. Por lo tanto,
estd claro que el sistema retinoide estd respondiendo a los niveles de exposicion a HBCD, que son
similares o ligeramente inferiores a los niveles de exposicion que afectan a las observaciones

relacionadas con la tiroides; observaciones que se estan usando para establecer dosis de referencia en la
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evaluacion de riesgos de sustancias quimicas. Ademas, desde un punto de vista mecanicista, los sistemas
retinoides y tiroideo se intersectan a diferentes niveles, incluyendo el transporte tanto de retinol como
de hormona tiroidea a través del complejo de transporte comin de transtiretrina y proteina de union a
retinol (RBP-TTR) (Novak et al., 2008), asi como a nivel de sefializacion hormonal, donde los RXRs
forman heterodimeros con receptores de la hormona tiroidea (THRs), asi como con los RARs (Evans y

Mangelsdorf, 2014).
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8.1.2. DecaBDE
Los resultados de este estudio realizado de acuerdo con el método de ensayo OCDE TG407, que se
realiz6 para proporcionar informacion mas detallada sobre el efecto de la exposicion a decaBDE en el
sistema retinoide, se resumen en la Figura 15. En ausencia de una movilizacion neta de retinoides
hepaticos de almacenamiento, se observaron reducciones de los niveles hepaticos de acido todo-trans-
retinoico, reducciones de mayor potencia y eficacia en machos en comparacion con ratas hembra; un
hallazgo que esta en linea con el perfil de toxicidad mas pronunciado en ratas macho tras la exposicion
al decaBDE. El aumento de la expresion hepatica de Cyplbl, Cyp2b, Crabpl y Cyp26al se asocid con
la reduccion de los niveles de acido todo-trans-retinoico. Se necesitan mas investigaciones para aclarar
el papel de los AhRR, CAR y PXR hepaticos en la modulacion inducida por decaBDE de los niveles de
acido todo-trans-retinoico. Las consecuencias toxicologicas de los cambios en el sistema retinoide
inducidos por decaBDE requieren un abordaje adicional, quizas atin mas importante durante las etapas

de vida embriofetales.

Se observo anteriormente que las ratas macho mostraban una mayor tasa de biotransformacion del
decaBDE, lo cual resulté en una mayor proporcion de BDEs poco bromados frente a los altamente
bromados, en comparacion con ratas hembra (van der Ven et al., 2008a). Estas observaciones sobre las
diferencias cinéticas entre ratas macho y hembra estan en linea con las diferencias de género en el perfil
de toxicidad de decaBDE (van der Ven et al., 2008a), asi como con las diferencias de género observadas
en la respuesta del sistema retinoide de este estudio. Se ha demostrado que el decaBDE se metaboliza
in vivo para formar congéneres de BDE poco bromados (Cai et al., 2011; Huwe y Smith, 2007; Morck
et al., 2003; Sandholm et al., 2003), que se sabe que son mas bioacumulables y toxicos que el decaBDE
propiamente dicho (Meerts et al., 2001; Hamers et al., 2006, 2008; Dingemans et al., 2008). Ademas,
los CYP fueron elementos clave en la hidroxilacion de los congéneres de BDE (BDE-OH) (Stapleton et
al., 2009; Erratico et al., 2011), que fueron inducidos tras la exposicion al decaBDE (van der Ven et al.,

2008a).
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Figura 15 Modelo propuesto para la modulacion del sistema retinoide d

espués de 28 dias de exposicion
al decaBDE en ratas Wistar macho (A) y hembra (B). *: Disminucion de retinol a dosis bajas. **:

Incremento de la expresion de Adhl a dosis bajas. Ver figura 5 para abreviaturas.
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Ausencia de movilizacion de retinoides de almacenamiento

Con tal de evaluar las relaciones dosis-respuesta, se estudiaron los valores control de los retinoides
detectados y se compararon con los valores obtenidos en estudios andlogos previamente publicados. En
los higados del grupo control, se encontraron concentraciones de 1,2 y 1,5 pmol/g higado en machos y
hembras, respectivamente. Estos valores son coherentes con los obtenidos en estudios previos para
ambos sexos (1-3 umol/g higado; Schmidt., 2003b; Esteban et al., 2014; Fletcher et al., 2005; Viluksela
et al., 2014).

Como consecuencia de la induccion de biotransformacion, proceso en el que pueden participar CRABP,
CYP26 y CYP2B, se esperaria una respuesta bioldgica compensatoria inmediata para reestablecer los
niveles hepaticos de acido todo-trans-retinoico. Aunque el incremento en la movilizacion de las formas
retinoides derivadas de la dieta o de los ésteres de retinilo almacenados se encuentra a menudo como
una respuesta a la alteracion del sistema retinoide (Nilsson y Hakansson, 2002; Novak et al., 2008), ya
que estas formas funcionan como precursores de retinoides funcionales (Murphy et al., 2007,
Theodosiou et al., 2010), la exposicion a decaBDE no provocd la movilizacion de retinoides de
almacenamiento ni cambios en las enzimas de biosintesis de acido todo-trans-retinoico, como ADHI,
RDH10 0 ALDHI. Los genes Adh y Aldh codifican las proteinas responsables de la oxidacion del retinol
a retinal y, posteriormente y de forma irreversible, a acido todo-trans-retinoico (Blomhoff y Blomhoff,
20006), por lo tanto, la ausencia de alteraciones en estos genes apoya la idea de que la movilizacion de
formas retinoides de almacenamiento no es una via principal activada por la exposicion a decaBDE.
Con todo esto, parece improbable que la exposicion a decaBDE induzca una movilizacion neta de ésteres
de retinilo de almacenamiento hepaticos para compensar la disminucion en los niveles hepaticos de
acido todo-frans-retinoico en ambos sexos. En su lugar, en las ratas hembra, puede haber una ligera

tendencia al aumento de la formacion de ésteres de retinilo mediante la induccion de Lrat.

La movilizacion de ésteres de retinilo comprende su hidrolisis hacia retinol, la forma en la que la
vitamina A se distribuye por la circulacion unido a RBP-TTR (Theodosiou et al.,, 2010). Las
concentraciones hepaticas de retinol encontradas en este estudio fueron de 13,3 y 18,1 nmol/g, para
machos y hembras, respectivamente, valores dentro del rango presentando en otros trabajos donde
también se midio esta forma retinoide (7 - 40 nmol/g) (Schmidt et al., 2002; Schmidt et al., 2003a;
Schmidt et al., 2003b; Esteban et al., 2014; Viluksela et al., 2015).

No se observaron alteraciones ni en las concentraciones de retinol, ni en la expresion hepatica de Rdhi0,
en ningun sexo. Por otro lado, los resultados de Adhl mostraron incrementos s6lo a dosis bajas en
hembras. Estos resultados apoyan la idea del mantenimiento del equilibrio entre biosintesis (REH) y

biotransformacion de retinol hacia acido todo-trans-retinoico (Blomhoff et al., 2006).
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Homeostasis de acido todo-trans-retinoico

La concentracion del acido todo-trans-retinoico hepatico en machos control fue de 35,5 pmol/g higado,
un valor coherente con las concentraciones medidas en estudios previos (16-50 pmol/g higado) (Esteban
et al., 2014; Viluksela et al., 2014). Sin embargo, las hembras control mostraron concentraciones de 68
pmol/g higado. Este valor fue ligeramente superior a los detectados en otros estudios (17-42 pmol/g
higado) (Schmidt et al., 2003a; Schmidt et al., 2003b; Fletcher et al., 2005; Esteban et al., 2014;
Viluksela et al., 2015), pero inferior a los encontrados en ratas hembra Han/Wistar (150 pmol/g higado)
(Fletcher et al., 2005). Esto demuestra que las concentraciones medidas de acido todo-trans-retinoico

dependen de factores como la cepa, la alimentacion y la edad de los animales (Schmidt et al., 2002).

La exposicion a decaBDE provocéd disminuciones en la concentracion de acido todo-trans-retinoico en
ambos sexos, pero es de destacar la potencia y la eficacia con la que disminuyd en controles macho
(Tabla 8). Este brusco descenso se observo desde la primera dosis, por lo que se sospecho que ese grupo
presentara niveles elevados en comparacion con otros controles. Sin embargo, los niveles de acido todo-
trans-retinoico en los controles de este estudio se encontraron dentro de la misma distribucion estadistica
normal que los otros 10 animales control (Van der Ven et al., 2006; Van der Ven et al., 2008b; Figura
S9A). Para corroborar este efecto, se emplearon los 15 controles, y el modelado dosis-respuesta siguio

mostrando una reduccion (Figura S9B), por lo que se asocio al tratamiento con decaBDE.

Dado el papel del AhRR de modulador por retroalimentacion de la expresion génica dependiente de
AhR, el aumento de la expresion hepatica de Ahrr parece ser un elemento protector frente a la induccion
de la expresion hepatica de Cyplal relacionada con el AhR tanto en ratas macho como en hembras. Sin
embargo, en ratas macho, con un aumento menos pronunciado de la expresion hepatica de Ahrr, y
ausencia de induccion de la expresion de Arnt, se observo un aumento en los niveles de proteina de
CYP1AL1 relacionado con el decaBDE, pero no en las hembras (van der Ven et al., 2008a), aunque se
indujo de forma dosis-dependiente la expresion de ARNm de Cyplal en ambos sexos. Solo la induccion
combinada de Arnt y Ahrr, como se observa en hembras (Tabla 6; Figura S5), parece proporcionar una
mejor capacidad para reprimir completamente la induccién de Cyplal mediada por AhR, una via que
se ha asociado con la sintesis y oxidacion del acido todo-frans-retinoico (revision por Murphy et al.,
2007) y con consecuencias de salud severas en casos de activacion sostenida por ligandos de alta
afinidad a AhR, como la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) y compuestos similares a

dioxinas.

Ademas, el CYP1BI1 estuvo involucrado en la actividad de EROD en menor medida que el CYP1A1/2
(Shimada et al., 1997). Sin embargo, el CYP1BI1 respondio al 4cido todo-trans-retinoico (Kawai et al.,
2003) y fue capaz de convertir retinal en acido todo-trans-retinoico (Chambers et al., 2007), para lo cual

otro mecanismo podria estar involucrado, a través de los receptores de retinoides, en la fuerte induccion

85



observada del ARNm de Cypibl. La exposicion a decaBDE también produjo una mayor induccion del
ARNm de Cyp2b en los machos y, por lo tanto, la actividad del PROD fue inducida en los machos pero
no en las hembras (van der Ven et al., 2008a). En ratas macho, no hubo induccién de la expresion
hepatica de ARNm de Car, lo que sugiere que los niveles constitutivos de CAR son suficientes para
apoyar el incremento en la expresion de ARNm de Cyp2b y la actividad PROD relacionada con la dosis
de decaBDE. Cabe destacar que en las hembras hubo una pronunciada induccion de la expresion
hepatica del ARNm de Car, por lo cual se considerd que las hembras estaban, a nivel cualitativo, en el
mismo proceso dinamico que los machos en lo referido a la capacidad de biotransformacion, aunque
mostrandose a dosis y/o tiempos de exposicion mas altos. No hubo cambios en la expresion de ARNm
hepatico de Pxr en ningun sexo, ni inducciones de expresion de ARNm de Cyp3a, niveles de proteina o
actividad (van der Ven et al., 2008a) relacionadas con el tratamiento. Sin embargo, se mostré induccion
del CYP3A tanto en ratones como en ratas tras la exposicion a decaBDE (Lee et al., 2010, Pacyniak et

al., 2007).

Biotransformacion del acido todo-trans-retinoico

La induccion enzimatica también estd implicada en la biotransformacion de endobioticos: la induccion
del CYP2B pudo haber contribuido, al menos en parte, a la reduccion de las concentraciones de acido
todo-trans-retinoico (Kakizaki et al., 2002; Kawamoto et al., 1999; Chen et al., 2009; Kedishvili, 2013),
con mayor eficacia y potencia en machos que en hembras, como sucedi6 con las propias inducciones de
CYP. Curiosamente, el ortologo CYP2B6 en higados humanos parece estar asociado con la
hidroxilacion de BDE-47 (Feo etal., 2013) y BDE-99 (Erratico et al., 2012), los cuales podrian interferir
en la senalizacion del acido retinoico mediante su uniéon a RARs (Zhao et al., 2015, articulo original).

No obstante, dicha relacion requiere un estudio mas profundo.

Crabpl es una proteina transportadora de acido todo-trams-retinoico, con un papel critico en la
regulacion de su degradacion (Blomhoff y Blomhoff, 2006), ya que lo transporta para su degradacion
oxidativa por Cyp26al; la principal enzima catabolizante con alta especificidad de sustrato para el acido
todo-trans-retinoico (Ross y Zolfaghari, 2011; Theodosiou et al., 2010) y sus metabolitos (Topletz et
al., 2015). Tanto Crabpl como Cyp26al estan bajo la regulacion del acido todo-trans-retinoico (Topletz
et al., 2015) a través de RARs (Theodosiou et al., 2010), por lo que es probable que los aumentos
observados en las expresiones hepaticas de Crabpl y Cyp26al estén asociados con la disminucion de
los niveles de acido todo-franms-retinoico tras la exposicion al decaBDE. En este estudio, no hubo
aumento en la expresion de enzimas UGT inducido por decaBDE, por lo que se supone que las formas
oxidadas de acido todo-trans-retinoico no se glucuronizaron y excretaron (Zile et al., 1982; Samokyszyn
et al., 2000), sino que estuvieron disponibles para la sefializacion a través de RARs (Topletz et al., 2015;

Zhao et al., 2015).
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Curiosamente, la expresion de Rara, Rxro y Rxry fue inducida en hembras, pero no en machos. Sin
embargo, se necesitan mas analisis de especificidad de sustrato para aclarar la contribucion exacta de
cada una de las enzimas, proteinas de union y factores de transcripcion en la disminucion observada en
los niveles hepaticos de acido todo-trans-retinoico de este estudio. Con respecto a los mondmeros de
union a RXRs (Evans y Mangelsdorf, 2014), un aumento de Thra y Thrf a dosis bajas, también
observado solo en ratas hembra, podria indicar una alteracion de la homeostasis de la hormona tiroidea
en la que podrian estar implicados los BDE hidroxilados (Hallgren y Darnerud, 2002; Hamers et al.,
2006; Richardson et al., 2008). Este hallazgo fue respaldado por la alteracion de los niveles de T3

plasmatico encontrados en ese sexo en el estudio precedente de van der Ven et al. (2008a).

Homeostasis del acido 9c-40-13,14-dh-retinoico

La concentracion del acido 9c¢-40-13,14-dh-retinoico hepatico en machos control fue de 75 pmol/g
higado, valor superior a los encontrados en otros estudios (16-23 pmol/g higado; Esteban et al., 2014;
Viluksela et al., 2014), pero dentro del rango de las decenas de pmol/g. Estos estudios de referencia se
llevaron a cabo con cepas de rata distintas a las del presente estudio, hecho que podria explicar en parte
las diferencias mencionadas. Las hembras control presentaron una concentracion de 246 pmol/g, un
valor similar al referido en controles de estudios previos (107-145 pmol/g higado (Fletcher et al., 2005),
370 pmol/g higado (Schmidt et al., 2002)). Las diferencias observadas al comparar los estudios
mencionados se deben a que, al igual que sucede con el resto de retinoides, la concentracion de este

metabolito también depende de la ingesta de vitamina A, de la edad y de la especie objeto de estudio.

Trabajos previos apuntan a que el acido 9c-40-13,14-dh-retinoico podria sintetizarse desde el retinol
hepatico (Schmidt et al., 2002), hipdtesis que concuerda con la ausencia de alteraciones en las
concentraciones de retinol y con el equilibrio entre la biosintesis y eliminacion del acido 9¢-40-13,14-

dh-retinoico.

Perfil retinoide alterado en presencia de efectos toxicos

Se observd una serie de efectos junto a la alteracion del sistema retinoide descrita en este estudio. La
observacion mas sensible en ratas macho fue el incremento en el peso de la vesicula seminal y
disminucion en el del epididimo. En hembras se detectdo una disminucion de la actividad del CYP17,
una enzima con un papel crucial en la sintesis de androgenos (Van der Ven et al., 2008). Por lo tanto,
parece ser que el decaBDE tiene efectos en paralelo sobre el sistema retinoide y el endocrino (Van der

Ven et al., 2008).

87



Relevancia de los cambios en el sistema retinoide inducidos por decaBDE en humanos

Los calculos de MOE sugieren que el acido todo-trans-retinoico es una observacion mas sensible a la
exposicion a decaBDE que los niveles plasmaticos de T3, asi como el peso de la vesicula seminal y el
epididimo. Tomados en conjunto, estos datos sugieren que la poblacion general tiene un bajo riesgo,
mientras que los trabajadores de residuos electronicos o los residentes cercanos a estos lugares de
trabajo, en las situaciones de exposicion actuales, corren el riesgo de experimentar una alteracion de la
homeostasis de los retinoides. Por lo tanto, el trabajo en el reciclado de dispositivos electronicos necesita
la implementacion inmediata de medidas de mitigacion del riesgo para reducir la exposicion a niveles

de riesgo aceptables.
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8.1.3. Moduladores del AhR

Movilizacion de retinoides de almacenamiento

La exposicion a los compuestos nombrados como C2 y C4 provoco cambios similares en los niveles de
palmitato de retinilo medidos en higado: se mostré una disminucidn en ambos casos, que fue ligeramente
mas acusada en el caso del C2 en comparacion con los niveles control (Figura S6). Este es uno de los
efectos tipicos observados tras la exposicion a TCDD, tanto en aquellos estudios donde se expuso a los
animales a una dosis Unica, a dosis repetidas, o en los que se evaluo la relacion dosis-respuesta, se
observaron disminuciones tempranas y a dosis bajas (Nilsson et al., 2000; Schmidt et al., 2003;
Hoegberg et al., 2003; Fletcher et al., 2005). Un posible explicacion a esta disminucion tan marcada
podria estar tanto en la alteracion de los mecanismos de esterificacion, es decir, la expresion de enzimas
como LRAT o ARAT, o bien el incremento en la expresion de hidrolasas, como las REH que favorezcan
la movilizacion de retinoides de almacenamiento hacia formas precursoras, como el retinol, de especies
funcionales como el acido todo-trans-retinoico (Nilsson et al., 2000), es decir la biosintesis de acido

retinoico.

La concentracion de acido 9c-40-13,14-dh-retinoico también se vio disminuida, tal y como se observo
con anterioridad en estudios analogos, tanto en higado como en suero (Hoegberg et al., 2003; Nilsson
et al., 2000; Schmidt et al., 2003b), aunque las diferencias fueron mucho mas acusadas en el caso de las
concentraciones hepaticas, donde las disminuciones fueron de mas de 10 veces en comparacion con los
valores control (Figura S6). Las similitudes entre estudios en el caso de los niveles de este metabolito
en rifion no estan tan claras. De hecho, mientras que en este estudio no se observan cambios (Figura S8),
en trabajos anteriores si que se detectaron incrementos (Fletcher et al., 2005), puede que debido a la
sintesis en el propio rifidn, tras la recaptacion de retinol, acido todo-frans-retinoico o sus metabolitos

desde el suero (Fletcher et al., 2005).

Esta hipotesis apoyaria los resultados obtenidos en rifién para el acido todo-trans-retinoico y el retinol,
cuyas concentraciones aumentaron (Figura S8), siguiendo la tendencia de trabajos analogos en los que
también se detectaron aumentos significativos tras la exposicion a TCDD (Nilsson et al., 2000; Schmidt
et al., 2003; Hoegberg et al., 2003; Fletcher et al., 2005). Este incremento en rifién podria estar
relacionado, a su vez con la esterificacion de retinol y, en consecuencia, el aumento de la concentracion
de palmitato de retinilo en rifién (Figura S8), un efecto coherente con los estudios de exposicion a TCDD
previamente mencionados (Nilsson et al., 2000; Schmidt et al., 2003; Hoegberg et al., 2003; Fletcher et
al., 2005). En este efecto podria estar implicado la LRAT, cuya expresion ha sido asociada con la
exposicion a TCDD (Hoegberg et al., 2003; Nilsson et al., 2000), o lo que es lo mismo, el incremento
en la expresion y la actividad de esta enzima podria explicar el incremento en la esterificacion de retinol
hacia formas de almacenamiento (Fletcher et al., 2005). La exposicion a TCDD no provoco cambios en

las concentraciones de ésteres de retinilo en suero (Hoegberg et al., 2003), lo cual apoya la idea de que
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estos se sintetizaron directamente en el 6rgano y no se recuper6 del suero. Sin embargo, en este estudio

se observaron disminuciones significativas tras el tratamiento con ambos compuestos (Figura S7).

Biosintesis de acido todo-trans-retinoico

Un efecto que suele ir asociado y que define el proceso de movilizacion de retinoides, es el aumento de
la concentracion de retinol en suero (Fletcher et al., 2005; Hakansson et al., 1987; Kransler et al., 2007
Nilsson et al., 2000; Schmidt et al., 2003a). En el presente estudio se observo este efecto y, ademas, este
fue comparable en ambos tratamientos (Figura S6 y S7). Otro de los efectos en el higado que suele
acompanar a la exposicion a TCDD es la disminucion en la concentracion de retinol. En estudios a largo
plazo se observaron disminuciones hepaticas (Fletcher et al., 2005), sin embargo, en el presente estudio
no se observo tal efecto (Nilsson et al., 2000; Schmidt et al., 2003b), lo cual indica que la toxicocinética

juega un papel crucial a la hora de evaluar los efectos de la dioxina.

La ausencia de efectos en la concentracion de retinol podria explicar una situacion en la que las
concentraciones de retinol se mantienen en equilibrio entre la hidrolisis incrementada de palmitato de
retinilo y la sintesis de acido todo-trans-retinoico, cuya concentracion tendid a incrementarse
significativamente tras el tratamiento con C2 (Figura S6). Una explicacion tras este efecto seria el
incremento en la expresion de alcohol y aldehido deshidrogenasas, o bien la induccion de los citocromos
P450 1A1y 1A2, que catalizan la conversion de retinol a retinal y de retinal a acido todo-trans-retinoico

(Chen et al., 2000; Raner et al., 1996; Roberts et al., 1992; Tomita et al., 1996; Zhang et al., 2000).

Biotransformacion de acido todo-trans-retinoico

Partiendo de los datos de los que disponiamos, se hubiera esperado un aumento de los niveles séricos
de acido todo-trans-retinoico (Hoegberg et al., 2003; Nilsson et al., 2000; Schmidt et al., 2003b), sin
embargo estos no se vieron alterados tras la exposicion a C2 y C4. Sin embargo en ¢l caso del isomeros
13-cis del acido todo-trans-retinoico, si que se detectaron disminuciones comparables con las referidas
en la bibliografia (Figura S7). Concretamente, los cambios inducidos en esta forma retinoide se
consideran un marcador plasmatico de la exposicion a TCDD (Fletcher et al., 2005). Una via por la que
estos niveles se encuentran disminuidos puede ser por un aumento en su biotransformacion. Estudios
previos dirigidos en esta direccion mostraron que la oxidacion y la glucuronidacion de isémeros cis del
acido todo-trans-retinoico en microsomas hepaticos de rata fueron mas eficaces que para el propio acido
todo-trans-retinoico (Genchi et al., 1996; Marchetti et al., 1997; Schmidt et al., 2003b), lo cual podria

explicar los bajos niveles séricos encontrados en ratas tratadas con C2 y C4.
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En el presente estudio se observaron ademas cambios en otras formas retinoides, como el acido 4-OH-
todo-trans-retinoico en tejidos de rata, cuyas variaciones por efecto del TCDD no han sido estudiadas
con anterioridad por las bajas concentraciones en las que se encuentran. De esto y de las diferencias
identificadas entre nuestro trabajo y aquellos llevados a cabo con TCDD, se deduce que se requieren

mas estudios al respecto para conocer con exactitud las similitudes entre las alteraciones inducidas por

C2/C4y TCDD.
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8.2. Discusion general
Este estudio proporciona la primera evidencia de que los retardantes de llama HBCD y decaBDE
modulan la expresion hepatica de ARNm de multiples genes involucrados en la sintesis y degradacion
del acido todo-trams-retinoico. Por otro lado, se aporta informacion sobre la alteracion de las
concentraciones de retinoides como consecuencia de la exposicion a los compuestos mencionados y a
otros dos xenobidticos derivados de sendos inmunomoduladores con capacidad de activar el AhR.
Aunque en el caso de los inmunomoduladores también se determinen las concentraciones de retinoides
en rifién y suero, el organo objeto de estudio en este trabajo fue el higado. Este 6rgano actfia como
principal reserva de retinoides en el organismo, concretamente de aquellos que reciben el nombre de
retinoides de almacenamiento, cuyo principal componente es el palmitato de retinilo. Por lo tanto, es el
higado desde donde se liberan para cubrir las necesidades en el resto de 6rganos y, en definitiva, para

mantener la homeostasis del sistema retinoide (Theodosiou et al., 2010).

Tabla 11 Resumen de la modulacién del sistema retinoide especifico de compuesto y sexo

Biosintesis de Biotransformacion

Movnl}za?mn acido todo- de acido todo-trans- Toxicidad
de retinoides s . R
trans-retinoico retinoico
HBCD
- Alteracion de la homeostasis de la tiroides
- Incremento del peso del higado, pituitaria
? + T ++ - Induccién de la T4-glucuronil transferasa
- Incremento de colesterol
- Incremento densidad mineral 6sea
- Disminucion del peso del timo
3 - + ) - Disminuciéon del nimero de esplenocitos
- Induccién de la T4-glucuronil transferasa
DecaBDE
? - + + - Disminucion de la actividad del CYP17
a . + T+ - Incremento del peso de la vesicula seminal
- Disminucién del epididimo
Moduladores AhR

- Disminucioén del peso del timo

3 n N ) - Ligero retraso en ganancia de peso corporal
- Ligera induccion de hematopoyesis
extramedular hepatica

De los dos retardantes de llama, s6lo el HBCD provocod la movilizacién de palmitato de retinilo,
caracterizada por la disminucion significativa de sus niveles, concretamente en hembras. Este cambio
se asocio a la disminucidn en la expresion de enzimas de esterificacion (Nilsson y Hakansson, 2002;
Novak et al., 2008), un efecto que aunque también se detecté en machos, no produjo una disminucion
de palmitato de retinilo dosis-dependiente. En el caso del decaBDE, las hembras también parecieron
mas sensibles a la exposicion, pero en este caso siguiendo una dinamica opuesta, ya que, aunque

levemente, se incrementaron los niveles de palmitato, un efecto probablemente precedido de la
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induccion correspondiente de la LRAT, cuya funcion es esterificar el retinol para su posterior
almacenamiento en las células estrelladas. La respuesta tras la exposicion a los inmunomoduladores fue
mucho mas marcada y estuvo caracterizada por disminuciones significativas en los niveles de palmitato
de retinilo tras el tratamiento tanto con C2 como con C4. Este efecto es uno de los mas observados como
consecuencia de la activacion del AhR, como demuestran estudios previos hechos con TCDD (Nilsson
et al., 2000; Schmidt et al., 2003; Hoegberg et al., 2003; Fletcher et al., 2005). Por el contrario, la
exposicion a estos compuestos produce en rifion un incremento de palmitato de retinilo, probablemente
asociado a un incremento en la esterificacion mediada por la LRAT (Nilsson et al., 2000; Hoegberg et
al., 2003), provocado a su vez por el aumento en la concentracion de acido todo-trans-retinoico, efecto
que solo se observo tras el tratamiento con C2. También se observo una la disminucion de palmitato de
retinilo en suero, efecto que podria estar debido a la internalizacion de este a través del receptor de

lipoproteina como via de recuperacion frente a la movilizacion a nivel hepatico.

Los niveles de palmitato de retinilo estan estrechamente relacionados con las concentraciones del
metabolito acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico. Tras el tratamiento con decaBDE, el metabolito acido 9c-
40-13,14-dh-retinoico no sufrio variaciones en ninguno de los dos sexos, un efecto coherente con el
estado del palmitato de retinilo tras la exposicion. Sin embargo, el tratamiento con HBCD apoya la idea
de la modulacion dependiente de sexo, ya que aunque los niveles de acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico se
redujeron en ambos sexos, el efecto fue mas acusado en hembras, probablemente como respuesta a una
mayor tasa de sintesis de acido todo-frans-retinoico y a la reduccion significativa en las reservas de
palmitato de retinilo (Schuchardt et al., 2009). La exposicion a los dos inmunomoduladores se asocio a
disminuciones significativas en la concentracion del metabolito acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico en suero
e higado, probablemente debido a la ausencia de sintesis a partir de acido todo-trans-retinoico o retinol,

cuyas concentraciones, de hecho, aumentaron en este tejido.

Una vez el palmitato de retinilo es hidrolizado se produce retinol, que es transportado por la circulacion
unido a la RBP-TTR a los distintos tejidos extrahepaticos para suplir las necesidades de formas
retinoides activas. En este sentido, la exposicion a HBCD provoco en hembras un incremento en la
concentracion de retinol, pero solo a dosis intermedias, reestableciéndose estas a nivel de los controles
a dosis altas. Estas variaciones siguieron un patrén de dosis-respuesta no monoténico que forma parte,
probablemente, de un mecanismo de mantenimiento de la homeostasis del retinol dirigido por la
induccidon simultanea de enzimas implicadas tanto en la sintesis como en la biotransformacion del
retinol. Esta situacién de equilibrio también parece ser la responsable de alguno de los efectos
observados tras el tratamiento con decaBDE en ambos sexos, donde tampoco se observaron alteraciones
drasticas en la concentracion de retinol ni en la de los genes relacionados con la biosintesis y la

biotransformacion de este, sino que se mostraron incrementos a dosis intermedias en el caso del retinol
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en machos y de la expresion de Adh en hembras. De hecho, este patron no-monotdénico correspondiente

auna respuesta en forma de U invertida se detect6 en numerosos genes tras el tratamiento con decaBDE.

La respuesta del retinol hepatico a los inmunomoduladores también fue débil, pues sélo el aumento
observado tras la exposicion a C4 fue significativo. Sin embargo, en rifién aumentaron claramente tras
el tratamiento con ambos compuestos. Este aumento de retinol en rifién, junto al observado en suero,
podria indicar no s6lo un aumento de la internalizacion de palmitato de retinilo desde el suero, sino

ademas un incremento de la sintesis en el propio rifion.

Hasta transformarse en acido todo-trams-retinoico, el retinol sufre dos reacciones en las que estan
involucradas numerosas enzimas, como ADHs, RDHs, CYPs 1A y 1B, AOX1 y/o ALDHI1 (Blomhoff
y Blomhoff, 2006). Tanto la exposicion a decaBDE como a HBCD estuvieron asociadas a la induccion
de algunas de estas enzimas, catalizando el paso de retinol a retinal y de retinal a acido todo-trans-
retinoico. Sin embargo, estas inducciones no se tradujeron en un incremento en la biosintesis neta de
acido todo-trans-retinoico: la exposicion a decaBDE provocd disminuciones en ambos sexos y el HBCD

s6lo en machos.

En el caso del estudio con inmunomoduladores, se observan incrementos en la concentracion de acido
todo-trans-retinoico tras la exposicion a C2. Concretamente, estos cambios se detectaron en higado y
en rifion. Mientras que el incremento en higado pudo verse debido a la inducciéon de enzimas de
biosintesis, el dcido todo-trans-retinoico renal podria haberse producido o por sintesis o por recaptacion

de retinol, de acido todo-trans-retinoico o de sus metabolitos desde el suero.

La disminucion de acido todo-trans-retinoico observada tras el tratamiento con decaBDE podria estar
relacionada con la induccion de enzimas de biotransformacion y transporte en ambos sexos (Theodosiou
et al., 2010), siendo esta induccién mas acusada en machos que en hembras, efecto que se refleja en una
disminucion mas potente en las concentraciones de acido todo-trans-retinoico (Kakizaki et al., 2002;
Kawamoto et al., 1999; Chen et al., 2009; Kedishvili, 2013). Por otro lado, la induccion de enzimas de
biotransformacion tras la exposicion a HBCD (Germer et al., 2006; Chen et al., 2009) fue mas
significativa en hembras, tanto de CYPs como de UGTSs, aunque solo se observo una clara disminucion
de acido todo-trans-retinoico en machos, probablemente debido a que la potencia con la que se indujo
la biosintesis de acido todo-trans-retinoico fue mayor en hembras que en machos, lo cual permitio

mantener con mayor eficacia su homeostasis.

La exposicion a los dos inmunomoduladores se asocid a disminuciones significativas en la

concentracion de los metabolitos 13-cis en suero e hidroxi en higado, no asi en rifién donde no se
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detectaron diferencias, probablemente debido a la ausencia de sintesis a partir de acido todo-trans-

retinoico o retinol o por un incremento en la glucuronidacion mediada por UGTs y posterior excrecion.

Las alteraciones observadas de genes clave en el sistema retinoide tras la exposicion a HBCD son mas
pronunciadas en hembras en comparacion con machos, lo cual va en la linea de los patrones de expresion
hepatica observados con anterioridad, que demostraron ser modulados en un grado significativamente
mayor en ratas hembra (Cantén et al., 2008). Tales alteraciones dependientes del sexo también estan
apoyadas por el perfil de toxicidad mas pronunciado de HBCD en ratas hembras (van der Ven et al.,
2006). Los cambios en el sistema retinoide mas sensibles en las ratas hembra ocurrieron por debajo o
en el extremo inferior de las dosis a las cuales se detectaron con anterioridad observaciones toxicoldgicas
como el incremento de peso de higado, pituitaria y tiroides, cambios en parametros 6seos, disminucion
de niveles de T4, reduccion de la fosfatasa alcalina plasmatica y colesterol plasmatico incrementado

(CEDLs = 1.6 - 56 mg HBCD/kg pc/dia; van der Ven et al., 2006).

La exposicion a decaBDE también modul6 la expresion de ARNm de multiples genes relacionados con
la sintesis y degradacion oxidativa del acido todo-trans-retinoico, provocando en ltima instancia una
disminucion en los niveles hepaticos de este. No obstante, esta reduccion fue mas pronunciada en ratas
macho que en hembras, resultados que van en la linea del perfil de toxicidad mas pronunciado en machos

para este PBDE (van der Ven et al., 2008a).

Los resultados obtenidos defienden la necesidad de una investigacion mas profunda para aclarar
cualquier pre-requisito estructural y/o dinamico implicado con las alteraciones especificas del sistema
retinoide por exposicion a decaBDE y una evaluacion de los efectos en hembras expuestas a HBCD,

pues parecen ser las mas vulnerables a este BFR.

Por otro lado, de acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, los dos nuevos compuestos
ensayados son considerados potentes activadores del AhR, pues reproducen la gran mayoria de los
efectos observados en el sistema retinoide tras la exposicion a TCDD. No obstante, los animales
expuestos no mostraron algunos de los efectos toxicos caracteristicos del TCDD, probablemente debido
a diferencias entre la farmacocinética de esta dioxina y la de los compuestos ensayados (Mahiout et al.,
2017). La diferente sensibilidad del receptor a los distintos ligandos, asi como la promiscuidad del lugar
de unidn a este, son factores que también podrian condicionar los efectos y la ruta de sefializacion del

AhR.

Dadas todas estas incertidumbres, se requeriria llevar a cabo estudios con mas dosis en los que hacer

hincapié en posibles efectos de tipo II o con los que ampliar el conocimiento sobre la afinidad del
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receptor a los compuestos ensayados. No obstante, como resultado preliminar, C2 y C4 podrian

considerarse potenciales activadores selectivos el AhR.

Estos resultados apoyan la necesidad urgente de evaluar las modulaciones del sistema retinoide dentro
de los métodos de ensayo existentes para cualquier tipo de producto quimico, utilizar otros escenarios
de exposicion y abordar efectos adicionales a los del presente estudio. A pesar del papel fundamental
que tiene una apropiada fisiologia de los retinoides para todos los 6rganos y funciones desde las primeras
etapas de la vida embrionaria y durante el curso de esta, no existen tales requisitos en los mencionados
estudios de experimentacidén animal. Sin embargo, es bien sabido que, en términos farmacologicos, los
aspectos de seguridad de los retinoides, cuando se usan como farmacos para el cancer o como
tratamientos topicos o de otro tipo, son considerables. Ademas, las anomalias en el sistema retinoide se
han correlacionado con resultados toxicoldgicos en varias especies y tipos de estudios (Chu et al., 2001,
2008; Fletcher et al., 2005; Nilsson y Hakansson, 2002; Van den Berg et al., 2006; Zile, 2001). Sin
embargo, es necesario definir los mecanismos precisos tras las irregularidades observadas en el sistema
retinoide, que solo se han aclarado para algunas sustancias quimicas (Jacobs et al., 2011; Tonk et al.,
2014), ademas de identificar y validar los biomarcadores asociados, que se utilizaran en los estudios
observacionales. Esta conclusion va en consonancia con las recomendaciones de la reciente estrategia

ampliada de ensayos de la OCDE para compuestos que alteran el sistema endocrino (OCDE, 2012).
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9. CONCLUSIONES

La exposicion durante 28 dias a la mezcla técnica de HBCD:

Se acompaiié de una reduccion en los niveles de palmitato de retinilo y de acido 9¢-40-13,14-
dh-retinoico en higado de ambos sexos, lo que indica una movilizaciéon de retinoides de
almacenamiento a precursores del acido retinoico.

En hembras, se asocid con la induccién de enzimas implicadas en la biosintesis del acido todo-
trans-retinoico (Adhl, Aldhlal y AoxI) y en su biotransformacion (Cyp26al, Ugtlal, la6 'y
1a9, asi como CYP2B y CYP3A), a la vez que los niveles de dicho retinoide se mantuvieron en
rangos basales.

En machos, se produjo una induccion de enzimas de biosintesis (Aldhial y Aoxl), menos
potente y eficaz que en hembras, y de biotransformacion (Ugtlal, asi como CYP2B y CYP3A),

lo que se asocid a una disminucion en los niveles de acido todo-trans-retinoico.

La exposicion durante 28 dias a la mezcla técnica de decaBDE:

Se asocio con la ausencia de movilizacion neta de palmitato de retinilo en ambos sexos, en base
a la ausencia de reducciones significativas en los niveles de acido 9c-40-13,14-dh-retinoico y
palmitato de retinilo y a la expresion de Lrat, implicada en el almacenamiento de ésteres de
retinilo.

Careci6 de efectos en la expresion génica de genes implicados en la biosintesis de acido todo-
trans-retinoico en machos, tales como Adhl, Rdhl10, Aoxly Aldhlal.

Provocd una ligera acumulacion de palmitato de retinilo en hembras, apoyada por el aumento
en la expresion de Lrat.

Produjo una disminucion en los niveles de 4cido todo-trans-retinoico junto con un incremento
de la expresion de genes implicados en la biotransformacion del mismo, es decir Crabpl,
proteina de transporte celular de acido todo-trams-retinoico, Cyp26al, enzima de
biotransformacion que oxida de manera altamente especifica dicho retinoide funcional, asi

como de la actividad CYP2B.

El tratamiento durante 5 dias consecutivos con IMA-08401 e IMA-07101:

Indujo la movilizacion de retinoides, que se reflejo en la disminucion de los niveles de palmitato
de retinilo y de acido 9¢-40-13,14-dh-retinoico en higado y un aumento de retinol en suero.
Provocd un incremento de los niveles de acido todo-trams-retinoico en higado lo que se
considerd una induccion de su biosintesis.

Se relaciono con efectos tipo I de dioxinas sobre la homeostasis del sistema retinoide.
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10. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1 Secuencias de los cebadores disefiados para los analisis de expresion de ARNm por qPCR.

Nombre del gen 1D Cebador directo (5' — 3') Cebador inverso (5' — 3")

S-Actin 81822  AGCCATGTACGTAGCCATCCA TCTCCGGAGTCCATCACAATG
Eeflal 171361 CCGGCAAGTCCACCACAACCG GCCCTTTCCCATCTCAGCAGCC
Gapdh 24383  ATCCGCTAACATCAAATGG GTGGTTCACACCCATCACAA
Adhl 24162 TGGGAGCCTCACAAGCCCTTCA TGCTTTCCGGGTGCTTGCAGA
Aldhlal 24188 GGTGCTTTCTGTCGTAGCTCCC GGGTCACAGAGGGACAGAGCTT
Aoxl 54349  GCTAGGGACCTCGTCGTCATGGAT TGGTGCTGGGGTTGTACCGTGA
Crabpl 25061 AGGCTCTGGGTGTGAACGCCAT ACTCCTGCACTTGCGTCCGT
Crbpl 25056  ATGCCTGTGGACTTCAACGGGT TGGTCGCCATCCTGCACGATCT
Cyplbl 25426 GCAGATCAACCGCAACTTCAGCAAC  GTCTGTAATAGTGGCAGGCACATCC
Cyp26al 154985 CGCTCAAGCTCTGGGACCTGTA AATGGGAAGCCCATGGTACCCG
Lrat 64047 TCCCTCCTTCTGGAGAAGCTGC TCCAACACGTCACCCCGGAGAA
Rdh10 353252 TGCTCTGCAAGCTGGGAACGGT ACCTCACCAACCTCCTTGCGGA
Ugtlal 24861 GCAGGAGAGCTACCATGTCCGT ACGCAGAGGGACCCAACACACA
Ugtla6 113992 ATCACGTGCGCAGGTCTCTAAC ACCTAGAACTGAGCCCCAGAGC
Ugtla9 396552 CGTGTGTGGCTTAACTGTTGCC TGGGCACTGGGCACCCTCTTTA
Ahr 25690 CGGCTGAACACAGAGTTAGACC GCAACATCAAAGAAGCTCTTGG
Ahrr® 498999 GCACCGGGACCGCCTCAATA CTGCAAGGCTTGGAAGAAGCTC
Arnt 25242  CATCGTTGTGTGGCTACTG GCTGTCTCTTAGAAGTTGTTGG
Car 65035 TGGTCCCATCTGTCCGTTTGCT TCCCAGGGCTTCTGCTGACA

Pxr 84385 AAGGGCGTCATCAACTTCGCCA CCCTTCAGCAGGGAGATCTGGT
Rar o 24705 CATCCGGCTACCACTATGGGGT CGGTTCCGGGTCACCTTGTTGA
Rarp@ 24706  AGTACCAGCTCTGAGGAGCTCG TCGCAGGCACTGACGCCATA
Rarvy 685072  GCTTCCTTGGACATGCCCACT TGTCCCCACAGATGGCACAGA
Rxr a 25271 ATGGCGTCCTCAAGGTTCCTGC AAGAAGCCCTTGCAGCCCTCA
Rxr B 361801 ATTCCCGAAGCCCAGACAGCTC ACTGATGACTGGGAAGGGGGAG
Rxry 83574 TCAAGCCCTTACCAGGTCTGCC TGTCCCCACAGATGGCACAGA
Thr a 81812 GCCAGGTCACCAGATGGAAAGCG CGGTGGCCTTGTCCCCACAC

Thr B 24831 GAGAACCGTGAGAAGAGGCGG TGGGCATTGGTGGCCACG

Genes constitutivos: f-Actina: beta-actina; Gadph: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; Eeflal: Factor eucaridtico de
elongacion de la traduccion 1 alfa 1. Adh: Alcohol deshidrogenasa de cadena media citosdlica; Aldh: Retinal deshidrogenasa;
Aox: Aldehido oxidasa; Crabp: Proteina celular de unién al acido retinoico; Crbp: Proteina celular de unién al retinol; Cyp:
Superfamilia de citocromos P450; Lrat: Lecitin:retinol aciltransferasa; Rdhl0: Retinol deshidrogenasa; Ugt: UDP-
glucuronosiltransferasa; 4hr: Receptor arilo de hidrocarburos; 4hrr: Represor del receptor arilo de hidrocarburos; Arnt:
Translocador nuclear del receptor arilo de hidrocarburos; Car: Receptor constitutivo de androstano; Pxr: Receptor X de
pregnano; Rar: Receptor del acido retinoico; Rxr: Receptor X retinoide; Thr: Receptor de la hormona tiroidea (de arriba a

abajo).
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Tabla S2 T-test de los valores delta-CT hembras frente a machos ! (HBCD)

Genes Hembras Machos p-valor *
Adhl 0.25+ 0.10 0.28 +£0.15 0.72
Aldhlal 0.03 +£0.02 0.11 £ 0.04 0.04
Ahr 0.03 £ 0.01 0.02 +£0.01 0.23
Aoxl 0.23£0.03 0.30 £ 0.08 0.14
Arnt 0.00015 £+ 0.00003 0.00010 + 0.00002 0.12
Car 0.0037 £0.0013 0.023 +0.006 0.01
Crabpl 0.0009 +0.0009 0.0004 + 0.0002 0.10
Crbpl 0.10 £ 0.02 0.05 +0.004 0.01
Cyp26al 0.0014 + 0.0007 0.0006 + 0.0006 0.14
Cyplbl 0.0005 + 0.0003 0.0003 + 0.0002 0.03
Lrat 0.01 +0.003 0.01 +0.003 1.0
Pxr 0.01 +0.005 0.01 £0.004 0.62
Rar a 0.005 +0.001 0.007 £ 0.001 0.08
Rar y 0.008 = 0.007 0.01 = 0.002 0.57
Rdh10 0.015 +0.004 0.016 = 0.004 0.77
Rxr a 0.04 £0.01 0.09 £ 0.03 0.02
Rxr p 0.0021 + 0.0006 0.0026 + 0.0005 0.11
Rxry 0.025 +0.002 0.019 +0.004 0.04
Thr a 0.0017 + 0.0008 0.0020 + 0.0003 0.50
Thr B 0.011 +0.003 0.015 + 0.0036 0.11
Ugtlal 0.08 +0.02 0.11 £ 0.04 0.20
Ugtla6 0.04 £0.02 0.13 £ 0.04 0.03
Ugtla9 0.018 = 0.007 0.014 +0.0032 0.36

! Valores en negrita indican qué sexo fue mas afectado. ? T-test llevado a cabo
con Graph Pad Prism (version 5.02 para Windows, GraphPad Software, San

Diego, CA).
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Tabla S3 T-test de los valores delta -CT hembras frente a machos (decaBDE)

Genes p-valor® Genes p-valor®
Adhl 0.15 Rar a 0.11
Aldhlal 0.14 Rary 0.06
Ahr 0.40 Rdh10 0.92
Aoxl 0.57 Rxra 0.04
Arnt 0.26 Rxr f 0.14
Car 0.02 Rxry 0.48
Crabpl 0.47 Thr a 0.08
Crbpl 0.06 Thr 0.21
Cyp26a 0.28 Ugtlal 0.13
Cyplbl 0.62 Ugtla6 0.92
Lrat 0.11 Ugtla9 0.01

Pxr 0.12

2 p-valor significativamente diferente < 0.05 segun el t-test.
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Figura S1 Importancia de la variable en la proyeccion (VIP) por componentes de las variables X del
analisis de regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) para concentraciones de retinoides
hepaticos (variables Y) en ratas Wistar hembra (A) y macho (B) tratadas con la mezcla técnica de
HBCD durante 28 dias. Las barras negras se corresponden con la componente tl y las blancas con
la componente t2.
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Figura S2 Importancia de la variable en la proyeccion (VIP) por componentes de las variables explicativas del
analisis de regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) para las concentraciones de retinoides hepaticos por
observaciones toxicologicas en ratas macho y hembra Wistar (A) tratadas con DecaBDE durante 28 dias. Barra
negra, componente t1 y barra blanca, componente t2. AhRR: Represor del receptor arilo de hidrocarburos; ARNT:
Translocador nuclear del receptor arilo de hidrocarburos; BDE207 y BDE209: Difenil éteres bromados; BW: peso
corporal; CAR: Receptor constitutivo de androstano; CRABP1: Proteina celular de union al acido retinoico;
CRBP1: Proteina celular de union al retinol; CYPIB1: Superfamilia de citocromos P450 1B1; CYP26AIl:
Superfamilia de citocromos P450 26 Al; EROD: Actividad enzimatica etoxiresorufin-O-dectilasa; LRAT:
Lecitin:retinol aciltransferasa; PROD: Actividad enzimatica 7-pentoxiresorufin O-desalquilasa; RARa: Receptor
de acido retinoico a; RXRa: Receptor X retinoide a; RXRg: Receptor X retinoide y. Véase Datos complementarios
en van der Ven et al., 2008 para obtener informacion detallada sobre el peso corporal y de 6rganos, la quimica
clinica del plasma, las hormonas tiroideas y el metabolismo hepatico de farmacos. Los valores VIP representan la
relevancia de cada variable explicativa en los componentes y las variables retinoides resultantes. Se seleccionaron
dos componentes en el modelo monitorizando el error equivalente de la media cuadratica (ver Materiales y
métodos).
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Figura S3 Relacion dosis-respuesta del peso del higado (g) en ratas hembras, mostrado como una
funcion de la dosis oral de HBCD (mg/kg p.c./d). Se selecciond el modelo exponencial ES para
la descripcién de los datos (ver ecuacion mas arriba). El valor de CEDL (19.09 mg/kg p.c./d)
indica una respuesta sensible que esta en linea con otros pardmetros medidos en el presente
estudio (Tabla 4).
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Figura S5 Expresion hepatica de ARNm de los genes alterados tras la exposicion a decaBDE, en relacion a f3-
actina y expresada en relacion a la media del control (Eje Y: expresion relativa, eje X: dosis).
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Figura S6 Diagramas de caja para los seis retinoides analizados comparando el grupo control (C0) y los grupos de tratamiento
(C2,IMA-08401 y C4, IMA-07101) para muestras de higado.
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Modelado dosis-respuesta decreciente para la concentracion de acido todo-frans-retinoico (pmol/g
higado) en ratas Wistar macho. Grupo control ampliado hasta 15 ratas. Linea solida, modelado
exponencial; *, concentraciones de acido todo-trans-retinoico para cada animal (n = 15 controles + 25
animales tratados); o, media de las concentraciones de acido todo-trans-retinoico en cada grupo de
tratamiento.
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11. APENDICES
11.1.

Preparacion de la muestra

APENDICE 11.1.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE /S EXTRACCION REFERENCIAS
SANGRE  Suero 0.05 ml ROH ?215\1: Genapol X-080 NaClL(s)  girianne et al., 1998
LL: 0.025 M KOH en EtOH.
Suero de raton 0.2 ml All-trans-RA, 13-cis-RA Hexano, HCl y evaporacion. Kane et al., 2005

Suero

Suero

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Suero

Plasma

Plasma

Suero de raton

Suero de rata

0.02-0.1ml

0.5 ml

0.05 ml

0.2 ml

0.2-1ml

1 ml

0.6 ml

0.1 ml

0.1 ml

0.1 ml

0.45 ml

All-trans-4-oxoretinoil-f-
glucuronido, all-trans-
retinoil-B-glucuronido, all-
trans-4-oxo-RA, all-trans-
5,6-epoxi-RA, 13-cis-RA,
9-cis-RA, all-trans-RA, all-
trans-ROH, all-trans-RAL,
ésteres de retinilo
All-trans-RA, 9-cis-RA, 13-
cis-RA, 9,13-dicis-RA, 4-
0x0-13-cis-RA, 4-oxo-all-
trans-RA

RA

All-trans-RA, 13-cis-RA

13-cis-4-0x0-RA, all-trans-

4-0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-
RA, all-trans-RA, all-trans-
ROH

All-trans-RA, 13-cis-RA,
metabolitos 4-0x0

ROH

ROH

ROH, REPA

All-trans-RA

Reconstitucion con ACN

LL: 2-P-DCM (2:1) y AA o EA

y hexano

LL: ACN y HCI. Hexano.
Evaporacion y reconstitucion
ACN:agua (60:40) o PP: ACN

LL: ACN. EA:hexano (1:1).
Evaporacion y reconstitucion
con ACN

LL: DEE (5% BHT).
Evaporacion y reconstitucion
con MeOH:ACN (1:1) y
MeOH:AmA (0.1 M) (90:10,
v/v)

LL: DEE-EA (50:50).
Evaporacion y disolucion en
MeOH

LL: EtOH, hexano, tampén
fosfato. Evaporacion y
redisolucion en PFB-benzeno.
Evaporacion, hexano y ACN

LL: EtOH, solucion NaCl (30%),

hexano. Evaporacion y
reconstitucion con

agua/MeOH/MtBE (1:2:1; v/v/v)

LL: EtOH, n-hexano (BHT).

Evaporacion y reconstitucion 2-

P

LL: HCI, MeOH, hexano y
metilacion

LL: Hexano y agua. Evaporacion

y reconstitucion con
ACN/MeOH/MC (70:15:15,
vIVIv)

LL: MeOH, n-hexano:EA (1:1).

Secado y reconstitucion con
ACN

Barua & Olson, 1998

Arnold et al., 2012

Teglia et al., 2014

Wang et al., 2003

Disdier et al., 1996

Renalder et al., 1993

Zhu et al., 2006

Schweigert et al.,
2003
Napoli et al., 1985

Kim & Quadro, 2010

Kumar et al., 2014
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TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S EXTRACCION REFERENCIAS
S ( h Circulos de LL: Agua (10 g/L AsA),
SANGRE >2n8reimancas ¢ 45 im g ROH sonicado. Erhardt et al., 2002

de sangre seca)

Plasma

Suero

Suero de raton

Suero de rata

Suero de rata

Plasma

Plasma de vaca

Suero de raton

Suero

Suero de raton

Suero de rata

Suero

(12 pL sangre)

0.1 ml

0.1 ml

0.1-0.2 ml

3-veces 2P

0.125 ml

0.1 ml

1 vol

0.1 ml

3-fold 2-P

0.4 ml

0.4 ml

0.4 ml

ROH, a-tocoferol, y-
tocoferol

ROH

All-trans-RAL

14-hydroxi-retro-ROH, 4-
hydroxi-ROH
All-trans-4-oxo-RA, 13-cis-
4-0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-
RA, all-trans-RA, ROH,
REPA

all-trans-4-oxo-RA, 13-cis-
4-0x0-RA, 13-cis-RA, all-
trans-RA y all-trans-ROH

13-cis-RA, 9,13-di-cis-RA,
9-cis-RA, all-trans-RA

9-cis-13,14-dihidro-RA, all-
trans-13,14-dihidro-RA

All-trans-4-oxo-RA, 13-cis-
4-0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-
RA, all-trans-RA y ROH

Esteres de retinilo, ROH,
13-cis-4-0x0-RA, 9-cis-4-
0x0-13,14-dihidro-RA, all-
trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-
RA

Esteres de retinilo, ROH,
13-cis-4-0x0-RA, 9-cis-4-
0x0-13,14-dihidro-RA, all-
trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-
RA

Esteres de retinilo, ROH,
13-cis-4-0x0-RA, 9-cis-4-
0x0-13,14-dihidro-RA, all-
trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-
RA

ACN y n-hexano (5g/L BHT)

LL: Agua, EtOH + BHT y
hexano. Evaporacion y
reconstitucion con THF y EtOH.
SPE en linea: BSA-80Ts 13 pm,
10 x 4.6 mm, 200 nM SDS—
EtOH (70:30) con 200 mM
EDTA y 0.3% H3PO4
Derivatizacion en oxima:
MeOH, O-etilhidroxilamina (0.1
M). LL: Hexano. Evaporacion y
reconstitucion en ACN.

PP y LL: 2-P. SPE automatizada

PP y LL: 2-P. SPE automatizada

PP y LL:ACN (Extraccion en
mono-fase)

PP: 2-P. AA. SPE (hexano, AA
en 2-P/Chl (1/1, v/v), MeOH,
NH4OH, agua). Evaporado y
disuelto en ACN:MeOH:Chl:AA
(17:68:5:10, v/v/V/v)

PP: 2-P. Evaporacion y
reconstitucion con MeOH y
solucion de AmA

PP: 2-P. Evaporacion y
reconstitucion con MeOH y
solucion de AmA

PP: 2-P. LL: Chl. SPE: n-
hexano. Evaporacion y
reconstitucion con MeOH /
EtOH

PP: 2-P. LL: Chl. SPE: n-
hexano. Evaporacion y
reconstitucion con MeOH /
EtOH

PP: 2-P. LL: Chl. SPE: n-
hexano. Evaporacion y
reconstitucion con MeOH /
EtOH

Bell et al., 2014

Moriyama et al.,
1998

Wang et al., 2015

Riihl et al., 2005

Riihl & Schweigert,
2003

Gundersen et al.,
2007

Horst et al., 1995

Riihl et al., 2015

Riihl, 2006

Schmidt et al., 2003

Schmidt et al., 2003

Schmidt et al., 2003
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y BHT. Evaporacion y
disolucién en MeOH

TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE /S EXTRACCION REFERENCIAS
PP: 2-P+BHT. Solucioén de
AmA y SPE Accubond Metil-
13-cis-RA, 9-cis-RA, all.  C 1100 me, eluyendo con Lehman & Franz
SANGRE Plasma 0.5 ml CIs-EA, ZRCSRA, MeOH, AmA y ACN. ’
trans-RA ., . 1995
Conversion a pentafluorobencil
éster, evaporacion y disolucion
en ACN+BHT
All-tfans-4-oxo.-RA, 3.6- . PP: ACN. Evaporacion y
epoxi-RA, 13-cis-RA, 9-cis- L -
Plasma 0.2 ml reconstitucion con ACN-agua Dimitrova et al., 1996
RA, all-trans-RA, all-trans- (65:35, vIv)
ROH T
13-cis-4-0x0-RA, 13-cis- PP: ACN. Concentracion en .
Plasma 0.35ml RA. all-trans-RA, ROH columna. Teerlink et al., 1997
i aan A T
Suero 0.5 ml trans-RA, 4-0x0-13-cis-RA, P ’ pm, Gundersen et al., 1997
2.1 mm 0.05% TFA-ACN
4-oxo-all-trans-RA
(85:15)
PP: ACN. SPE en linea:
13-cis-4-ox0-RA, all-frans-  Bondapak C18, 37-53 um, 10 x
Suer 0.5 ml 4-0x0-RA, 13-cis-RA, 9- 2.1 mm, ACN-n#-BuOH- Gundersen &
uero : cis-RA, all-trans-RA, all-.  MeOH-2% AmA-—glacial AA,  Blomhoff, 1999
trans-ROH (69:2:10:16:3) dilucion en linea
con agua
PP: Etil alcohol. LL: n-hexano. Chauveau-Duriot et
Plasma de vaca 1 ml Carotenoides y ROH Evaporacion y reconstitucion al. 2010
con ACN-DCM-MeOH. v
PP: EtOH, NaOH (2 M). LL: n-
RA, RAL e isémeros del hexano y HCI (2 M). L
Suero 3.5 ml ROH Evaporacion y reconstitucion Miyagi et al,, 2001
con n-hexano
. PP: EtOH, n-hexano-EA (1:1
Suero 0.2 ml 13-cis-RAgIigrapsR e, v/v). Filtracion, evaporacion y Wang & Wang, 2001
REOH e,
reconstitucion con MeOH
13-cis-4-0x0-RA, all-trans-  PP: EtOH, AmS saturado. LL:
4-0x0-RA, 13-cis-RA, 9- agua + n-hexano-DCM-2-P
Plasma g cis-RA, all-trans-RA, all- (80:19:1). Secado y disuelto en Lanvers et al., 1996
trans-ROH n-hexano.
PP: EtOH. LL: Hexano (BHT). . p
Plasma 0.8 ml Caroteno y ROH Secado y reconstituido con Colmén-Martinez et
al., 2015
MtBE
13-cis-3-OH-RA, all-trans- PP: SRS finey
3-OH-RA. 13-cis-3-OH-4- LiChrospher 100 RP-18, 5 pm, 4
Plasma 0.4 ml o o S x 4 mm, 0.02% AmA y AA— Wyss et al., 1998
ox0-RA, all-trans-3-OH-4- .
EtOH (100:3:4) también usado
ox0-RA o ,
para la dilucion en linea
PP: EtOH. SPE en linea,
. LiChrospher 100 RP-18, 5 um, 4
Plasma 02 ml All-frans-ROH, ésteres de 4 11 1 29 AmA-AA-EtOH  Hartmann et al., 2001
retinilo R .
(80:1:20) dilucion en linea con
100:2:4
PP: EtOH. SPE en linea,
13-cis-4-ox0-RA, all-trans-  LiChrospher 100 RP-18, 5 um, 4
Plasma 0.4 ml 4-0x0-RA, 13-cis-RA, all- x4 mm, 1.25% AmA y AA- Wyss & Bucheli, 1997
trans-RA EtOH (8:2), dilucion en linea
con 2% AA-EtOH (102:4)
PP: EtOH-MeOH (95:5, v/v).
Suero 0.25 ml ROH LL: n-hexano-DCEM (70:30, VIV) gy ot 41 2010
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TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S EXTRACCION REFERENCIAS

PP: MeOH (BHT).
LL: Hexano y agua.
SANGRE Plasma 0.1 ml ROH Evaporacion y Lunetta et al., 2002
reconstitucion con 2-P
y ACN (1:1)
PP: MeOH y EtOH.
LL: n-hexano.

Suero 0.5 ml ROH Evaporacion y Kucerova et al., 2013
reconstitucion con
MeOH
PP: NaCl, EtOH. LL:
Hexano. Evaporacion
y redisolucion en
MeOH-MtBE-AA
Extraccion de TRL.
PP: EtOH y 0.02%
(wt:vol)

Plasma 4 ml ROH y carotenoides hidroxitolueno Edwards et al., 2001
butilado. LL: Hexano.
Evaporacion y
saponificacion.
Aislamiento de TRL.
LL: EtOH, hexano.
Secado y redisolucion
con MtBE
Aislamiento de TRL.
Suero (fraccion . .. LL: EtOH, hexano.
FTRL) 0.5 ml Palmitato de retinilo Secado y redisolucién
con MtBE
Aislamiento de TRL.
PP: EtOH. LL:
hexano. Secado y
saponificacién (KOH
sililado (piridina y
BSTFA), secado y
redisuelto en heptano
(para GCMS)
M¢étodo acido-base en
dos pasos: 0.025 M
KOH en EtOH,
Sueroderaton 0.1 —0.2ml  All-trans-RA, 9,13-di-cis-RA, 13-cis-RA hexano y HCL Kane et al., 2008

Evaporacion y

resuspension con

ACN

Método acido-base en

dos pasos: 0.025 M

KOH en EtOH,
Suero deraton  0.1-0.2 ml Esteres de retinilo, ROH y RAL hexano y HCL. Kane et al., 2008 b

Evaporacion y

resuspension con

ACN

Suero 1 ml All-trans-ROH, all-trans-REPA van Breemen et al., 1998

Suero (fraccion

FTRL) Goetz et al., 2016

0.5 ml Esteres de retinilo y a-ésteres de retinilo

Kopec et al., 2013

Plasma 3ml ROH You et al., 2002
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APENDICE 11.1.2 PREPARACION DE LA MUESTRA

TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S EXTRACCION REFERENCIAS
Filtracion: Hexano:EA
(90:10). Secado y
saponificacion: EtOH,
TEJIDOSY  Cerebro . pirogalol, KOH. LL: agua,
ANIMALES humano -3¢ Carotenoides y ROH hexano:EA. Evaporacion y Craft et al., 2004
reconstitucion en EA y
ACN/D/MeOH/IPA/TEA
(80:15:2,5:2,5:0,1) con AmA
Higado de Filtraciéon: MeOH/Chl (4:1).
0.15¢g REPA SFE: CO, / Hidromatrix, 41 Burri et al., 1997
ternera . .
min at 2 ml / min y 80°C
g;fi‘i‘;;g“y“’n’ LL: 0.025 M KOH en EtOH.
0.01-0.02 g all-trans-RA, 13-cis-RA Hexano, HCl y evaporacién.  Kane et al., 2005
cerebro de .
X Reconstitucion con ACN
raton
All-trans-4-oxoretinoil-p-
glucuronido, all-trans-
retinoil-B-glucuronido, all-
Higado de rata 01-02 trans-4-0xo0-RA, all-trans- LL: 2-P-DCM (2:1) y AA o Barua & Olson,
y humano ’ <8 5,6-epoxi-RA, 13-cis-RA, 9- EA y hexano 1998Rr
cis-RA, all-trans-RA, all-
trans-ROH, all-trans-RAL,
ésteres de retinilo
Embriones de 1000 uds 4-0x0-ROH, 4-0x0-RAL, 4- LL: ACN:1-BuOH (1:1) + Blumberg et al.,
Xenopus 0x0-RA BHT, K,HPO, saturado 1996
LL: DIPE, MeOH, AsA.
Presade focas 1g ROH, REPA F11trac19n, evaporacion y Routti et al., 2005
reconstitucion con MeOH—
EA (3:1, v/v, con AsA)
Fluido = EtOH’, HAAENCE . Schweigert et al.,
folicular 0.2 ml ROH Evaporacion y reconstitucion 2003
con 2-P
LL: Hexano y agua.
Higado de b oy Evaporacion y reconstitucion ~ Kim & Quadro,
raton 0.lg ROH, ésteres de retinilo con ACN/MeOH/MC 2010
(70:15:15, v/v/v)
Huevos de Pl (fladof S5 s 1.5, s didenidto RAT, & SLL:HEL@M)y MEQH. DEM 1. o i 2002
teledsteos acuoso) y hexano
Cerebro, LL: n-hexano. Secado y
placenta e 005¢g All-trans-ROH, all-trans- reconstitucion en Chl/MeOH  Barbas et al., 1997
. REPA
higado de rata (1:3)
LL: n-hexano—-DCM (5:1)
Higadoderata 1g ROH, 15 diferentes ésteres Secado de fracciones y Wingerath et al.,
de retinilo disolucion en acetona 1997
aplicada a LDI en oro
LL: Agua-MeOH-MC (1:2:1
). Evaporacion y
CNSderata 1 mlg tejido RA y ROH fé%‘fﬁ?éﬁ;‘lgg/agua %grzner y Deluca,
(30:25:15:30, con 1.2% (v/v)
AA)
Picl de la orcja Mezclado y centrifugacion:
d ¥ 0.6 cm? ROH, REAC MeOH o acetona. Inyeccion ~ Padula et al., 2008
e cerdo .
directa del sobrenadante
Higado, rifién. Derivatizaci(t)n en ox.irna:b
tejido a’dipose’ MeOH, O-etilhidroxilamina
> 0.015-0.035g  all-frans-RAL 0.1 M). Wang et al., 2015

testiculos y
bazo de raton

LL: Hexano. Evaporacion y
reconstitucion en ACN.
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Evaporacion y reconstitucion
con MeOH.

TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S EXTRACCION REFERENCIAS
TEJIDOS Y . 9-veces exceso 14-OH-retro-ROH, 4-OH- PPyLL:2-P. SPE .
ANIMALES Higado de rata de 0,9% NaCl ROH automatizada Rihl et al., 2005
all-trans-4-oxo-RA, 13-cis-
Rifion deraton 0,125 g 4-0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis- PPy LL:2-P. SPE Riihl &
: RA, all-trans-RA, ROH, automatizada Schweigert, 2003
REPA
All-trans-4-oxo-RA, 13-cis-
Higado de 0125 4-0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis- PPy LL: 2-P. SPE Riihl &
raton : & RA, all-trans-RA, ROH, automatizada Schweigert, 2003
REPA
Higadoy 9-cis-13,14-dihidro-RA, all- Fr- 2°P: Evaporacion y )
cerebro de 0.1g o reconstitucion con MeOHy  Riihl et al., 2015
. trans-13,14-dihidro-RA o
raton solucién de AmA
Higado, Esteres de retinilo, ROH, 13- PP: 2-P. LL: Chl. SPE: n-
rifiones y 03 cis-4-0x0-RA, 9-cis-4-oxo-  hexano. Evaporacion y Schmidt et al.,
testiculos de -8 13,14-dihidro-RA, all-frans-  reconstitucion con MeOH / 2003
rata RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA EtOH
Esteres de retinilo, ROH, 13- PP: 2-P. LL: Chl. SPE: n-
Higado 03m cis-4-0x0-RA, 9-cis-4-oxo-  hexano. Evaporacion y Schmidt et al.,
humano = mg 13,14-dihidro-RA, all-trans-  reconstitucion con MeOH / 2003
RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA EtOH
Higado E§teres de retinilo,. ROH, 13- PP: 2-P. LL: Chl. §PE: n- )
cerebro’y rifén 0.3 mg czs-4-0x.0-'RA, 9-cis-4-oxo- hexanoz Evlarporamon y Schmidt et al.,
de raton 13,14-dihidro-RA, all-frans-  reconstitucion con MeOH / 2003
RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA EtOH
PP: 2-P-acetona (1:1, v/v).
Higado de foca Filtracion, evaporacion y Molander et al.,
artica 0.02¢g REPA ACN. Concentracion en 1999
columna
PP: Acetona. LL: MtBE y
Huevos de agua. Evaporacion, .
salmon e ROH resuspension en MtBE y Li etal. 2005
filtracion
PP: ACN. Agua. SPE en
Embriones de 13-cis-RA, 9-cis-RA, all- jinga, Bondapak C18, 37-38 .
ratén 1.64 uds trans-RA. all-trans-ROH pm, 10 x 2.1 mm ACN_— Sakhi et al., 1998
i MeOH-2% AmA-—glacial AA
(79:2:16:3)-agua (1:3)
PP: EtOH, KOH (5.4 M),
Pecho, higado, pirogalol (0.6 /). LL:
tejido adiposo, Hexano/DEE (3/1, v/v), BHT
colon, masculo 0.1g ROH (91 mM in MeOH). Lunetta et al., 2002
humano Evaporacion y reconstitucion
con 2-Py ACN (1:1)
PP: EtOH. Evaporacion y
Prostata de rata  0.008 g ;9;:;,1;-_11{{/2: g(—)cﬁs-RA, all- ;:;u(z/lﬁ?g;;rg (50:50:0.5, Wang et al., 2001
v/Iv/Iv)
PP: EtOH. Extraccion con n-
. . hexano con 2% 2-P y 0.01%
Tejido adiposo 355 ROH, B-caroteno y a- TBHQ. Evaporacion y Casal et al., 2001
humano tocoferol .
reconstitucion en n-hexano
con 0.7% de 2-P
PP: MeOH (1% FA).
Pulgas de agua 25 - 100 uds. All-trans-RA, 9-cis-RA Evaporacion. LL: HH, MIBE. Venne et al., 2016
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TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S EXTRACCION REFERENCIAS
Saponificacion: agua, EtOH,
TEJIDOS Y AsA, KOH. LL: mezcla de .
ANIMALES Arenque e ROH petrol cter y DEE. Secadoy ~ Routti etal, 2005
disolucion en hexano.
Higado , rifién,
tejido adiposo, Método acido-base en dos
musculo, bazo, .. pasos: 0.025 M KOH en
testiculos y 0.04-0.115g All—trans—.RA, 9,13-di-cis- EtOH, hexano y HCL Kane et al., 2008
X RA, 13-cis-RA ., -
regiones Evaporacion y resuspension
cerebrales de con ACN
raton
Higado , rifién,
tejido adiposo, Método acido-base en dos
musculo, bazo, . .. pasos: 0.025 M KOH en
testiculos y 0.01-0.02 g Esteres de retinilo, ROH y EtOH, hexano y HCL Kane et al., 2008 b

regiones
cerebrales de
raton

RAL

Evaporacion y resuspension
con ACN
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APENDICE 11.1.3 PREPARACION DE LA MUESTRA

TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S EXTRACCION REFERENCIAS
Suplementos Disolucion en L-glutamato monosédico.
COMIDA nutricionales e REPA SPE, elucion con agua y EtOH Twase, 2003
Zumos de DLLME: MeOH vy tetracloruro de carbono L
. R Vinas et al., 2013
fruta 0.1-2 ml ROH, REAC, REPA  en agua. Evaporacion y reconstitucion en
N (W]
enriquecidos MeOH.
LL: Acetona, DEE y agua. Evaporacion y
Fo_rra]es 005-0.1g _ saponlﬂ'c'acwn: KOH en etil al(_:9hol. Chauveau-Duriof et
(hierba y Ny Carotenoides y ROH  Extraccion con DEE, evaporacion y
(liofilizada) o al., 2010
heno) reconstitucion con THF y
ACN/DCM/MeOH (75:10:15). Filtracion
LL: DCM-MeOH (2:1). Filtraciéon. LL:
Férmulas 25 REAC Agua. Evaporacion y disolucion en DEE.  Rodas Mendoza et
infantiles g Filtracion, evaporacion y reconstitucion en  al. 2003
EtOH y n-hexano. Filtracion.
C_on}p_rlmldos 5 tabletas REAC y REPA LL: D1s91uc10n con dimetil sulfoxido. Davydova et al.,
dietéticos Extraccion con n-hexano 2010
Férmula . . Rodas Mendoza et
infantil lg REAC LL: EtOH, n-hexano y filtracion al. 2003
Comida para PP: acetona—Chl (30:70). Evaporacion y .
animales le REAC redisolucién en n-BuOH Qian y Sheng, 1998
Comida para PP: Solucion en amonio (0.2%), EtOH.
animal p 10g REAC Evaporacion y reconstitucion con EtOH Xue et al., 2008
s (65%, v/v). SPE: MeOH, EtOH, agua.
Férmula para Saponificacion y SPE con n-hexano (con
lactantes 50g REOH BHT). Evaporacion y reconstitucion en Heudi et al., 2004
fortificada hexano/D/2-P (96.7:3:0.3, v/v/v)
Bebidas de Saponificacion: AsA, KOH por
fruta v leche 2 mL REOH microondas. LL: AA, solucion de NaCl Holler et al., 2003
iy saturada, ciclohexano (con BHT).
Saponificacion: AsA, MeOH y KOH.
13-cis-ROH, all- Filtracion. DLLME: Filtracion con i
Zumos G2 trans-ROH extracto metandlico con TCE. Aguay Vifias et al., 2013
sedimentacion.
Férmulas de Saponificacion: Solucién NaCl 1% (w/v),
. . r AsA, EtOH, solucion KOH (1:1, w/v). LL:  Duarte-Favaro et
alimentacion 3 ml Isémeros de REOH ., il
enteral hexano. Evaporacion y reconstitucion con  al. 2003

hexano.
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APENDICE 11.1.4 PREPARACION DE LA MUESTRA

TIPO DE MUESTRA

CANTIDAD RETINOIDE /S

EXTRACCION

REFERENCIAS

LECHE

Leche materna

Formula infantil / leche en polvo

Leche infantil

Leche materna

Leche de vaca

Leche de rumiante

Leche materna

Leche materna

Leche materna

Leche materna

Leche en polvo, harina

0.5 ml

20¢g

2g

1 ml

2 ml

6 ml

0.5 ml

0.5 ml

0.5 ml

10 ml

125¢

ROH

Vitamina A total

Retinil palmitato,
REAC

ROH

Carotenoides y
ROH

RA, RAL, ROH,

ésteres de retinilo

ROH

ROH

ROH

ROH

ROH

LL: n-hexano. Evaporacion
y disolucion en MeOH

PPy LL: 0.1 M Tris.
Tampoén HCL
Hexano:EtOH (50:50),
solucion de NaCl saturado.
Filtracion

PP y LL: EtOH, hexano,
solucion de NaCl saturado,
hexano. Filtracion o
evaporacion y
reconstitucion en hexano

PP: 12% pirogalol en EtOH.
KOH y EtOH (3:5, vol:vol).

LL: n-hexano, solucién
NaCl y EtOH. Evaporacion
y reconstitucion en 2-P

PP: Etil alcohol y n-
hexano/EA (9:1). LL:
EtOH/agua (90:10).
Extraccion, evaporacion.
Saponificacion: KOH.
Purificacion: n-hexano/EA
(9:1). Evaporacion y
disolucién en THF y ACN—
DCM-MeOH (75:10:15)
PP: EtOH (BHT). LL:
hexano. Evaporacion y
dilucion con 2-P/hexano
(75:25, v/v) (1 g/L BHT)
PP: EtOH, AsA (0.1 M).
Saponificacion: KOH. LL:
n-hexano, agua.
Evaporacion y
reconstitucion en MeOH
PP: EtOH, KOH-HOH
(50:50 (w/v)). LL: Hexano.
Evaporacion y
reconstitucion in MeOH-
dicloruro de etileno (50:50)
PP: EtOH. Saponificacion:
AsA, NaOH. LL: n-hexano.
Evaporacion y
reconstitucion con MeOH
PP: Pirogalol-EtOH (7%,
w/v), solucién de NaCl
(1%, w/v) y solucion de
KOH (60%, w/v). LL:
Hexano - EA (9:1, v/v),
agua y Na,SO,
Evaporacion y
reconstitucion en hexano-
EA (9:1, v/v)
Saponificacion: NaOH,
EtOH, hidroquinona. LL:

agua, DEE, éter de petroleo.

Filtracion, evaporacion y
disolucién en MeOH

Kasparova et al., 2012

Woollard et al. 2016

Chavez-Servin et al., 2006

Macias & Schweigert,
2001

Chauveau-Duriot et al.,
2010

Rocchi et al., 2016

Plisek et al., 2013

Tanumihardjo y
Penniston, 2002

Kucerova et al., 2014

Kamao et al., 2007

Ake et al., 1998
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APENDICE 11.1.5 PREPARACION DE LA MUESTRA

TIPO DE MUESTRA CANTIDAD  RETINOIDE /S EXTRACCION REFERENCIAS

Formulacion All-trans-RA, 13-cis- ., Tashtoush et al.,
dermatolégica 05¢g RA Extraccion con ACN 2007
Céapsula de isotretinoina . Extraccion con DCM. .
de gelatina blanda 2 mg/ml 13-cis-RA Agitacion Lima et al. 2005
Cremas y productos B Extraccion con MeOH ~ Wang & Wang,

COSMETICOS Y farmacéuticos 0.01-002g REAC y agua. Filtracion. 2001

FORMULACIONES Formulacion topica 25¢g All-trans-RA E?(trac?}on con MeOH. Ye et al., 2004
Filtracién
RA, retinoil B- Extraccion con cloruro

Crema a basede agua  0.1-0.12¢g elucuronido de metileno y MeOH Barua, 2003
Pomada natural leg REPA Extraccién con n- Kwiecien et al.,

hexano. Filtracion

2010
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APENDICE 11.1.6 PREPARACION DE LA MUESTRA

TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S EXTRACCION REFERENCIAS

Extraccion con Na,SO,,
CaCOs, THF. Filtracion,
evaporacion y reconstitucion
con MeOH/THF (1:1, v/v)

PP: KOH solucion (0.5 M). LL:
agua, hexano.

Desechos de crustaceos 0.4 g ROH Evaporacion y reconstitucion in
MeOH/ACN/agua (68:28:4
(v/v/v)). Filtracion.

SPE: Bond-Elut C-18, 500 mg.
MeOH, agua y ACN.
Evaporacion y reconstituciéon in - Li et al., 1996
1 M AmA-agua-MeOH

(4:496:600 (v/v/v))

DESECHOS Heces 2g ROH Zhu et al., 2006

Lopez-Cervantes
et al. 2006

Retinoil-B-glucuronidos de
13-cis-4-0x0-RA, all-trans-
4-0x0-RA, 13-cis-RA, all-
trans-RA, 9-cis-RA

Orina Sml
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11.2.

Estandares internos

APENDICE 11.2 ESTANDARES INTERNOS

TIPO DE MUESTRA RETINOIDE /S ESTANDAR INTERNO REFERENCIAS
Suero ROH REAC Sirimanne et al., 1998
Suero All-trans-ROH, all-trans-REPA REAC Van Breemen et al., 1998

All-trans-4-oxoretinoil-B-glucurénido,
all-trans-retinoil-B-glucurdnido, all-
trans-4-0xo0-RA, all-trans-5,6-epoxi-RA,
Suero 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-RA, all- REAC Barya y Olson, 1998
trans-ROH, all-trans-RAL, ésteres de
retinilo
13-cis-4-0x0-RA, all-trans-4-oxo-RA,
Suero 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-RA, all-  All-trans-acitretina Gundersen y Blomhoff,
1999
trans-ROH
9-cis-RA, 13-cis-RA, all-trans-RA, 4- L
Suero 0x0-13-cis-RA, 4-oxo-all-trans-RA 9,10-dimetilantraceno Gundersen et al., 1997
Suero REOH REAC Khan et al., 2010
Suero RA, RAL e isomeros de ROH Arotinoid Miyagi et al., 2001
All-trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA, . X
Suero 9,13-dicis-RA, 4-0x0-13-cis-RA, 4-oxo- Lo CiS-RAds, d-oxo-13~cis- 14 ot a1, 2012
RA-d;
all-trans-RA
Esteres de retinilo, ROH, 13-cis-4-0xo- all-t _acitretina. all-
Suero RA, 9-cis-4-ox0-13,14-dihidro-RA, all- ’“”St. " Dt Schmidt et al., 2003
trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA rans-refinti nonanoato
Suero (fraccion TRL) Retinil palmitato d8-B-caroteno Kopec et al., 2013
13-cis-4-0x0-RA, all-trans-4-0xo-RA, v .
Plasma 13-cis-RA., all-trans-RA All-trans-acitretina Wyss y Bucheli, 1997
Plasma ROH REAC Bell et al., 2014
13-cis-4-0x0-RA, all-trans-4-oxo-RA,
Plasma 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-RA, all-  Etilsulfona de arotinoide Lanvers et al., 1996
trans-ROH
9-cis-4-0x0-RA, 13-cis-4-0x0-RA, all- All-t itretina. 13-ci
Plasma trans-4-0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, trans-acitreting, 12-¢57 - pigdier et al., 1996
acitretina
all-trans-RA
13-cis-3-OH-RA, all-trans-3-OH-RA,
Plasma 13-cis-3-OH-4-0x0-RA, all-trans-3-OH- Ro 12-7310/000 Wyss et al., 1998
4-0x0-RA
Plasma All-trans-ROH, ésteres de retinilo Retinil propionato Hartman et al., 2001
Plasma All-trans-RA, 13-cisRA Carbazol Wang et al., 2003
Plasma ROH Equinenona, ds-REAC You et al., 2002
RAL-O-etiloxima y B-apo-
Plasma ROH 12'-carotenal-O-t-butiloxima Lunetta et al., 2003
Plasma ROH y carotenoides d-tocoferol, equinenona Edwards et al., 2001
all-trans-4-oxo-RA, 5,6-epoxi-RA, 13- 4-(5,6,7,8-tetrahidro-5,5,8,8-
Plasma cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-RA, all- tetrametil-2-antracenil) Dimitrova et al., 1996
trans-ROH acido benzoico
Plasma 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-RA Acitretina Lehman y Franz, 1995
Plasma RA All-trans-RA-ds Napoli et al., 1985
all-trans-4-0x0-RA, 13-cis-4-0x0-RA,
Plasma 13-cis-RA, all-trans-RA and all-trans- BC4-RA Gundersen et al., 2007
ROH
Plasma de vaca 13-cis-RA, 9,13-di-cis-RA, 9-cis-RA, Ro-23-5525 Horst et al., 1995
all-trans-RA
Plasma de vaca Carotenoides y ROH Equinenona Chauveau-Duriot et al.,

2010
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TIPO DE MUESTRA

RETINOIDE / S

ESTANDAR INTERNO

REFERENCIAS

Suero de raton
Suero de raton

Suero de raton

Suero de raton

Suero de raton

Suero de raton

Suero de rata

All-trans-RA, 13-cis-RA
Esteres de retinilo, ROH y RAL

ROH, REPA

Esteres de retinilo, ROH, 13-cis-4-0xo-
RA, 9-cis-4-0x0-13,14-dihidro-RA, all-
trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA

All-trans-retinal
All-trans-RA, 9,13-di-cis-RA, 13-cis-RA

Esteres de retinilo, ROH, 13-cis-4-0xo-
RA, 9-cis-4-0x0-13,14-dihidro-RA, all-
trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA

4,4-dimetil-RA
REAC
REAC

all-trans-acitretina,
all-trans-retinil nonanoato

All-trans-3,4-didehidro RAL
4 4-dimetil-RA

all-trans-acitretina,
all-trans- retinil nonanoato

Kane et al., 2005
Kane et al., 2008 b
Kim y Quadro, 2011

Schmidt et al., 2003

Wang et al., 2015
Kane et al., 2008

Schmidt et al., 2003

Sangre (Manchas de sangre seca) ROH Tocol Erhardt et al., 2002
Higado de rata ROH, ésteres de retinilo REPA Wingerath et al., 1997
Cerebro, placenta e higado de rata  All-trans-ROH, all-trans-REPA Vitamina K Barbas et al., 1997

Higado, rifidén y testiculos de rata

Higado de rata y humano

Higado humano

Prostata de rata

Higado de foca artica

Higado, rifion, testiculos y
cerebro de raton

Higado, rifi6n, tejido adipose,
musculo, bazo, testiculos, piel y
cerebro de raton

Higado de raton

Tejidos de raton

Higado, cerebro y rifién de raton

Higado, rifion, tejido adipose,
musculo, bazo, testiculos y
cerebro de raton

Tejido adiposo humano

Pecho, higado, tejido adipose,
colon y musculo humano

Embriones de raton
Huevos de teledsteos
Huevos de salmén
Presas de foca
Arenque

Pulgas de agua

Esteres de retinilo, ROH, 13-cis-4-0xo-
RA, 9-cis-4-0x0-13,14-dihidro-RA, all-
trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA

All-trans-4-oxoretinoil-p-glucuronido,
all-trans-retinoil-B-glucuronido, all-
trans-4-oxo0-RA, all-trans-5,6-epoxi-RA,
13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-RA, all-
trans-ROH, all-trans-RAL, ésteres de
retinilo

Esteres de retinilo, ROH, 13-cis-4-0xo-
RA, 9-cis-4-0x0-13,14-dihidro-RA, all-
trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA

9-cis-RA, 13-cis-RA, all-trans-RA, ROH
REPA

All-trans-RA, 13-cis-RA

Esteres de retinilo, ROH and RAL

ROH, ésteres de retinilo

All-trans-retinal

Esteres de retinilo, ROH, 13-cis-4-0xo-
RA, 9-cis-4-0x0-13,14-dihidro-RA, all-
trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA

All-trans-RA, 9,13-di-cis-RA, 13-cis-RA

ROH, B-caroteno
ROH

13-cis RA, 9-cis RA, at-RA, at-ROH
RAL, 3,4-didehidro-RAL

ROH

ROH, REPA

ROH

RAs

all-trans-acitretina,
all-trans- retinil nonanoato

REAC

all-trans-acitretina,
all-trans- retinil nonanoato

REAC

Retinil nonadecanoato

4,4-dimetil-RA

REAC

REAC
All-trans-3,4-didehidro-RAL

all-trans-acitretina,
all-trans- retinil nonanoato

4,4-dimetil-RA

Tocol

RAL-O-etiloxima y
B-apo-12'-carotenal-O-t-
butiloxima

13-cis-acitretina
Retinaloxima
B-criptoxantina
REAC

REAC

Acitretina

Schmidt et al., 2003

Barua y Olson, 1998

Schmidt et al., 2003

Wang et al., 2001
Molander et al., 1999

Kane et al., 2005

Kane et al., 2008 b

Kim & Quadro, 2010

Wang et al., 2015

Schmidt et al., 2003

Kane et al., 2008

Casal et al., 2001

Lunetta et al., 2002

Sakhi et al., 1998
Irie y Seki, 2002
Li et al. 2005
Routti et al., 2005
Routti et al., 2006
Venne et al., 2016
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TIPO DE MUESTRA

RETINOIDE / S

ESTANDAR INTERNO

REFERENCIAS

Leche de vaca

Leche de rumiante

Leche materna

Foérmula infantil / leche en polvo

Carotenoides y ROH

RA, RAL, ROH, ésteres de retinilo

ROH

Vitamina A total

Equinenona

Retinil propionato y retinil
pentadecanoato

ds-REAC, dg-B-caroteno

ROH propionato

Chauveau-Duriot et al., 2010

Rocchi et al., 2016

Kamao et al., 2007
Woollard et al. 2016

Retinoil-B-glucuronidos de 13-cis-4-

Orina ox0-RA, all-trans-4-oxo-RA, 13-cis- Acitretina-B-glucuronido Li et al., 1996
RA, all-trans-RA, 9-cis-RA
Forraje (hierba y heno) Carotenoides y ROH Equinenona Chauveau-Duriot et al., 2010
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11.3.

Condiciones cromatograficas

APENDICE 11.3.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

TIEMPO DE
TIPO DE FASE . TIPO DE <
MUESTRA ESTACIONARIA COLUMNA FASE MOVIL MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al‘(lf\&/llﬁgls REFERENCIAS
SANGRE
. Circulos 6.35
NP. Cyano BDS Hypersil (150 x Isocratico: hexano/2P (98.5:1.5) Blood (manchas mm® (12ul  ROH 4 Erhardt et al., 2002
4,6 mm, 5 pm) de sangre seca)
sangre)
. Gradiente: n-Hexano: 2P:AA:
NP. Silica. Inertsil SILICA 100-5—900,.43.0.675) (A); Suero 3.5ml RA, RAL y ROH isémeros 60 Miyagi et al., 2001
(4.6 mm x 25 cm, 5 pm)
: > M) (1000:17.5:0.675) (B)
. DuPont Zorbax (250 x  Isocratico: MtBE-hexano 2:98 (v/v) .
NP. Silica. 4.6 mm) o tolueno-hexano 45:55 (v/v) Plasma 0.1 ml RA 6.5 Napoli et al., 1985
Gradient: ACN/MeOH/agua/FA
. Supel el (40:30:30:0.1) (A); . .
RP. Alkyl-amide. columna C16 (100 mm / y: Suero de raton 0.2 ml all-trans-RA, 13-cis-RA 30 Kane et al., 2005
x 2.1 mm,3 pm) ACN/MeOH/agua/FA
' ? (55:30:15:0.1) (B)
Ascentis Express (150 Gradient: agua (A) y ACN (B), con All-trans-RA, 9-cis-RA, 13-
RP. Alkyl-amide. e o1 P 27 um) 0% MeOH y 0.1% FA en ambas  Suero 0.5ml cis-RA, 9,13-dicis-RA, 4-oxo- 20 Arnold et al., 2012
mm 2. L mm, S FUM) - e ses 13-cis-RA, 4-oxo-all-trans-RA
Supelcosil ABZ+PLUS
. (2.1 x20 mm, 5 pm Gradiente: Agua con 0.1% FA (A); . All-trans-RA, 9,13-di-cis-RA,
RP. Alkyl-amide. Ascentis (Supelco, 2.1 x ACN con 0.1% FA (B) Suero de ratén 0.1-0.2ml 13-Cis-RA 25 Kane et al., 2008
150 mm, 3 pm)
. Suplex pkb-100 (25 x Isocratico: ACN:MeOH:Chl:AA 13-cis-RA, 9,13-di-cis-RA, 9-
RP. Alkyl-amide. 4,6 mm, 5 um) (17:68:5:10, VAv/v/v) Plasma de vaca 1 vol cis-RA, all-trans-RA 24 Horst et al., 1995
Suplex pKb-100 (250 x Isocratico: ACN-n-BuOH-MeOH- 9-cis-RA, 13-cis-RA, all-trans-
RP. Alkyl-amide. 4 6p mmp 5 1im) 2% AmA-—glacial AA, Suero 0.5 ml RA, 4-0x0-13-cis-RA, 4-0xo0- 30 Gundersen et al., 1997
’ s (69:2:10:16:3) all-trans-RA
Isocratico: ACN-n-BuOH-MeOH- 13-cis-4-ox0-RA, all-trans-4-
RP. Alkyl-amide. g’“lprlfnm;b'él‘))o (230X 504 AmA—glacial AA, Suero 0.5 ml 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, 12 Ounlersen y Blomhof,
’ s (69:2:10:16:3) all-trans-RA, all-trans-ROH
Eclipse plus columna TP .
RP. CI8. RRHD (2.1 x 150 mm, ~ oradiente: 0.1% FA enagua (A); - g\ 0 de raton 0.1-0.2 ml all-trans-RAL 25 Wang et al., 2015

1.8 pm)

0.1% FA en ACN (B)
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TIEMPO DE

TIPO DE FASE . TIPO DE <
MUESTRA ESTACIONARIA COLUMNA FASE MOVIL MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al‘(lf\&/llﬁgls REFERENCIAS
SANGRE
Zorbax SB (4.6 x 100 Gradiente: 11% agua / 89% ACN/ . Esteres de retinilo, ROH y
RP. C18. mm, 3.5 um) 0.1% FA Suero de raton 0.1-0.2 ml RAL 25 Kane et al., 2008 b
. 13-cis-4-ox0-RA, all-trans-4-
- -0, . )
RP. C18. Nova 4Pa°l§ (250x 4.6 gr;‘;‘;’)nf'sf/’ﬁ{? en MeOH-ACN b1 ima 02-1ml 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, 26 Disdier et al., 1996
mm, % pm : 0 all-trans-RA, all-trans-ROH
Sperisorb ODS2 (10 x Gradiente: 40 mM AmA-tampon 13-cis-4-0x0-RA, 13-cis-RA, .
RP. C18. 4.6 mm, 3 pm) pH 5.75-MeOH (50:50) en MeOH Plasma 0.35 ml all-trans-RA, ROH 3 Teerlink et al., 1997
Spherisorb ODS2 (2,1 x  Gradiente: 60 mM AmA (pH 5.7 )
150 mm, 3 um) (Fase con AA) : MeOH (1:1) (A), MeOH Esteres de retinilo, ROH, 13- 40 (Fase
RP. CI8 polar) b § polar Sueroderaton 0.4 ml it ogo-ibmd-qligd -0l polar) g p midt et al., 2003
: : J'sphere ODS-H80 (4,6 ~ Gradiente: MeOH : ACN (85:15, ¥ 13,14-dihydro-RA, all-trans- 27 (Fase ”
x 150 mm, 4 um) (Fase  v/v) (A), Chl : ACN (1:1, v/v) (B) — RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA apolar)
apolar) Fase apolar
Spherisorb ODS2 (2,1 x  Gradiente: 60 mM AmA (pH 5.7 )
150 mm, 3 um) (Fase con AA) : MeOH (1:1) (A), MeOH Esteres de retinilo, ROH, 13- 40 (Fase
RP.CI8 polar) (B) — Fase polar .. 04 ml cis-4-0x0-RA, 9-cis-4-oxo- polar) Schmidt et al.. 2003
: : J'sphere ODS-H80 (4,6  Gradiente: MeOH : ACN (85:15, . 13,14-dihidro-RA, all-trans- 27 (Fase ”
x 150 mm, 4 pm) (Fase  v/v) (A), Chl : ACN (1:1, v/v) (B) — RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA apolar)
apolar) Fase apolar
Spherisorb ODS2 (2,1 x  Gradiente: 60 mM AmA (to pH 5.7 )
150 mm, 3 um) (Fase con AA) : MeOH (1:1) (A), MeOH Esteres de retinilo, ROH, 13- 40 (Fase
polar); Reversed phase. (B) - Fase polar cis-4-0x0-RA, 9-cis-4-oxo- polar) .
RP.CI8. T'sphere ODS-H80 (4,6  Gradiente: McOH : ACN (85:15,  SUT® p-gnl 13,14-dihidro-RA, all-trans- 27 (Fase ~ Schmidtetal, 2003
x 150 mm, 4 um) (Fase  v/v) (A), Chl : ACN (1:1, v/v) (B) - RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA apolar)
apolar) Fase apolar
2 x Supersher 100 18¢ Gradiente: ACN-— agua—10% 13-cis-4-ox0-RA, all-trans-4-
RP. C18. B mp250 x 4 mm) AmA-AA (60:30:6:1) de Plasma 0.4 ml 0x0-RA, 13-cis-RA, all-trans- 38 Wyss y Bucheli, 1997
pm. 95:2:0.5:2 2 99:0.5:0:0.5 RA
Gradiente: ACN:agua:FA
(10:90:0,1, v/v/v) - all-trans-4-oxo-RA, 13-cis-4-
RP. C18. é‘:;balxganS‘ 6 x50 ACN:agua:MeOH:FA Plasma 0.1 ml 0x0-RA, 13-cis-RA, all-trans- 7 Gundersen et al., 2007
s oM (45:45:10:0,1, v/v/v) - RA y all-trans-ROH
ACN:MeOH:FA (90:10:0,1, v/v/v)
RP.C18. Nova-Pak (225 x 3.9 Gradiente: ACN-0.1 M AmA Plasma 05 ml 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans- 35 Lehman y Franz, 1995

mm) pH=5.0 con AA (80:20) a (80:10)

RA
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TIEMPO DE

TIPO DE FASE 5 TIPO DE ‘
MUESTRA ESTACIONARIA COLUMNA FASE MOVIL MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al‘(lﬁ%;?ls REFERENCIAS
SANGRE
. Gradiente: ACN-DCM-MeOH .
RP.C18. Acquity UPLCHSS T3 55,1015 (). Agua (0.05 M Plasma devaca  1ml Carotenoides y ROH 46 Chauveau-Duriot et al.,
(150 x 2.1 mm, 1.8 pm) 2010
AmA) (B)
2 x Purospher 100 18¢ Gradiente: ACN—-agua—10% AmA— 13-cis-3-OH-RA, all-trans-3-
RP.CI8. (250 x Z’srfmf 5 um) AA (540:450:2:30) de Plasma 0.4 ml OH-RA, 13-cis-3-OH-4-0x0- 26 Wyss et al., 1998
O (600:350:2:30) a (950:40:2:30) RA, all-trans-3-OH-4-0x0-RA
Spherisorb ODS2 (120  Gradiente: MeOH (A) y 60 mM 14-OH-retro-ROH; 4-OH- .
RP. C18. mm x 4 mm, 3 um) AmA:McOH (1:1, v/v)) (B) Suero de rata 3-veces 2P ROH 41.5 Riihl et al., 2005
. N Dl All-trans-4-oxo-RA, 13-cis-4-
RP. C18. Sphexr‘zorb 013352 ()120 iﬁi‘f&m%ﬁ?}l{ (lj)g fg)mM Suero de rata 0.125 ml 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, 415 Rithl y Schweigert, 2003
e S all-trans-RA, ROH, REPA
RP.C18. Acquity BEH (2.1 x 150 Gradiente: MeOH y ACN de 80:20 Plasma 0.1 ml ROH 6 Bell et al., 2014
mm, 1.7 um) (v/v) a 10:90 (v/v).
Bondapack (300 TR Gradiente: MeOH:0.02 M AmA
RP. C18. 39 mrg o)) (50:50, v/v) (A); MeOH:0.1 M Plasma 0.2 ml all-trans-RA, 13-cis-RA 18 Wang et al., 2003
~ M et AmA (90:10, v/v) (B)
All-trans-4-oxoretinoil-B-
glucuronido, all-trans-retinoil-
. o . ) B-glucuronido, all-frans-4-oxo-
RP.C18. idécrosor;"M\)’ (1088 ﬁzdf;‘f; Ml\iogHa_%”gﬁ (14) 11)0 Suero 0.02-0.1ml  RA, all-trans-5,6-epoxi-RA, 3040  Baruay Olson, 1998
O mm, 5 pum e i 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-
RA, all-trans-ROH, all-trans-
RAL, ésteres de retinilo
Bondapack (3.9 x 300 Gradiente: MeOH-agua (92:8, v/v), .
RP. C18. mm, 5 i) 0.1 M tampén acetato (pH 4.72) Suero 0.2 ml 13-cis-RA, all-trans-RA, ROH 12 Wang y Wang, 2001
. . . 13-cis-4-oxo-RA, all-trans-4-
RP.CI8. E‘f‘;"s% 00 (200 x4 ﬁﬁg‘fﬁiﬁf‘(ﬁﬁ%ﬁp{# Plasma 0.5ml 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, 45 Lanvers et al., 1996
OB T e all-trans-RA, all-trans-ROH
Beckman Ultrasphere . o/, o/
RP. CI8. (4.6 mm x 250 mm, 5 ﬁ‘grla;{;"‘ ACN70%; MeOH 15%; ¢\ 10 de raton 0.1 ml ROH, REPA 35 Kim y Quadro, 2010
pm)
2 x Adsorbosphere HS ~ Isocratico: ACN, 2P y MeOH
RP. C18. ODS (150 x 4.6 mm, 3  (68:20:12 v/v), con 0.02% AmA Plasma 0.1 ml ROH 20 Lunetta et al., 2002
pm) (wiv)
RP. C18. Acquity BEH (2.1 mm x  Isocratico: ACN:MeOH:agua Suero de rata 0.45 ml all-trans-RA 5 Kumar et al., 2014

50 mm, 1.7 pm)

(90:8:2, v/v/v)
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TIEMPO DE

TIPO DE FASE . TIPO DE <
MUESTRA ESTACIONARIA COLUMNA FASE MOVIL MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al‘(lf\&/llﬁgls REFERENCIAS
SANGRE
Superspher 100 18¢ o .
RP. CIS. (125x 4mm+250x 4 [socratico: ACN-MeOH-EIOH=2P ), ) 0.2 ml all-trans-ROH, ésteres de 30 Hartman et al., 2001
(1:1:1:1) retinilo
mm)
. Isocratico: ACN-agua—MeOH-n- all-trans-4-oxo-RA, 5,6-epoxi-
RP.CI8. i’ahgrif;b 501?115)2 (250 4 util alcohol (56:37:4:3) con 100 Plasma 02ml RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, all- 23 Dimitrova et al., 1996
' s mM AmA y 70 mM AA pH=6.3 trans-RA, all-trans-ROH
Burdick y Jackson (150  Isocratico: EEOH-ACN-agua ..
RP. C18. x 4.6 mm, 5 pm) (45:45:10) Suero 0.05 ml ROH 18 Sirimanne et al., 1998
Cambio de columna.
RP. C18. TSKgel ODS-80Ts (150 Isocratico: EtOH—-agua (80:20) Suero 0.1 ml ROH 18 Moriyama et al., 1998
x 4.6 mm, 5 um)
Chromolith
RP. C18. HighResolution (100 x  Isocratico: MeOH Suero 0.5 ml ROH 1.5 Kucerova et al., 2013
4.6 mm, 130 A)
Zorbax (4.6 mm x 75 Isocratico: MeOH 83.4% (v/v),
RP. C18. ) ACN 0.6% (v/v) y solucion acida Plasma 0.05 ml RA 12 Teglia et al., 2014
mm, 3.5 um) o
acuosa 16% (v/v)
5 Isocratico: MeOH:ACN:Chl
RP. CI8. Spherisorb ODS2 (15— 47.47.6 o1, 0.05% TEA, y 0.05  Plasma 4ml ROH y carotenoides ~24 Edwards et al., 2001
cm x 3 mm, 5 pm)
M AaA
. Isocratico: MeOH:ACN:Chl
RP. CI8. fgh:rgszfnofsi )(15 (47:47:6, viviv) TEA (0.05%) y Plasma 3ml ROH >18.6 You et al., 2002
M AmA (0.05 M)
Supelco (150 mm x 3 oo | .
RP. C18. Isocratico: MeOH-agua (99:1, v/v)  Suero 0.25 ml ROH 6 Khan et al., 2010
mm, 3 pm)
. . All-trans-4-oxo-RA, 13-cis-4-
RP. C30. E%ngatl’ﬁfnmg Kﬁ) 87"}‘“5/“3)" '(12()) mﬁ@gﬁ‘?ﬁ)M"OH Suero 3-veces 2P 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, 20 Riihl, 2006
A mm, S | o y all-trans-RA y ROH
. . All-trans-4-oxo-RA, 13-cis-4-
RP. C30. E%nga?'ﬁfnmg Kﬁ) grf‘}df/nvt)e '(12()) mﬁ@gﬁ‘?ﬁ)Mec’H Sueroderatén  3-veces 2P 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, 20 Riihl, 2015
1 mim, 5 pm). o y all-trans-RA y ROH
Gradiente: 90:10 MeOH/H,O con
YMC (4.6 x 250 mm, 3 0.1% FA (v/v) (A); 78:20:2 Suero (fraccion Esteres de retinilo y o- ésteres
RP. C30. wm) MBE/MeOH/H0 con 0.1% FA  TRL) 0.5 ml de retinilo 29 Goetz et al., 2016
(viv) (B)
Gradiente: MeOH/agua/AA
YMC carotenoid (2.0 x  (50:49.5:0.5, v/v/v) (A);
RP. C30. 100 mm, 3 um) McOH/MBE/AA (50:49.5:0.5, Suero 0.6 ml ROH 25 Zhu et al., 2006

v/v/v) (B)
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TIPO DE

FASE

TIPO DE

TIEMPO DE

MUESTRA ESTACIONARIA COLUMNA FASE MOVIL MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al‘(lﬁ%;ﬁls REFERENCIAS
SANGRE
Gradiente: MeOH:agua (90:10 v:v,
YMC carotenoid (250 x  con 0.4 g/l AmA) (A); .
RP. C30. 4.6 mm, 5 um) McOH:M(BE:agua (8:90:2 v-v-v, Plasma 0.1 ml ROH 39 Schweigert et al., 2003
con 0.1 g/l AmA) (B)
Gradiente: MeOH-agua (80:20, .,
RP. C30. Y;\SC @6 X150 mm, 5 v ) M{BE-MeOH-agua %‘fﬂ;’ (fraccion 4 5 0y Retinil palmitato 19 Kopec et al., 2013
i (78:20:2, v/v/v) (B). AmA 0.4 g/L
Gradiente: MeOH—agua—AA
RP. C30. YMC (100x 2.0 mm)  (50:50:0.5) a MeOH-MtBE-AA  Suero 1 ml All-trans-ROH, all-trans- 25 van Breemen et al.,
REPA 1998
(50:50:0.5)
YMCEaipienoid HE Colman-Martinez et al
RP. C30. (250 mm x 4.6 mm, 5 Isocratico: MeOH, MtBE y agua Plasma 0.8 ml Carotenos y ROH 72 2015 ”
pm)
LC-Packings (250 x Gradiente: Hexano:tolueno (95:5, .
RP. Diol fase. 0.32 mm micro column, v/v) para RAs y hexano:THF Plasma 1 ml All-transRA, 13-cis-RA, 13 Renalder et al., 1993

5 um)

(97.5:2.5 v/v) para metabolitos oxo

metabolitos 4-0xo
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APENDICE 11.3.2 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

TIEMPO DE
TIPO DE FASE . TIPO DE <
MUESTRA  ESTACIONARIA COLUMNA FAE MOVIL MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al\(llz\&/lll_igls REFERENCIAS
TEJIDOS
Zorbax (250 x 4.6- Gradiente: Hexano-2P-AA
NP. Silica ’ (200:0.5:0.5) (A); 2P 0.25% CNS rata 1 ml/gtejido  RA yROH 50 Werner y Deluca, 2002
mm, 7 um) AA (B)
. Lichrosorb Si60 (4.6 Gradiente: n-hexano (A) y n- Tejido adiposo )
NP. Silica mm x 25 cm, 5 um) hexano / 2P (90:10) humano 0.0325 g ROH, B-caroteno 23 Casal et al., 2001
Isocratico: 5% MtBE, 0.04%
NP. Silica YMCSIL (6x 150 g0y 250 benzenoen -~ Huevos de teleosteos | ™ (M0 g oy 3 4. gidehidro-RAL 30 Irie y Seki, 2002
mm, 3 pm) acuoso)
hexano
1 1- At1 . 0, 0,
NP. Silica Li Chro CART Si-60  Isocratico: 99.5% hexano, 0.5% Al 58 ROH 9 Routti et al., 2005
(5 pm) 2P
Gradiente:
Supelco ABZ+C16 ~ ACN/MeOH/agua/FA Higado, rifidn,
RP. Alkyl-amide column (100 mm x (40:30:30:0.1) (A); testiculos y cerebro de  0.01-0.02 g all-trans-RA, 13-cis-RA 30 Kane et al., 2005
2.1 mm,3 um) ACN/MeOH/agua/FA raton
(55:30:15:0.1) (B)
Gradiente: ACN-MeOH—
RP. Alkyl-amide Suplex PEBI00ICE0 DCM-n-hexano (88:4:4:4) a Higado de rata lg ROH, ésteres de retinilo 28 Wingerath et al., 1997
x 4.6 mm, 5 um) T iy
(70:10:10:10)
Supelcosil . s, -
ABZ+PLUS 2.1x20 . ; p g, nior, tefido | y
RP. Alkyl-amide mm, 5 um) Gradiente: Agua con 0.1% FA  adipose, musculo, 0.04-0.115 g All-trans-RA, 9,13-di-cis-RA, 25 Kane et al.. 2008
' P (A); ACN con 0.1% FA (B) bazo, testiculos y i i 13-cis-RA ”
Ascentis (Supelco, 2.1 .
cerebros de raton
x 150 mm, 3 pm)
. Suplex pKb-100 (250  Isocratico: ACN-MeOH-2% . . 13-cis-RA, 9-cis-RAall-trans- .
RP. Alkyl-amide x 4.6 TN AmA—glacial AA (79:2:16:3) Embriones de raton 1.64 uds RA., all-trans-ROH 20 Sakhi et al., 1998
Spherisorb ODS2 (2,1  Gradiente: 60 mM AmA (pH )
x 150 mm, 3 pm) 5.7 con AA) : MeOH (1:1) (A), Esteres de retinilo, ROH, 13- 40 (Fase
(Fase polar) pure MeOH (B) - Fase polar Higado, cerebro y cis-4-0x0-RA, 9-cis-4-oxo- polar) .
RP.CI8 J'sphere ODS-H80 Gradiente: MeOH : ACN rifién de raton 0.3 mg 13,14-dihidro-RA, all-trans- 27 (Fase Schmidt et al., 2003
(4,6 x 150 mm, 4 pm) (85:15, v/v) (A), Chl : ACN RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA apolar)
(Fase apolar) (1:1, v/v) (B) - Fase apolar
Spherisorb ODS2 (2,1 Gradiente: 60 mM AmA (pH )
x 150 mm, 3 pm) 5.7 con AA) : MeOH (1:1) (A), Esteres de retinilo, ROH, 13- 40 (Fase
(Fase polar) pure MeOH (B) - Fase polar . cis-4-0xo0-RA, 9-cis-4-oxo- polar) .
RP.CI8 Jsphere ODS-H80  Gradiente: McOH : ACN Higado humano 0.3 mg 13,14-dihidro-RA, all-trans- 27 (Fase ~ Schmidtetal, 2003
(4,6 x 150 mm, 4 pm) (85:15, v/v) (A), Chl : ACN RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA apolar)

(Fase apolar)

(1:1, v/v) (B) - Fase apolar
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TIEMPO DE

TIPO DE FASE . TIPO DE <
MUESTRA  ESTACIONARIA COLUMNA FAE MOVIL MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al‘(lf\&/llﬁgls REFERENCIAS
TEJIDOS
Acquity UPLC Gradiente: 0.1% AA en H20
RP.C18 cortecs (50 x 2.1 mm, (A), 0.1% AA en MeOH: ACN  Pulgas de agua 25-100uds. RAs 30 Venne et al., 2016
1.6 pm) (3:2) (B)
Eclipse plus RRHD .
Gradiente: 0.1% FA en agua . . 0.015-0.035
RP.C18 column (2.1 x 150 (A): 0.1% FA en ACN (B) Tejidos de raton ¢ all-trans-RAL 25 Wang et al., 2015
mm, 1.8 pm)
Higado, rifi6n, tejido
. diposo, musculo. - -
Zorbax SB (4.6 x 100  Gradiente: 11% agua / 89% a - . Esteres de retinilo, ROH y
RP.C18 mm, 3.5 pm) ACN/ 0.1% FA bazo, testiculos, piel, 0.01-0.02 g RAL 25 Kane et al., 2008 b
cerebro y cerebro de
raton
Spherisorb ODS2 (2,1 Gradiente: 60 mM AmA (pH )
x 150 mm, 3 pm) 5.7 con AA) : MeOH (1:1) (A), Esteres de retinilo, ROH, 13- 40 (Fase
(Fase polar) MeOH (B) - Fase polar Higado, rifién y cis-4-0x0-RA, 9-cis-4-oxo- polar) .
RP.CI8 J'sphere ODS-H80 Gradiente: MeOH : ACN testiculos de rata 0.3 mg 13,14-dihidro-RA, all-trans- 27 (Fase Schmidt et al., 2003
(4,6 x 150 mm, 4 pm)  (85:15, v/v) (A), Chl : ACN RA, 9-cis-RA, 13-cis-RA apolar)
(Fase apolar) (1:1, v/v) (B) - Fase apolar
Aguas Symmetry (5 5 ey
RP.C18 pm) o Aguas Nova- Sgri:;ente. R Presas de foca lg ROH, REPA 345 Routti et al., 2005
Pak
1 . 0,
RP.C18 NovaPak (150°x'3.9 lg) GRSCTIGREICTRIERE agle 1% b o) de orcje dficet@d 0.6 cm’ ROH, REAC 25 Padula et al., 2008
mm, 4pum) glacial AA (v/v) (B)
Gradiente: ACN-MeOH-THF—-
RP.C18 f?gﬁfgo?n S) BOX A mA-BHT (85:5:5:5:0,05 (A); Higado de ternera 0.15¢g REPA 47 Burri et al., 1997
’ K 55:35:5:5:0,05 (B)
Gradiente: Tampon A (100),
tampon A (25) / MeOH (75), . — o a
RP.C18 Xéy‘dgfnzrg ISTP f;‘)(% O McOH (60) / tampon D (40) f(g;'z“zrs‘es de 1000 uds ix‘(’)’f"R §OH’ 4-0x0-RAL, 4 30 Blumberg et al., 1996
’ O (50% MeOH/50% CHCI3), P
tampon D (100)
Finesse Genesis (150 Gradiente: MeOH (90%),
RP.C18 mm x 2.1 mm, 4 um) MIBE (5%) y agua (5%), con Huevos de salmon 34¢ ROH 20 Li et al. 2005
-, & FA 0.1% (v/v)
Spherisorb ODS2 Lo All-trans-4-0xo-RA, 13-cis-4-
RP.CI8 (120 mm x 4 mm i.d., g‘ﬁd:;‘fiﬁ:gg ((?)1 yv6/3) (3) Rifiones de ratén ‘r?rrl‘(‘}r’l‘;ss 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, 415 Riihl y Schweigert, 2003
3 pm) ’ o all-trans-RA, ROH, REPA
Spherisorb ODS2 Lo 9-veces All-trans-4-0xo-RA, 13-cis-4-
RP.CI8 (120 mm x 4 mm i.d., g‘ﬁd:;‘fiﬁ:gg ((?)1 yv6/3) (@) Higado deraton exceso de 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, 415 Riihl y Schweigert, 2003
3 pm) ’ o 0.9% NaCl all-trans-RA, ROH, REPA
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TIEMPO DE

TIPO DE FASE . TIPO DE <
MUESTRA  ESTACIONARIA COLUMNA FAE MOVIL MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE /S A%[]ﬁgls REFERENCIAS
TEJIDOS
Spherisorb ODS2 . . 9-veces
RP.CI8 (120 mm x 4 mm, 3  Oradiente: MeOH (A) y 60 Higado de rata exceso de 14-OH-retro-ROH, 4-OH- 415 Riihl et al., 2005
mM AmA:MeOH (1:1, v/v) (B) N ROH
pm) 0.9% NaCl
all-trans-4-oxoretinoil-f-
glucurénido, all-trans-retinoil-
. Gradiente: MeOH-agua (3:1) . B-glucurénido, all-frans-4-oxo-
RP. CI8 idgclrlf;("’g"hfn\)' (100X 15 mAf AmA to MeOH-DCM E&fﬁ’o‘ie ratay 0.1-02mg  RA, all-trans-5,6-cpoxi-RA, 30-40  Baruay Olson, 1998
b mm, S | (4:1) 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-
RA, all-trans-ROH, all-trans-
RAL, ésteres de retinilo
MiSEaaenTey oS Gradiente: Agua/MeOH/AA
. (50:50:0.5, v/viv) (A); : 9-cis-RA, 13-cis-RA, all-trans-
RP.C18 silica column (4.6 x McOH/MtBE/AA (50 : 50 - Prostata de rata 0.008 g RA, ROH 39 Wang et al., 2001
33 mm)
0.5, v/v/v) (B)
: Isocratico: 60% MeOH, 10% n-
RP. CI8 Develosil HG-5 (250 g 1 130% agua (100mM ~ CNS de rata | ml/g tejido  ROH 60 Werner y Deluca, 2002
X 4.6 mm)
AmA)
; Isocratico: 80% ACN / 15% D/
RP.CI8 gg(l)lerlsor;) OD)SZ (X 5 S04 McOH /2.5% 2P /0.1%  Cercbro humano 1-3¢g Carotenoides y ROH 23 Craft et al., 2004
o, & P TEA con 150 mM AmA
Beckman Ultrasphere O 0/
RP.C18 (4.6 mm x 250 mm, 5 Isocr.atlco‘ v, MR Higado de raton 0.1g ROH, ésteres de retinilo 35 Kim y Quadro, 2011
ym) 15%; MC 15%
2 x Adsorbosphere Isocratico: ACN, 2P y MeOH Pecho, higado, tejido
RP.C18 HS ODS (150 x 4.6 (68:20:12 v/v), con 0.02% adiposo, colon y 0.lg ROH 20 Lunetta et al., 2002
mm, 3 um) AmA (wW/v) musculo humano
Nucleosil 120 (150 x  Isocratico: MeOH-agua Cerebro, placenta e
RP.C18 4,6 mm, 5 um) (96.5:3.5) higado de rata 0.05¢g all-trans-ROH, all-trans-REPA 13 Barbas et al., 1997
Zorbax silane (ODS) Isocratico: 30% ACN, 25%
RP.C18 (250 x 4.6 mm) MeOH, 15% 2P, y 30% agua CNS de rata 1 ml/gtejido  RA yROH 70 Werner y Deluca, 2002
’ (con 1.2% (vol/vol) AA)
Gradiente: MeOH:agua (90:10
YMC carotenoid (250 v:v, con 0.4 g/l AmA) (A); . . .
RP. C30 x 4.6 mm, 5 um) McOH:M(BE:agua (8:90:2 Fluido folicular 0.2 ml ROH 39 Schweigert et al., 2003
v:viv, con 0.1 g/l AmA) (B)
RP. C30 Enl\l/ICS 5‘;?) emx320 socrtico: ACN-DCM (70:30)  Higado de foca drtica  0.02 g REPA 45 Molander et al., 1999
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APENDICE 11.3.3 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

TIPO DE FASE 5 TIEMPO DE
MUESTRA  ESTACIONARIA COLUMNA FASE MOVIL TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE /S Al\(lle[lfggls REFERENCIAS
COMIDA
. Zorbax (15 cm x 4.6 . . o

NP. Amino mm, 5 um) Isocratico: n-hexano Comprimidos dietéticos 5 tabletas REAC y REPA 15 Davydova et al., 2010
Shim-pack CLC-SIL- . . .

NP. Silica M (250 x 4.6 mm, Isocratico: r.z—hexano -1- qumulas Vd'e 3ml Isomeros de ROH 35 Duarte-Favaro et al.
Spum) octanol (96:4 (v/v)) alimentacion enteral 2003
Hibar LiChrosorb Si 2 | . .

NP. Silica 60JIoR A s g #hexano/2P (98:2; Jebilarde Sutatyey. ooy ROH 5 Héller et al., 2003

v/v) leche

pm)

NP. Silica LiChraipheriSi 60 _ Sgsoctiiticc: n-hexano: 2P 03:2 g 02-2ml 13-cis-ROH, all-rans-ROH 7 Vifias et al., 2013
(250 x 4 mm, 5 um) (V/v))
Acquity UPLC HSS Gradiente: ACN-DCM— . ! .

RP. C18 T3 (150 x 2.1 mm, 1.8 MeOH (75/10/15) (A); Agua Eg’fg)ess rerba y ﬁi(lsﬁﬁz(i' éa% Carotenoides y ROH 46 %i“gveau'mm’t etal,
pm) (0.05 M AmA) (B)
Nucleosil 100-5 (250  Isocratico: Hexano/D/2P Férmula para lactantes .

RP.CI8 X 4.6 mm, 5pm) (96.7:3:0.3, VIVIV) fortificada 0 ROH 30 Heudi et al., 2004
Novapak (150 x 3.9 . | : . .

RP.C18 Isocratico: MeOH Comida para animales 1g REAC 12 Qian y Sheng, 1998
mm, 4pm)
Tracer Spherisorb

RP. C18 ODS2 (250 x 4.6 mm, Isocratico: MeOH Formula infantil 1-25¢ REAC 20 12{(;’(‘)13"15 Mendoza et al.
5 um)
Inertsil ODS 80A (15  Isocratico: MeOH-EtOH Suplementos

RP.CI8 x 0.3 cm, 5 um) (50:50, v/v) nutricionales e REPA 12 Twase, 2003

RP.C18 Atlantis d (4.6 mm x  Isocrético: MeOH-agua (98:2 Comida para animales 10 g REAC 18 Xue et al., 2008
150 mm, 5 pm) v/v)
Zorbax Eclipse XDB . . .

RP. C8 (15cm x 46 mm, s Oradiente: MeOH:agua Zumos de frutas 0.1-2 ml ROH, REAC, REPA 34 Vifias et al., 2013b

pm)

(90:10 (v/v))

enriquecidos
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APENDICE 11.3.4 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

TIPO DE FASE 5 TIEMPO DE
MUESTRA ESTACIONARIA COLUMNA FASE MOVIL TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al‘(lﬁ%;?ls REFERENCIAS
LECHE
Pinnacle II short f Ao . .
NP. Silica narrow bore (50 mm x Isocrdtico: 0.5% EA en Leche infantil 2g REPA, REAC 25 Chavez-Servin et al.,
hexano 2006
2.1 mm, 3 pm)
NP. Silica Alltech Econosphere Isocratico: 600 uL 2P /1L Foérmula infantil / leche 20 Vitamina A total 125 Woollard et al. 2016
(150 x4.6 mm, 3 pm)  hexano en polvo
Acquity UPLC HSS Gradiente: ACN-DCM— Chauveau-Duriot ct al
RP.CI8 T3 (150 x 2.1 mm, 1.8  MeOH (75/10/15) (A); Agua  Leche de vaca 2ml Carotenoides y ROH 46 201(‘)‘ u-Luriot etal,
pum) (0.05 M AmA) (B)
Capcellpak UG120 Gradiente: MeOH-H,0
RP.C18 (250 x 4.6 mm, 5 pm) (90:10, v/v) (A), ACN (B) Leche materna 10 ml ROH 40 Kamao et al., 2007
RP.C18 Lichrosotb (I7SEgegy Isocratico: ACN Leche en polvo, harina  1.25 g ROH 15 Ake et al., 1998
mm, 5 pm)
Chromolith
RP.C18 HighResolution (100 x  Isocratico: MeOH Leche materna 0.5 ml ROH 1.5 Kucerova et al., 2013
4.6 mm, 130 A)
Kinetex core—shell
RP.C18 columns (100 A, 100 Isocratico: MeOH Leche materna 0.5 ml ROH 1.8 Plisek et al., 2013
mm x 4.6 mm y 50 mm
X 4.6 mm, 2.6 um)
Chromolith
RP.C18 Performance (100 mm  Isocratico: MeOH Leche materna 0.5 ml ROH 2 Kasparova et al., 2012
x 4.6 mm, 2 pm)
Phenomenex (15 cm, 5 Isocratico: MeOH - agua Tanumihardjo y
RP.C18 um) (89:11) Leche materna 0.5 ml ROH <7 Penniston, 2002
Tandem C18 TSKgel
Super-ODS (4,6 x 100 Gradiente: MeOH (A); 2- . RA, RAL, ROH, Esteres de .
RP. C18/C30 mm, 2 um) y ProntoSIL  P/hexano (50:50 v/v) (B) Leche de rumiante 6 ml retinilo 30 Rocchi et al., 2016
(4,6 x 250 mm, 3 pm)
Gradiente: MeOH:MtBE:agua
(83:15:2; vol:vol:vol, con
YMC column (250 x 1.5% AmA in H20) (A) y Macias y Schweigert,
RP. €30 4.6 mm, 5 pum) MeOH:MtBE:agua (8:90:2; Leche materna I'ml ROH 39 2001

vol:vol:vol, con 1.5% AmA

en H20) (B).
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APENDICE 11.3.5 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

FASE . TIPO DE TIEMPO DE
TIPO DE MUESTRA ESTACIONARIA COLUMNA FASE MOVIL MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al‘(lf\&/llféils REFERENCIAS
COSMETICOS Y
FORMULACIONES
NP. Silica Lichrospher Si-60 (100 x  Isocratico: Hexano/EA/DCM leg :iunl: ((11: 2 me/ml 13-cis-RA 10 Lima et al. 2005
: : 4 mm) (80:15:5) con 0.01% FA gelatina ¢ & :
1sotretinoina
RP. C18. Lichrospher (250 x 4.6 Gradlrente: ACN-MeOH- Fpr_mulacmn 258 All-trans-RA 40 Ye et al., 2004
mm, 5 pm) tampon fosfato (pH 2.5) topica
. Gradiente: MeOH:agua con 10 " B
RP. CI8. Xl\/{‘grcor;"gb'x)v @6mm r AmA (7:3, viv) (A) y Srszna e d ol Rlﬁcifgnnf(’;(l) B- 30 Barua, 2003
>l MeOH:MC (4:1, v/v) (B) g g
Phenomenex Nucleosil . o N
RP. CI8. (100 A, 250 mmx 4.6 socratico: 0.01% TFAy ACN - Formulacién 0.5g all-trans-RA, 13-cis-RA <20 Tashtoush et al., 2007
(15:85, v/v%) dermatolégica
mm, 5 pm)
RP. C18. LiChrospherS! (R STRETNE * Jhe O B Ot Lideu O3, Pomada natural lg REPA 30 Kwiecien et al., 2010
250 mm; 5 um) v/v)
Isocratico: MeOH-agua (92:8, Cremasy
RP. C18. Bondagpell <88 v/v), 0.1 M tampon acetato productos 0.01-0.02g REAC 12 Wang y Wang, 2001
mm, 5 pm) .
(pH 4.72) farmacéuticos
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APENDICE 11.3.6 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

TIPO DE FASE . TIEMPO DE
MUESTRA  ESTACIONARIA COLUMNA FASE MOVIL TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S Al\(llz\&/llflgls REFERENCIAS
DESECHOS
. Retinoil-B-glucurénidos of 13-
Gradiente: 1 M AmA-agua— .
RP.C18 Zorbax ODS (250X \1o 61y (4:496:600) to Orina 5 ml cis-4-0x0-RA, all-trans-4-oxo- 40 Li et al., 1996
4.6 mm, 5 um) . RA, 13-cis-RA, all-trans-RA,
MeOH-EA (400:100) ’
9-cis-RA
SS Exsil ODS (250 x  Isocratico: MeOH:ACN:agua . Lopez-Cervantes et al.
RP.C18 4mm, 5 pm) (68:28:4 (v/vIv)) Desechos de crustaceos 0.4 g ROH 12.5 2006
YMC carotenoid glgilgr;tg ;\/Ii(/il;lv/)a ‘((’YX;_/AA
RP. C30 ;:r?rlrllm;nu(ri.)o x 100 McOL/MBE/AA Heces 2g ROH 27.5 Zhu et al., 2006

(50:49.5:0.5, v/v/v) (B)
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11.4.

Deteccion de retinoides

APENDICE 11.4.1 DETECCION DE RETINOIDES

TIEMPO
TIPO DE . DE ESTANDAR
MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD /LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
SANGRE  Suero de ratén 0.2 ml all-trans-RA, 13-cis-RA DAD UV 30 Iﬂggf (1)'153 rﬁﬁzﬁnl 44-dimetil RA  Kane et al., 2005
Plasma 0.1 ml ROH DAD UV 39 Schweigert et al.,
2003
Plasma 4 ml ROH y carotenoides DAD UV ~24 eiﬁ?;gizﬁ:’ Edwards et al., 2001
Plasma 3ml ROH DAD UV > 186 Fuinenona, & you et al., 2002
all-trans-4-0x0-RA, 13-cis-4-0xo- Lrg(])Dl/r?lll -13
Plasma 0.1 ml RA, 13-cis-RA, all-trans-RA y all-  DAD UV 7 iOQ' 03-42 3C4-RA Gundersen et al., 2007
trans-ROH o ’
pmol/ml
LOD: 1.4 pmol/ml
(aREPA);
8.9 pmol/ml
. Esteres de retinilo y a- ésteres de (REPA)
Suero (TRL fraction) 0.5 ml M DAD UV 29 LOQ: 4.8 pmol/ml Goetz et al., 2016
(aREPA);
29.5 pmol/ml
(REPA)
LOD: 0.23
All-trans-4-0xo-RA, 13-cis-4-oxo- .
Suero 3-veces 2P RA, 13-cis-RA, 9-cisRA, all- EﬁD UV: 250-500 20 i’gg{‘gl po Riihl, 2006
trans-RA y ROH o
pmol/ml
, 9-cis-13,14-dihidro-RA, all-trans- . LOD: 0.33 ..
Suero de raton 3-veces 2P 13.14-dihidro-RA DAD UV: 290 nm 20 pmol/ml Riihl, 2015
Sangre (manchas de 0> MM @ DAD UV: 300-325
o ;ee se0) chasde 2 uL ROH o : 4 LOD: 0.1 pmol/L  LOD: 100 pmol/ml  Tocol Erhardt et al., 2002
sangre)
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TIEMPO

TIPO DE . DE ESTANDAR
MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD /LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
LOD: 0.35 pmol Lrg(l))l/rrllZ(SROH)
SANGRE  Suero de raton 0.1 ml ROH, REPA DAD UV: 325 nm 35 (ROH); 0.95 pmol 37 5 pmol/ml ’ REAC Kim y Quadro, 2010
(REPA) (REPA)
LOD: 3.49 .
Suero 0.05 ml ROH DAD UV: 325 nm 18 LOD: 1 ng/ml pmol/ml REAC Sirimanne et al., 1998
All-trans-4-oxo-RA, 13-cis-4-oxo- . . .
Suero de rata 0.125 ml RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, all- EﬁD UV: 326,354 415 LOD: 4 pmol/ml 56’5131 y Schweigert,
trans-RA, ROH, REPA
Suero de rata 3-veces 2P 14-OH-retro-ROH; 4-OH-ROH rlljr/r?D UV: 326,354 41.5 LOD: 4 pmol/ml Rihl et al., 2005
1 LOD: 0.2 pg/ml LOD: 0.7 ng/ml Colman-Martinez et
Plasma 0.8 ml Carotenos y ROH DAD UV: 330 nm 72 LOQ: 0.7 pg/ml LOQ: 2.4 ng/ml al., 2015
LOD: 30.65
Suero (fraccion i . . pmol/ml
TRL) 0.5 ml Retinil palmitato DAD UV: 330 nm 19 LOQ: 102.1 d8-pB-caroteno Kopec et al., 2013
pmol/ml
All-trans-4-oxoretinoil-f-
glucuroénido, all-trans-retinoil-p-
) glucurénido, all-trans-4-oxo-RA, , )
Suero 0.02 - 0.1 ml AT 5 GIR: B e po DAD UV: 340 nm 30-40 REAC Barua y Olson, 1998
9-cis-RA, all-trans-RA, all-trans-
ROH, all-trans-RAL, RES
LOD: 1.3-45 LOD: 4.33 - 14.98
. ng/ml pmol/ml .
Plasma 0.05 ml RA DAD UV: 350 nm 12 LOQ: 3.2- 12 LOQ: 10.65 - Teglia et al., 2014
ng/ml 39.94 pmol/ml
13-cis-4-ox0-RA, all-trans-4-oxo- All-trans- Gundersen
Suero 0.5ml RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, all- DAD UV: 350 nm 12 LOD:30-60pg  LOD: 1.6 pmol/ml "™ pneeIsen Y
acitretina Blombhoff, 1999
trans-RA, all-trans-ROH
9-cis-RA, 13-cis-RA, all-trans-RA, Lrg(l))l}rfli33 -233 Al )
Suero 0.5ml 4-0x0-13-cis-RA, 4-oxo-all-trans- DAD UV: 350 nm 30 LOD: 1 pg pmoy rans Gundersen et al., 1997
RA LOQ: 9.98 - 79.88  acitretina
pmol/ml
. . LOD: 0.83 o
Plasma 0.5 ml 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-RA  DAD UV: 369 nm 35 LOD: 25 pg pmol/ml Acitretina Lehman y Franz, 1995
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TIEMPO

TIPO DE 5 DE ESTANDAR
MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD /LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
LOD: 0.28
DAD UV-Vis: 210 - LOD: 0.8 ngROH  nmol/ml . Chauveau-Duriot et
SANGRE Plasma de vaca 1 ml ROH 600 nm (UHPLC) 46 LOQ: 1.4ngROH  LOQ: 0.49 Equinenona al., 2010
nmol/ml
LOQ:6.66 pmol/ml
LOQ: (13-cis-RA)
0.4 ng (13-cis-RA)  3.33 pmol/ml (all-
13-cis-RA, all-trans-RA, ROH, 0.2 ng (all-trans- trans-RA)
Suero 0.2 ml RAL ECD (+1.0 V) 12 RA) 8.73 pmol/ml Wang y Wang, 2001
0.5 ng (ROH) (ROH)
0.8 ng (RAL) 14.06 pmol/ml
(RAL)
FL: Ex 325 nm; Em LOQ: 0.02 pg/mL LOQl; 619'8
Plasma 0.1 ml ROH 470 nm (ROH and 6 s HE /II;‘L FL’IS‘]’)‘? 3 REAC Bell et al., 2014
REAC) (UHPLC) A il
pmol/ml
FL: Ex 325, Em 480 LOD: 2.3 nmol/l LOD: 2.3 pmol/ml .
Suero 0.5 ml ROH (UHPLC) 1.5 LOQ: 7.7 nmol/l LOQ: 7.7 pmol/ml Kucerova et al., 2013
Suero 0.1 ml ROH FL: BR4fis; B 18 LOD: 0.56 pg/dl ~ -OD: 1935 Moriyama et al., 1998
460 nm pmol/ml
Suero de raton 0.1-02ml 21: I’{’X”S'RA’ e i ME 25 44-dimetil-RA  Kane et al., 2008
LOD:34 pmol/ml Van B ¢ al
Suero 1 ml All-trans-ROH, all-trans-REPA  MS 25 (ROH), 36 REAC X 9*19“8 reemen et al,
pmol/ml (REPA)
Suero 0.6 ml ROH MS 25 Zhu et al., 2006
, LOD: 1 pmol/ml All-trans-3,4-
Suero de raton 0.1-0.2 ml all-trans-RAL MS (UHPLC) 25 LOQ: 4 pmol/ml didehidro RAL Wang et al., 2015
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TIPO DE

TIEMPO
DE

ESTANDAR

MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD /LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
LOD:
700 amol (RA); 10
fmol (4-0x0-RA);
20 fmol (4-ox0-13-
cis-RA);
2.5 fmol (4-OH-
All-trans-RA, 9-cis-RA, 13-cis- gﬁ)_’gi'i_fg’zl) @ 13cis-RAds, 4-
SANGRE  Suero 0.5 ml RA, 9,13-dicis-RA, 4-0x0-13-cis-  MS (UHPLC) 20 LOQ: ; 0x0-13-cis-RA-  Arnold et al., 2012
RA, 4-oxo-all-trans-RA 2 fimol (RA): 20 ds
fmol (4-0x0-RA);
40 fmol (4-oxo0-13-
cis-RA);
7.5 fmol (4-OH-
RA); 7.5 fmol (4-
OH-9-cis-RA)
4-(5,6,7,8-
all-trans-4-oxo-RA, 5,6-epoxi-RA, LOD: 16.64 - tsetsre;;hgc}ro—
Plasma 0.2 ml 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans-RA, UV detector 23 LOD: 5-50 ng/ml o L Dimitrova et al., 1996
166.42 pmol/ml tetrametil-2-
all-trans-ROH N
antracenil) acido
benzoico
Plasma 1 ml 32;;%’;&;&’_(};“?&/& UV detector 13 LOQ: 0.3 ng/ml LOQ: 1 pmol/ml Renalder et al., 1993
Plasma 0.2 ml all-trans-ROH, RES UV detector 325 nm 30 LOQ: 2.5 ng/ml LORRET3 Retn.nl Hartman et al., 2001
pmol/ml propionato
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TIPO DE

TIEMPO
DE

ESTANDAR

MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD /LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
RAL-O-
etiloxima y
SANGRE Plasma 0.1 ml ROH UV detector 325 nm 20 LOD: =10 nmol LOD: 0.5 pmol/ml  B-apo-12'- Lunetta et al., 2002
carotenal-O-t-
butiloxima
LOD: 0.7 pmol LOD: 7 pmol/ml
Suero de ratén 0.1-02ml  RES,ROHyRAL 5 550 aor 325 25 gﬁ;cl (ROM); (2ani))1 i ROH);  REAC Kane ct al., 2008 b
0.2 pmol (RAL) 2 pmol/ml (RAL)
LOQ: 1.5 pmol/ml
. . . (13-cis-4-0x0-RA);
Plasma 0.35ml 13-cis-4-oxoaRuigl3-cis-R A, all- UV detector 340 nm 35 LOQ:0.6.0.3.0.3. 0.75 pmol/ml (13- Teerlink et al., 1997
trans-RA, ROH 0.3 pmol ;
cis-RA. all-trans-
RA. ROH)
LOQ: 1 ng/ml (all-
Plasma 0.2 ml All-trans-RA, 13-cis-RA UV detector 340 nm 18 R , TR Carbazol Wang et al., 2003
5 ng/ml (13-cis- pmol/ml
RA)
LOD: 1.66
13-cis-4-ox0-RA, all-trans-4-oxo- LOD: 0.5 ng/ml pmol/ml (all-trans- Arotinoid
Plasma 0.5 ml RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, all- UV detector 350 nm 45 RA. RA); etilsulfona Lanvers et al., 1996
trans-RA, all-trans-ROH 10 ng/ml ROH 34.91 pmol/ml
(ROH)
13-cis-4-ox0-RA, all-trans-4-oxo- LOQ: 6.66 All-trans-
Plasma 0.2-1ml RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, all- UV detector 350 nm 26 LOQ: 2 ng/ml L acitretina, 13- Disdier et al., 1996
trans-RA, all-trans-ROH praliml cis-acitretina
Plasma 0.4 ml Q”f;;j“ﬁiﬁlfljr;; ‘2’_’&"”‘0‘ UV detector 360 nm 38 LOQ: 03ng/ml  LOQ: 1 pmol/ml aA(}llt:gZ:ll; - Wyss y Bucheli, 1997
13-cis-3-OH-RA, all-trans-3-OH- LOQ: 3.49
Plasma 0.4 ml RA, 13-cis-3-OH-4-0x0-RA, all- UV detector 360 nm 26 LOQ: 1 ng/ml o Ro 12-7310/000 Wyss et al., 1998
pmol/ml
trans-3-OH-4-0x0-RA
LOD: 3.49
Suero 0.25 ml ROH Sy derector: 280~ 6 igg; bt ;111111 fﬁrgg " REAC Khan et al., 2010
pmol/ml
Esteres de retinilo, ROH, 13-cis-4- all-trans-
, 0x0-RA, 9-cis-4-0x0-13,14- UV detector: 340 and LOD:0.4-19 acitretina, .
Suero de ratén 04 ml dihidro-RA, all-trans-RA, 9-cis- 325 nm 40/27 pmol/ml all-trans-retinil ~ Schmidtetal., 2003
RA, 13-cis-RA nonanoato
Esteres de retinilo, ROH, 13-cis-4- all-trans-
0x0-RA, 9-cis-4-oxo-13,14- UV detector: 340 and LOD: 0.4-19 acitretina, .
Suero de rata 0.4 ml dihidro-RA, all-trans-RA, 9-cis- 325 nm 40/27 pmol/ml all-trans-retinil Schmidt et al., 2003
RA, 13-cis-RA nonanoato
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TIPO DE

TIEMPO
DE

ESTANDAR

MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD /LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
Esteres de retinilo, ROH, 13-cis-4- all-trans-
0x0-RA, 9-cis-4-0x0-13,14- UV detector: 340 and LOD: 0.4-19 acitretina, .
SANGRE  Suero 0.4 ml dihidro-RA, all-trans-RA, 9-cis- 325 nm 40/27 pmol/ml all-trans-retinil ~ Schmidtetal., 2003
RA, 13-cis-RA nonanoato
Plasma 0.1 ml RA UV detector: 340 nm 6.5 LOD: 240 fmol/ml  All-rans-RA-ds  Napoli et al., 1985
Suero 3.5ml RA, RAL e isomeros ROH UV detector: 350 nm 60 Arotenoid Miyagi et al., 2001
LOQ: 3.33
UV detector: 351 nm LOQ: 1 ng/ml pmol/ml
Suero de rata 0.45 ml all-trans-RA (UPLC) 5 LOD: 0.5 ng/ml LOD: 1.66 Kumar et al., 2014
pmol/ml
Plasma de vaca 1 volumen 13-cis-RABPERtcis-RA, 9-cis- UV detector: 365 nm 24 EOTMD 83 Ro-23-5525 Horst et al., 1995
RA, all-trans-RA pmol/ml
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APENDICE 11.4.2 DETECCION DE RETINOIDES

TIEMPO
. DE ESTANDAR
TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE /S DETECCION ANALISIS LOD/LOQ LOD/LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
TEJIDOs  H1igado, rifidn, testiculos y o 1 55 o all-trans-RA, 13-cis-RA DAD UV 30 LOD:0.5 pmolml ) 4ir ol RA  Kane et al., 2005
cerebro de raton LOQ: 1 pmol/ml
CNS de rata 1 ml/g tejido RA DAD UV 50 Werner and
Deluca, 2002
.. Werner and
CNS de rata 1 ml/g tejido RA DAD UV 70 Deluca, 2002
.. Werner and
CNS de rata 1 ml/g tejido RA DAD UV 60 Deluca, 2002
Higado de ternera 0.15¢g REPA En?D UG 47 Burri et al., 1997
Fluido folicular 0.2 ml ROH g e 39 Schweigert et al,
nm 2003
LOD: 17.5
. LOD:0.35 pmol ] .
Higado de ratén 01g ROH, RES DADLY: 285 35 (ROH); 0.95 pmol/ml (ROH); o Kim y Quadro,
nm 47.5 pmol/ml 2010
pmol (REPA) (REPA)
Cerebro, placenta ¢ higado 0.05¢g all-trans-ROH, all-trans-REPA T 13 Vitamina K Barbas et al., 1997
de rata nm
all-trans-4-oxo-RA, 13-cis-4- . . .
Rifién de raton Ambos rifiones 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, ?ﬁ?ﬂgv 32 41.5 LOD: 4 pmol/ml ZR(%I; y Schweigert,
all-trans-RA, ROH, REPA
All-trans-4-oxo-RA, 13-cis-4- " . .
Higado de raton (91;3\/8 C;; elzzecslo 0x0-RA, 13-cis-RA, 9-cis-RA, I;Sﬁ?ngv 3 41.5 LOD: 4 pmol/ml ZR(%I; y Schweigert,
e all-zrans-RA, ROH, REPA
, 9-veces exceso DAD UV: 326, LOQ: 524 .
Higado de rata de 0.9% NaCl 14-OH-retro-ROH, 4-OH-ROH 354 nm 41.5 pmol/ml Riihl et al., 2005
all-trans-4-oxoretinoil-f3-
glucurénido, all-trans-retinoil-p-
, _ glucuroénido, all-trans-4-oxo-RA, DAD UV: 330 ) Barua y Olson,
Higado de rata y humano  0.1-02g all-trans-5,6-epoxi-RA, 13-cis- nm 30-40 REAC 1998
RA, 9-cis-RA, all-trans-RA, all-
trans-ROH, all-trans-RAL, RES
. 4-0x0-ROH, 4-0x0-RAL, 4-oxo- DAD UV-Vis: ) . Blumberg et al.,
Embriones de Xenopus 1000 uds RA 200-600 nm 30 LOD: 0.5 ng LOD: 1.66 pmol 1996
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TIEMPO

. DE ESTANDAR
TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD /LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
DAD: 452 nm LOQ (ng/mL):
.. . (B-carotene), 327 0.4 ROH LOQ: 1.4 pmol/ml
TEJIDOS Tejido adiposo humano 0.0325 ¢ ROH nm (ROH) and 23 LOD (ng/mL): LOD: 0.7 pmol/ml rac-tocoferol Casal et al., 2001
295 nm (IS) 0.2 ROH
LOD: 0.03 pmol
. . LOD: 10 pg RA .
. , 13-cis-RA, 9-cis-RA, all-trans- ) RAs 13-cis- .
Embriones de ratéon 1.64 uds RA. all-trans-ROH ECD+0.7V 20 LOD: 25 pg LOD: 0.09 pmol acitretina Sakhi et al., 1998
ROH
ROH
LOD: 6.25 (RA. 9-
Higado, rifiones, tejido CZAS_RA); 100 @3-
adipose, musculoso, bazo All-trans-RA, 9,13-di-cis-RA. cis-RA) fmol/gt
L ? > 0.04-0.115¢g " > ? MS 25 LOD: 37.5 (RA); 4,4-dimetil-RA  Kane et al., 2008
testiculos y cerebro de 13-cis-RA . [
raton 50 (9-cis-RA); 300
(13-cis-RA)
fmol/ml
LOQ: 14.04
X 9-cis-RA, 13-cis-RA, all-trans- pmol/ml (RA)
Protata de rata 0.008 g RA, ROH MS 39 LOQ: 42.8 REAC Wang et al., 2001
pmol/ml (ROH)
. . LOD: 1 pmol/ml All-trans-3,4-
Tejidos de raton 0.015-0.035¢ all-trans-RAL MS (UHPLC) 25 LOQ: 4 pmol/ml didehidroR AL Wang et al., 2015
LOD: 3.3 pmol/ml
Pulgas de agua 25 - 100 uds. RAs MS (UHPLC) 30 LOQ: 16.6 Acitretina Venne et al., 2016
pmol/ml
RAL-O
Pecho, higado, tejido etiloxima y -
adiposo, colon y musculo 0.1 g ROH En\ll Cilseias 20 LOD: =10 nmol  LOD: 0.5 pmol/ml  apo-12'- Lunetta et al., 2002
humano carotenal-O-t-
butiloxima
Higado, rifion, tejido LOD: LOD: 7 pmol/ml
adipose, musculo, bazo, B UV detector 325, 0.7 pmol (RES)  (RES);
testiculos, piel, cerebro de 0.01-0.02 ¢ RES, ROH y RAL 325,340 nm % 0.2 pmol (ROH) 2 pmol/ml (ROH); REAC Kaneetal., 2008 b
raton 0.2 pmol (RAL) 2 pmol/ml (RAL)
Huevos de salmén 34¢ ROH EHY detector: 325 20 B-criptoxantina  Li et al. 2005
Arenque 5¢ ROH UV detector: 325 22 REAC Routti et al., 2005

nm
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TIEMPO

. DE ESTANDAR
TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE /S DETECCION ANALISIS LOD/LOQ LOD/LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
LOQ:
0.058 pg/mL
(0.20 nM) (ROH) LOQ: 0.20
0.045 pg/mL pmol/ml (ROH);
(0.14 nM) 0.14 pmol/ml
TEJIDOS  Piel de orcja de cerdo 0.6 cm? ROH, REAC UV detector: 325 25 (REAO) s Padula et al,, 2008
0.022 pg/mL pmol/ml (ROH);
(0.08 nM) (ROH) 0.07 pmol/ml
0.022 pg/mL (REAC)
(0.07 nM)
(REAC)
Higado de rata lg ROH, ésteres de retinilo EIX e 28 LOD: 400 pmol/ml REPA \17\;19117gerath etal,
Presas de foca lg ROH, REPA En\: HCL R, 5 34.5 REAC Routti et al., 2005
Higado de foca artica 0.02¢g REPA En\; gaEctam 327 45 LOD: 27 pg ;n?(])jﬂ n51 '114 Egg&ieaﬂom I;g‘;l;mder ctal,
Huevos de teledsteo 1 migace RAL, 3,4-didehidro-RAL P VEsteqr: 30 Retinaloxima Irie y Seki, 2002
acuoso) 330-350 nm
Esteres de retinilo, ROH, 13-cis- all-trans-
Higado de humano 0.3 mg 470.)(0-RA, 9-cis-4-0x0-13,14- UV detector: 340 40/27 LOD: 0.4-19 acitretina, o Schmidt et al.,
: dihidro-RA, all-trans-RA, 9-cis- and 325 nm pmol/ml all-trans-retinil 2003
RA, 13-cis-RA nonanoato
Esteres de retinilo, ROH, 13-cis- all-trans-
Higado, cerebro y rifién de 03m 4-0x0-RA, 9-cis-4-0x0-13,14- UV detector: 340 40/ 27 LOD: 0.4-19 acitretina, Schmidt et al.,
raton = mg dihidro-RA, all-trans-RA, 9-cis- and 325 nm pmol/ml all-trans-retinil 2003
RA, 13-cis-RA nonanoato
Esteres de retinilo, ROH, 13-cis- all-trans-
Higado, rifién y testiculos 03 m 4-0x0-RA, 9-cis-4-ox0-13,14- UV detector: 340 40/27 LOD: 0.4-19 acitretina, Schmidt et al.,
de rata = mg dihidro-RA, all-trans-RA, 9-cis- and 325 nm pmol/ml all-trans-retinil 2003
RA, 13-cis-RA nonanoato
UV-Vis detector:
Cerebro humano 1-3¢g ROH 23 LOD: 0.3 pmol/g LOD: 0.3 pmol/g Craft et al., 2004

325-450 nm
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APENDICE 11.4.3 DETECCION DE RETINOIDES

TIEMPO
- DE ESTANDAR
TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD/LOQ LOD/LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
Formula para lactantes LOD: 122 pmol/ml .
COMIDA fortificada 50¢g ROH DAD UV 30 LOQ: 262 pmol/ml Heudi et al., 2004
Comprimidos dietéticos 5 tabletas REAC, REPA EH?D Uv: 325 15 Davydova et al., 2010
LOQ: LOQ:
. . -y . 1.76 ng/100 ml 61.4 pmol/ml ((E)- .
grcl)tr;?;las de alimentacion 3ml Isomeros of ROH ErﬁD UV: 325 35 ((E)-ROH) ROH) 12)(;1(?31"te-F avaro et al.
1.63 ng/100 ml 56.9 pmol/ml ((Z)-
((2)-13) 13)
. . DAD UV: 325 LOD: 0.33 ng LOD: 0.63 pmol Rodas Mendoza et al.
Formula infantil 1-25¢g REAC . 20 LOQ: 0.42 ng LOQ: 0.8 pmol 2003
LOD: 0.28
. . 0.05-0.1¢g . DAD UV-Vis: LOD: 0.8 ROH nmol/ml Chauveau-Duriot et
Forrajes (hierba y heno) (liofilizado iR S 210y 600 nm s LOQ: 1.4ngROH  LOQ: 0.49 al,, 2010
nmol/ml
LOD: 2.86
pmol/ml (REOH);
LOD (ng/ml): 2.31 pmol/ml
0.82 (REOH); 0.76  (REAC)
(REAC) 1.83 pmol/ml
Zumos de frutas B FL: Ex 325 nm, 0.96 (REPA) (REPA) .
enriquecidos 0.1-2 rgf s B Em 480 nm i LOQ (ng/ml): LOQ: 9.43 Vifias etal, 2013 (b)
2.7 (REOH); 2.5 pmol/ml (REOH);
(REAC) 7.61 pmol/ml
3.2 (REPA) (REAC)
6.1 pmol/ml
(REPA)
. FL: Ex 325 nm, "
Bebidas de frutas y leche 2 ml ROH 5 LOD: 0.6 ng/ml LOD: 2.1 pmol/ml Holler et al., 2003
Em 480 nm
. . LOD: 0.8 pmol/ml
Zumos 0.2-2 ml 13-cis-ROH, all-trans-ROH [+ Ex 325 nm, 7 LOD:0.23 ng/ml 5 s Vifias et al., 2013
Em 480 nm LOQ: 0.76 ng/ml
pmol/ml
. FL: Ex 350 nm, . .
Suplementos nutricionales 5¢g REPA Em 480 nm 12 LOD: 0.1 ng LOD: 1.9 pmol/ml Iwase, 2003
LOD: 0.075-1.26 LOD: 0.23 - 3.84
. . UV detector: 265 pg/ml nmol/ml
Comida para animales 10g REAC m 18 LOQ: 0.25 - 4.2 LOQ: 0.76 - 12.8 Xue et al., 2008
pg/ml nmol/ml
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TIEMPO )
DE ESTANDAR

TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD/LOQ LOD/LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
COMIDA Comida para animales lg REAC UV detector: 290 12 LOD 10 ng/g LOD: 30.4 pmol/g Qian y Sheng, 1998

nm
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APENDICE 11.4.4 DETECCION DE RETINOIDES

TIEMPO
- DE ESTANDAR
TIPO DE MUESTRA  CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD/LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
DAD UV: 210 - LOD: 0.8 ROH i;rg(l))l/r(r)llzg Chauveau-Duriot et al
LECHE Leche de vaca 2 ml Carotenoides y ROH 600 nm 46 LOQ: 1.4 ng LOQ: 0.49 Equinenona 2010 ”
(UHPLC) ROH L
nmol/ml
LOD:
. DAD UV: 292 LOD: 0.02mg/1  69.82 pmol/ml
Leche en polvo, harina  1.25 g ROH m 15 LOQ: 0.06 mg/1  LOQ: Ake et al., 1998
209.5 pmol/ml
LOD: 0.13 LOD: 130
DAD UV: 325 pmol/L pmol/ml .
Leche materna 0.5 ml ROH am 2 LOQ: 0.27 LOQ: 270 Kasparova et al., 2012
pmol/L pmol/ml
DAD UV: 325 LOD{/I(‘) N | LOD: 4 pmol/ml
Leche materna 0.5ml ROH : 1.8 Hmo LOQ: 12 Plisek et al., 2013
nm LOQ: 0.012
pmol/ml
pmol/L
Leche materna 1o ROH DAD UV: 325 39 LOD: 0.14 Macias and Schweigert,
nm pmol/ml 2001
DAD UV: 325 LOD: 225 -
J nm (ROHy 448.6 pmol/ml Retinil propionato
Leche de rumiante 6 ml RA.’ .RAL’ RO ésteres de 30 LOQ: 74.9 Retinil Rocchi et al., 2016
retinilo af
retinilo); 350 nm pmol/ml - 1.5 pentadecanoato
(RAL and RA) nmol/ml
LOD: 1.52
LOD: 0.8 pmol/ml (REPA);
(REPA); 0.6 1.83 pmol/ml
. . DAD UV: 326 (REAC) (REAC) Chavez-Servin et al.,
Leche infantil 2g REPA, REAC am 25 LOQ: 2.5 LOQ: 4.76 2006
(REPA); 1.8 pmol/ml (REPA);
(REAC) 5.48 pmol/ml
(REAC)
Férmula infantil / leche 20¢g Vitamina A total FL: Ex 325 nm, 12.5 ROH propionato Woollard et al. 2016
en polvo Em 450 nm
LOD: 2.3
FL: Ex 325, Em LOD: 2.3 nmol/l pmol/ml .
Leche materna 0.5 ml ROH 480 (UHPLC) 1.5 LOQ: 7.7nmol/l  LOQ: 7.7 Kucerova et al., 2014
pmol/ml
Leche materna 10 ml ROH MS 40 LOD: 3.5 de-REAC, d-B- Kamao et al., 2007
pmol/ml caroteno
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TIEMPO )
DE ESTANDAR

TIPO DE MUESTRA  CANTIDAD RETINOIDE /S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD/LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
UV detector: Tanumihardjo and
LECHE Leche materna 0.5 ml ROH 350-325 nm <7 Penniston, 2002
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APENDICE 11.4.5 DETECCION DE RETINOIDES

TIEMPO
- DE ESTANDAR
TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD/LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
LOD: 0.43 LOD: 8.2
COSMETICOS Y DAD UV: 325 mg/100 ml nmol/ml .
FORMULACIONES Pomada natural lg REPA nm 30 LOQ: 1.31 LOQ: 24.9 Kwiecien et al., 2010
mg/100 ml nmol/ml
Formulacion topica 25¢g All-trans-RA ErﬁD UV:333 40 Ye et al., 2004
. . LOD: 2.1 pmol
Crema abasedeagua 0.1-0.12¢g RA, retinoil B-glucurénido DAD UV: 360 30 LOD: 1 ng RAG (RAG); 1.7 pmol Barua, 2003
nm LOD: 0.5 ng RA (RA)
Cremas y productos : LOQ: 121.8
farmacéuticos 0.01-0.02g REAC ECD (+1.0 V) 12 LOQ: 0.8 ng pihol/mi Wang y Wang, 2001
Cépsulas de gelatinade o) 13-cis-RA BN 10 Lima et al. 2005
isotretinoina Em 520 nm
Cépsulas de gelgtinaide SuepEa 13-cis-RA GC-FID 30 Lima et al. 2005
isotretinoina
Formulacién 05¢g P SV o0 B e <20 LOQ: 10 pmol O 0:2 Tashtoush et al., 2007
dermatologica 342 nm nmol/ml
Capsulas de gelatina de 2 mg/ml 13-cis-RA UV detector: 365 10 Lima et al. 2005

isotretinoina

nm
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APENDICE 11.4.6 DETECCION DE RETINOIDES

TIEMPO
- DE ESTANDAR
TIPO DE MUESTRA CANTIDAD RETINOIDE / S DETECCION ANALISIS LOD /LOQ LOD /LOQ INTERNO REFERENCIAS
(MIN)
DESECHOS Desechos de crustaceos 04g ROH DAD UV: 323 12.5 LOD:38 ng/ml LOD: 133 Lopez-Cervantes et al
nm pmol/ml 2006
Heces 2g ROH MS 25 Zhu et al., 2006
Retinoil-B-glucurénidos of 13-cis- ) . . L
Orina 5 ml 4-0x0-RA, all-trans-4-oxo-RA, 13- UV detector: 363 g0 LOD:0OL - LOD:33.3  Acitretinaf- 5o ) ggq
nm pg/ml pmol/ml glucuronido

cis-RA, all-trans-RA, 9-cis-RA
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11.5.

Espectrometria de masas

APENDICE 11.5 ESPECTROMETRIA DE MASAS

PERMA-

ENERGIA

TIPO DE FASE FASE MODO DE RANGO PRECURSOR PRODUCTO . T
MUESTRA RETINOIDE ESTACIONARIA MOVIL DETECTOR DETECCION (m/z) NE(:ITISC)IA (m/z) (m/z) COI(';I\% ON (min) REFs.
MeOH/H20/
AA
All-trans- (50:50:0.5)
SANGRE Suero  ROH, all- ;“(;AC €-30.100x LC'I\:IS,C?‘%% SIM 100-500 200 269 60 50 \ia‘i Blr;g‘;‘en
trans-REPA omm MeOHMB " ctabs
E/AA
(50:50:0.5)
MeOH/H20/
AA
. (50:49.5:0.5,
YMC carotenoid
v/viv) (A); LC-MS QqQ Zhu et al.,
Suero ROH iolll(;glrrlng)pm, 2.0 McOH/M(B  con APCI (+) SIM 269 26 2006
E/AA
(50:49.5:0.5,
v/v/v) (B)
315.2 (all- 297.2 (all- 7 (all-trans-
trans-4-0xo- trans-4-0xo-
4-0x0-RA)
All-trans-4- RA) RA) 7 (13-cis-4-
CORA. 13- Gradiente: 315.2 (13-cis-  297.2 (13-cis- x0-RA)
OXO-RA, C30 (150 x2.1 mm 60 mM 4-0x0-RA) 4-0x0-RA) oxO=eA)
cis-4-0x0-RA, . d YMC30.3  AmA / LC-DAD- 301.1 (13-ci 205.3 (13-ci 10 (13-cis-
Suero  13-cis-RA,9- M- 1 . MS/MS-APCI MRM Cam o 2 U RA) 24 Riihl, 2006
; um; Lab-Comp MeOH (1:1, RA) RA) .
cis-RA, all- (+) . . 10 (9-cis-
Kft). viv) (A)y 301.1 (9-cis- 205.3 (9-cis-
trans-RA 'y RA)
ROH MeOH (B) RA) RA) 10 (all-trans-
301.1 (all- 205.3 (all- RA)
trans-RA) trans-RA) 15 (ROH)
269.1 (ROH) 93.2 (ROH)
301 (RAs) 205 (RAs) 17 (RAs)
All-trans-RA, Gradiente: 299 (4-OH- 157 (4-OH- 16 (4-OH-
9-cis-RA, 13- . agua (A)y RA) RA) RA)
. Ascentis Express
cisRA 9.13- pp Amide column 2SN B): ypprcovs. 315 (@-oxo- 159 (d-ox0- 23 (4-0x0- Armnold et al.,
Suero dicis-RA, 4- (2.7 um; 150 mm con 40% APCI (+) RA) RA) RA) 14.5 2012
ox0-13-cis- 5 1 nilm)’ MeOH y 300 (4-oxo- 226 (4-oxo0- 35 (4-oxo-
RA, 4-oxo-all- ™ 0.1% FA en RA-d;) RA-d3) RA-d;)
trans-RA ambas fases 306 (13-cis- 116 (13-cis- 97 (13-cis-
RA-ds) RA-ds) RA-ds)
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TIPO DE
MUESTRA

RETINOIDE

FASE
ESTACIONARIA

FASE
MOVIL

DETECTOR

PERMA-
NENCIA
(ms)

MODO DE
DETECCION

RANGO
(m/z)

PRECURSOR
(m/z)

PRODUCTO
(m/z)

ENERGIA
COLISION
(eV)

(min)

REFs.

Suero

SANGRE (TRL)

Suero
(TRL)

Suero
(TRL)

Plasma

Plasma

Retinil
palmitato

Esteres de
retinilo y a-
ésteres de
retinilo

Esteres de
retinilo y a-
ésteres de
retinilo

13-cisRA, 9-
cisRA, all-
trans-RA

ROH

YMC C30 (4.6 x
150 mm, 5 pm)

YMC C30 (4.6 x
250 mm, 3 pm)

YMC C30 (4.6 x
250 mm, 3 pm)

Nova-Pak C-18,
225x 3.9 mm

Spherisorb C18
ODS2 (I15cm % 3
mm, 5 pm)

Gradiente:
MeOH-agua
(80:20, v/v)
(A); MtBE-
MeOH-agua
(78:20:2,
v/viv) (B).
AmA 0.4
g/L solvente
Gradiente:
90:10
MeOH/H,0
con 0.1% FA
(v/v) (A);
78:20:2
MtBE/MecO
H/H,0 con
0.1% FA
(v/v) (B)
Gradiente:
90:10
MeOH/H,0
con 0.1% FA
(viv) (A);
78:20:2
MtBE/MeO
H/H,0 con
0.1% FA
(v/v) (B)

0.1 M AmA—
ACN
pH=5.0

con AA
(80:20) a
(80:10)
Isocratico:
MeOH:ACN
:Chl
(47:47:6,
v/v/v) TEA
(0.05%) y
AmaA (0.05
M)

LC-PDA-
MS/MS-QqQ
con APCI (+)

LC-PDA-
MS/MS-APCI
(6]

LC-PDA-
MS/MS-ESI
)

LC/PB/MS (-)

DAD-GCMS

MRM 50

MRM 70

MRM 70

SIM 50-800

SIM

269.2

269.2 (o-
ésteres de
retinilo)
269.2 (ésteres
de retinilo)

496.6 - 552,6

325+0,5
(acitretina)
29940,5 (RAs)

358.5 (dO-
ROH)
362,5 (d4-
ROR);
366.5 (d8-
ROH)

2132

123.1 (o-
retinyl esters)
239.1 (retinyl
esters)

145 - 197

20/35

27.5 (a-
ésteres de
retinilo)
35/25
(ésteres de
retinilo)

17.5 (o~
ésteres de
retinilo)
40 (ésteres
de retinilo)

19

29

29

32

Kopec et al.,
2013

Goetz et al.,
2016

Goetz et al.,
2016

Lehman &
Franz, 1996

You et al.,
2002
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TIPO DE
MUESTRA

FASE
ESTACIONARIA

FASE

RETINOIDE MOVIL

PERMA-
RANGO
(m/z) NENCIA

(ms)

MODO DE

DETECTOR |y b g CCION

PRECURSOR PRODUCTO

(m/z)

(m/z)

ENERGIA
COLISION
(eV)

T
(min)

REFs.

SANGRE Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Isocratico:
MeOH:ACN
:Chl
(47:47:6
vol), 0.05%
trietilamina,
y 0.05 M
AaA
Gradiente:
Hexano:tolu
eno (95:5,
v/v) para
RAsy
hexano:THF
(97.5:2.5
v/v) para
metabolitos
0X0
Isocratico:
MtBE-
hexano 2:98
(v/v) o
tolueno-
hexano
45:55 (v/v)
Gradiente:
ACN:agua:F
A
(10:90:0,1,
v/IVIV) -
ACN:agua:
MeOH:FA
(45:45:10:0,
1, v/viv) -
ACN:MecOH
:FA
(90:10:0,1,
v/vIv)

Spherisorb C18
ODS2 (I15em % 3
mm, 5 um)

REsy
carotenoides

All-trans-RA,  LC-Packings (250
13-cis-RA, x 0.32 mm L.D.
metabolitos 4-  micro column, 5

0X0 pum diol phase)

Dupont Zorbax-Sil

RA (250 x 4.6 mm)

all-trans-4-
0x0-RA, 13-
cis-4-0x0-RA,
13-cis-RA, all-
trans-RA y all-
trans-ROH

Zorbax SB C18
(4,6 x 50 mm, 1,8
pm)

DAD-GCMS

micro-LC-MS

GLC-MS-NCI 100-400

180 (4-
0x0-RAs)
100 (RAs)
10 (IS)
10 (ROH)

LC MS QqQ

con APCI (+) MRM

60-500

358.4 (dO-
ROH-TMS)
362.4 (d4-
ROH-TMS)

3083 (RAs)
319.3 (4-oxo-
Ras)

(con sus °C
IS)

314

315.4 (4-oxo-
RAs)

301.2 (RAs)
305.0 (IS)
269.2 (ROH)

297 (4-oxo-
RAs)

205 (RAs)
209 (IS)

93 (ROH)

522
(do-
ROH-
TMS)
521
(d4-
ROH-
TMS)

13

6,5

15 (4-oxo-

RAs)

22 (RAs) 7
22 (IS)

22 (ROH)

Edwards et al.,
2001

Renalder et al.,
1993

Napoli et al.,
1985

Gundersen et
al., 2007
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PERMA- ENERGIA

TIPO DE FASE FASE MODO DE RANGO PRECURSOR PRODUCTO - T
MUESTRA RETINOIDE  popscioNaRIA  MOvIL —~ PETECTOR  (prpCCION  (miz) NE(ITISC)IA (m/z) (m/z) CO%:\S;ON (min) REFs.
Supelcosil
ABZAPLUS Gradiente:
Supelguard Agua con
All-trans-RA LC-MS/MS
Suero de . .7 (Supelco,2.1x20 0.1%FA 301.1 (RA) 205.0 (RA) Kane et al.,
SANGRE én gR’/lj'ld;'c’?'RA mm, 5 pm) y (A); ACN Sf;Q con APCI SRM 130 32945) 1513 (IS) 17 3 2008
s 137 Ascentis RP-Amide con 0.1% FA
(Supelco, 2.1 x 150 (B)
mm, 3 pm)
ACN/MeOH
/H20/MA
(formic)
Supelco ABZ + C- A . .
Suero de all-trans-RA, 16 alkylamide (U=TE0.  LC MSQqQ QI: 3011 Q3:205.0 Kane et al.,
ratén 13-cisRA STl DoTIm Pk con SR =g ) (RA) 20 2 2005
21 3 um) ACN/MeOH ESIV/APCI(+/-) Q1:329.4(IS) Q3:151.3(1IS)
st /H20/MA
(55:30:15:0.
1) (B)
Eclipse plus Cys 0.1% FA
Suero de RRHD column (H20) (A);  LC-APCI- 328.5 236.4 Wang et al.,
raton  AransRAL ) ent, 2.1x 150 0.1%FA  QqQ-MS (+) L 326.6 (IS) 234.4 (IS) 17 3 015
mm, 1.8 um) (ACN) (B)
. Gradiente:
9-cis-13,14-
Sucrode diMidro-RA, |30 ( ezl il LoDl Ruhl et al
UErO e all-rans- : X MS/MS-APCI MRM 303 207 10 24 ui etak,
raton o i.d. con YMC30,3 MeOH (1:1, 2015
13,14-dihidro- ()
RA pm). viv) (A)y
MeOH (B)
Gradiente:
14-OH-retro- CI8 ( 120 mm x4 MeOH (A) y LCQ trampa de ..
Suero de mm i.d. con 60 mM . Riihl et al.,
ROH . iones con 80-290 285 40
rata 4-OH-ROH Spherisorb AmA:MeOH APCI 2005
ODS2, 3 um) (1:1, v/v))
(B)
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PERMA- ENERGIA
TIPO DE FASE FASE MODO DE RANGO PRECURSOR PRODUCTO - T
MUESTRA RETINOIDE  porscroNariA  MOviL — PETECTOR  yurBECCION  (miz) N'izsc)m (m/z) (m/z) CO%:\S,;ON (min)  REFs:
ACN-
MeOH-
. ROH Suplex pKb-100, 5 .
TEJIDOS 18340 15 pe um, DCM-n-— LDE-TOF-MS sobre 240 552.5 4524 30  Wingerath
de rata - Hexano ) etal., 1997
diferentes 250 x 4.6 mm
88:4:4:4 a
70:10:10:10
Gradiente:
Higado  14-OH-retro- E&f i(szgomnm “4 MeOH (A)y LCQ trampa Riih! et al
degrata ROH S her.is‘ b 60 mM de iones con 80-290 285 40 41.5 2005 ”
4-OH-ROH 0%52 ;’ ) AmA:MeOH APCI (+)
s (1:1, viv) (B)
H20/MeOH/
AA
9-cisRA, 13- MR borous (50:50:0.5,
Prostata  cisRA, o i vIviv) (A); LC-MS-APCI 301.1 (RA+) Wang et al.,
derata all-rans-RA, Z‘f‘gig‘; ;‘ﬁ:‘)‘m McOH/MB  (+-) SE 889% 569 RoHly15) = 20 T RAY) 5 2001
ROH ’ E/AA
(50:50:0.5,
v/viv) (B)
ACN/MeOH
Higado, éléigig‘?
rimon, Supelco ABZ+C- 43300, , Q3:205.0
testiculo  all-trans-RA, 16 alkylamide 1) (A) LC-QqQ con SRM 150 Q1:301.1 (RA) (RA) 20 25 Kane et al.,
Zerebro 13-cisRA gollurrrilnri glO(I)nI)nm X ACN/McOH ESVAPCI(+/-) Q1:329.4 (IS) Q3: 1513 (IS) 2005
de raton . oy e
(55:30:15:0.
1) (B)
Eclipse plus Cis H20 (0.1%
Tejidos ) 3 RRHD column FA) (A); LC-APCI- 328.5 236.4 Wang et al.,
deraton AMransRAL ) ient, 2.1 x 150 ACN (0.1%  QqQ-MS (+) MRM 326.6 (IS) 234.4 (IS) 17 3 o0
mm, 1.8 um) FA) (B)
Higado,
rifidn, Supelcosil
tejido ABZ+PLUS Gradiente:
adiposo, Supelguard Agua con
musculo 91113”;”;?/\ (Supelco, 2.1 x20  0.1% FA ECQMCSQ\A:P oI SRM 150 JOLIRA) 205.0 (RA) e 5 Kane et al.,
Jbazo, Lo mm,Spm)y (A ACN +‘)1 © 329.4 (IS) 151.3 (IS) 2008
testiculo ’ ’ Ascentis RP-Amide con 0.1% FA
sy (Supelco, 2.1 x 150 (B)
cerebro mm, 3 pm)
de raton
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PERMA-

ENERGIA

TIPO DE FASE FASE MODO DE PRECURSOR PRODUCTO - T
MUESTRA RETINOIDE ESTACIONARIA MOVIL DETECTOR DETECCION NE(:ESC)IA (m/z) (m/z) CO{_;I\S; ON (min) REFs.
Huevos Finesse Genesis C;s MeOH/MtB
column (150 mm E/H20 LC-MS QqQ- Lietal.
TEJIDOS de  — ROH length, 2.1 mm i.d., (90:5:5, ESI(+) SIM /MRM 269 23 26 2005
salmon
4 pm) vIVIV)
H20 (0.1%
. AA) (A),
Pulgas Acquity UPLC MecOH UHPLC-MS 2993 (RAs) 2553 (RAs) Venne et al.,
RAs cortecs (Cig"), 2.1 x o . SRM 200 15 16
de agua 50 mm. 1.6 uwm (0.1% AA):  QqQ-ESI (+/-) 325.2 (IS) 265.9 (IS) 2016
S LOH ACN (3:2)
(B)
E;)rr:lula Hexano/D/2-
Nucleosil 100-5, P LC-MS-APCI Heudi et al.,
COMIDA lact?ntes ROH 250mmx46mm  (967:3:03, () SIM 269.1 30 2004
fortifica
d v/v/Iv)
a
Zumos .
de frutas  ROH, REAC, )Z(‘]’;gaé E(Cllgp:fn . MecOH:H20 (Lgtrl\ifnf dCeI - . 55 Vifias et al.,
enriquec REPA 8 (90:10, v/v) . P 2013 (b)
. 46 mm x 5 pm) iones
idos
MeOH-H,0O
Leche Capcellpak Cig (90:10, v/v) LC-MS/MS Kamao et
LECHE | otena ROH UG120 (A),ACN  QqQ APCI (+) MRM 260.1 2134 19 % al,2007
(B)
C18/C30 tandem Gradiente: 269 (ROH) 119 (ROH)
Leche  RA, RAL, TSKgel Super- McOH (A); LC-PDA- 450 §75 RARY) .
\ ODS (4,6 x 100 300 (RA) 185 (RA) Rocchi et
de ROH, ésteres 2-P/hexano  MS/MS-QqQ MRM 30
rumiante de retinilo e, (50:50 v/v)  con APCI (+) 2605) 05 al, 2016
ProntoSIL C30 (4,6 (B). 269 (Esteres de 119 (Esteres de
x 250 mm, 3 pm) retinilo) retinilo)
MeOH/H20/
AA
. (50:49.5:0.5,
YMC carotenoid
DESE- v/Iviv) (A); LC-MS QqQ Zhu et al.,
CHOS Heces ROH column (3 pm, 2.0 MeOH/M(B  con APCI (+) SIM 269 26 2006
x 100 mm)
E/AA
(50:49.5:0.5,
v/v/v) (B)
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11.6. Niveles de retinoides en muestras bioldgicas
APENDICE 11.6.1 CONCENTRACION DE ACIDO TODO-TRANS-RETINOICO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El acido todo-trans-retinoico fue encontrado a niveles de pmol/mL o pmol/g en sangre, higado, rifidén asi como en otros organismos como cerebro, testiculos y
pancreas. Las concentraciones van desde 1 a decenas de pmol/mL o pmol/g en diferentes tejidos, siendo 150 pmol/g el maximo valor medio encontrado en higado

de Ratas hembra Han/Wistar.

La RALDH media la biosintesis de acido todo-trans-retinoico desde su precursor, el retinal. En el citosol, el acido todo-trans-retinoico se une al CRABP para
translocarse al nucleo permitiendo la asociacion con los receptores de retinoides correspondientes, como los RARs. El acido todo-trans-retinoico puede ser
metabolizado a metabolitos oxidados por medio del CYP26A1 (White et al., 2000) y juega un papel importante en numerosos y diversos procesos biologicos como

la embriogénesis y la diferenciacion celular (Novak et al., 2008; Theodosiou et al., 2010; Shmarakov et al., 2015).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITI{AJ /gl(];;TA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

Acido todo-frans-retinoico

Humano Ambos 19-21 aflos ~ Suero 5.39(4.79 - 6.02) pmol/mL 61 1.62 ng/mL Gruber et al. 2012
Humano Ambos 25-58 aios ~ Suero 899 + 2.00 pmol/mL 26 2.70 + 0.60 ng/mL Tang et al. 1990
Humano Ambos 19-41 aflos  Suero 932 + 2.66 pmol/mL 6 280 =+ 0.80 ng/mL Mihaly et al. 2011
Humano Ambos 27-62 anos  Suero 832 + 3.66 pmol/mL 27 250 + 1.10 ng/mL Moulas et al. 2006
Humano Ambos 38-55 ailos  Suero 9.55 £ 1.73 pmol/mL 28 287 £ 0.52 ng/mL Liu et al. 2015
Humano Ambos 34-77 aios ~ Suero 58(5.2-6.3) pmol/mL 17 1.74 ng/mL Soderlund et al. 2003
Humano Ambos 31-81 ailos  Suero 52 = 1.0 pmol/mL 80 1.56 + 030 ng/mL Wabhlberg et al. 1996
Humano Mujeres 31 afios Suero 276 + 1.30 pmol/mL 502 083 + 0.39 ng/mL Siegel et al. 2004
Humano Hombres 18-65 afios  Suero 3.1 £ 09 pmol/mL 20 093 + 027 ng/mL Arnold et al., 2012
Humano Hombres 18-65 afios  Suero ﬁg]cutﬁ(r)no 3 +£ 06 pmol/mL 20 090 + 0.18 ng/mL Arnold et al., 2012

160



VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Acido todo-trans-retinoico

Antes de
Humano Hombres NR Suero gi%gdé (;i:pi ZZO 3 1 pmol/g 10 0.8 0.2 ng/mL Arnhold et al., 1996

crudo/Kg p.c.)

Después de
Humano Hombres NR Suero Iflriﬁgd(g (;epi 220 7 2 pmol/g 10 2 0.5 ng/mL Arnhold et al., 1996

crudo/Kg p.c.)
Ratén C57BL/6 Hembras 12 meses Cerebro (entero) 15400 5.4 0.4 pmol/g 4 1.6 0.1 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6 Hembras 12 meses Cerebelo 15400 10.7 0.3 pmol/g 4 32 0.1 ng/g Kane et al., 2005
Ratén C57BL/6 Hembras 12 meses Cortex 15400 2.6 0.4 pmol/g 8 0.8 0.1 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6 Hembras 12 meses Hipocampo 15400 8.4 1.2 pmol/g 8 2.5 0.4 ng/g Kane et al., 2005
Ratén C57BL/6 Hembras 12 meses Estriado 15400 15.3 4.7 pmol/g 5 4.6 1.4 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses Cerebro 15400 7.7 0.9 pmol/g 8 2.3 0.3 ng/g Kane et al., 2005
Ratén C57BL/6 Machos 4 meses Cerebro 4000 33.9 39 pmol/g 8 10.18 1.17 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/6 Machos 4 meses Cerebelo 4000 54.8 3.6 pmol/g 8 16.46 1.08 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6 Machos 4 meses Cortex 4000 16 {2 pmol/g 7 4.81 0.39 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/6 Machos 4 meses Hipocampo 4000 453 52 pmol/g 8 13.61 1.56 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses Rifién 15400 7 1.3 pmol/g 12 2.1 0.4 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses Higado 15400 9.6 1 pmol/g 12 29 0.3 ng/g Kane et al., 2005
Ratén C57BL/6 Machos Zc;11112anas Higado 30000 15 3.0 pmol/g NR 4.51 0.90 ng/g Kane et al., 2010
Raton C57BL/6 Machos 4 meses Bulbo olfatorio 4000 76.5 21.3 pmol/g 4 22.98 6.40 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses Suero 15400 1.9 0.4 pmol/mL 6 0.6 0.1 ng/mL Kane et al., 2005
Raton C57BL/6 Machos 4 meses Estriado 4000 78 33.2 pmol/g 3 23.43 9.97 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses Testiculos 15400 9.3 1.4 pmol/g 8 2.8 0.4 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6 Machos 4 meses Talamo 4000 80.9 6 pmol/g 4 24.31 1.80 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/7 Machos Ze-rlnzanas Suero 30000 1.9 0.3 pmol/mL NR 0.57 0.09 ng/mL Kane et al., 2010
Ratén C57BL/8 Machos 7-12 Pancreas 30000 7 0.5 pmol/g NR 2.10 0.15 ng/g Kane et al., 2010

semanas
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO U/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Acido todo-trans-retinoico

Ratoén NMRI Hembras Adultos Cerebro 15000 53 £ 09 pmol/g 5 1.6 £ 027 ng/g Schmidt et al., 2003 a
Raton NMRI Hembras + 15 dias Cerebro 15000 533 + 090 pmol/g 5 1.60 + 0.27 ng/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Cerebro 45000 489 + 1.20 pmol/g 6 147 + 036 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Cerebro 150000 340 £ 037 pmol/g 5 1.02 + 0.11 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras Adultos Rifi6n 15000 79 £ 32 pmol/g 6 237 £ 095 ng/g Schmidt et al., 2003 a
Raton NMRI Hembras + 15 dias Rifién 15000 7.89 £ 3.16 pmol/g 6 237 £ 095 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Rifién 45000 4.16 + 0.67 pmol/g 6 125 £ 0.20 ng/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Rifién 150000 2.16 £ 0.60 pmol/g 6 0.65 + 0.18 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras Adultos Higado 15000 185 += 59 pmol/g 6 555 £ 1.78 ng/g Schmidt et al., 2003 a
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Higado 15000 1847 £+ 592 pmol/g 6 555 £ 1.78 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Higado 45000 1558 + 543 pmol/g 6 468 + 1.63 ng/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Higado 150000 25.13 £+ 15.58 pmol/g 5 755 + 4.68 ng/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Suero 15000 359 £ 1.10 pmol/mL 2 1.08 + 033 ng/mL Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Suero 45000 223 £ 0.50 pmol/mL 3 0.67 + 0.15 ng/mL Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Suero 150000 1.60 + 0.20 pmol/mL 3 048 + 0.06 ng/mL Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras Adultos Suero/plasma 15000 36 = 1.1 pmol/mL 2 1.08 + 0.33 ng/mL Schmidt et al., 2003 a
Ratén SV129 Machos 2-4 meses é?;g&figoso 4000 142 + 24 pmol/g 18 427 + 0.72 nglg Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos 2-4 meses Cerebro 4000 171 = 3.7 pmol/g 19 5.14 = 1.11 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton SV129 Machos 2-4 meses Rifién 4000 152 + 22 pmol/g 30 457 + 0.66 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos 2-4 meses Higado 4000 381 £ 34 pmol/g 18 1145 + 1.02 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton SV129 Machos 2-4 meses Musculo 4000 1.5 £ 02 pmol/g 15 045 + 0.06 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos 2-4 meses Suero 4000 27 £ 03 pmol/mL 21 0.81 + 0.09 ng/mL Kane et al., 2008 b
Raton SV129 Machos 2-4 meses Bazo 4000 73 + 0.6 pmol/g 14 2.19 + 0.18 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos 2-4 meses Testiculos 4000 89 = 1 pmol/g 14 2.67 + 0.30 ng/g Kane et al., 2008 b
Rata Han/Wistar Hembras 25 semanas  Rifion 12000 333 £ 0.67 pmol/g >6 1.00 £ 0.20 ng/mg Fletcher et al., 2005
Rata Han/Wistar Hembras 25 semanas  Higado 12000 150 + 80 pmol/g 5 45.1 + 240 ng/g Fletcher et al., 2005
Rata Han/Wistar Hembras 12 semanas  Higado 18800 15 £ 3 pmol/g 5 451 £ 090 ng/g Van der Ven ctal,

2008a

162



VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Acido todo-trans-retinoico
Rata Han/Wistar Hembras 15 semanas  Higado 18800 26 £ 6 pmol/g 5 781 + 1.80 ng/g Van der Ven et al., 2006
Rata Han/Wistar Hembras 15 semanas  Higado 18800 68 + 28 pmol/g 5 2043 + 841 ng/g zfgggcti)er Venetal,
Rata Han/Wistar Hembras 25 semanas ~ Suero 12000 146 + 0.61 pmol/mL >6 044 + 0.18 ng/mL Fletcher et al., 2005
Rata Han/Wistar  Machos 12 semanas  Higado 18800 32 £ 3 pmol/g 5 9.61 + 090 ng/g ;/(il;gjer Ven etal,
Rata Han/Wistar  Machos 15 semanas  Higado 18800 26 £ 4 pmol/g 5 781 + 120 ng/g Van der Ven et al., 2006
Rata Han/Wistar  Machos 15 semanas  Higado 18800 35 £ 3 pmol/g 5 10.52 + 0.90 ng/g zfgggcti)er Venetal,
Rata Long/Evans Hembras 25 semanas  Rifion 12000 433 + 1.00 pmol/g >6 1.30 £ 0.30 ng/mg Fletcher et al., 2005
Rata Long/Evans Hembras 25 semanas  Higado 12000 42 + 17 pmol/g 5 126 + 5.1 ng/g Fletcher et al., 2005
Rata Long/Evans Hembras 25 semanas  Suero 12000 133 £ 0.07 pmol/mL >6 040 = 0.02 ng/mL Fletcher et al., 2005
Rata Sprague-  pobras 35 dias Rifién i 11+ 1 pmol/g 5 330 + 030 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Rata Sprague- Hembras 77 dias Rifién Cana_d ral 89 + 15 pmol/g 5 267 + 045 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Rata Sprague- o bras 350 dias Rifién g 85 + 06 pmol/g 5 255 + 0.18 nglg Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Sprague- Madres N Canadian
Rata Dawley Hembras PND30 Rifon ooty 9.1 = 0.7 pmol/g 5 273 £ 021 ng/g Esteban et al., 2014
Rata Sprague- Hembras 35 dias Higado Cana_d e IS5 == 1] pmol/g 5 451 + 0.30 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Rata Sprague- Hembras 77 dias Higado Cangd — 23 + 11 pmol/g 5 691 + 330 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Rata Sprague- Hembras 350 dias Higado Cana.d 1an 26 + 8 pmol/g 5 781 + 240 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Sprague- Madres . Canadian
Rata Dawley Hembras PND30 Higado cookics 41 + 8 pmol/g 5 1232 + 240 ng/g Esteban et al., 2014
Rata E)I;r;%:;- Hembras 10 semanas  Higado 12000 31 £ 3 pmol/g 5 931 + 090 ng/g Viluksela et al., 2014
Rata Is)zr;lg:ye Machos Adultas Rifion 6000 135 + 28 pmol/g 6 406 + 084 nglg Schmidt et al., 2003a
Rata %gr;lg:; Machos 28 dias Rifion 6000 135 + 3.1 pmol/g 6 406 + 092 nglg Hoegberg et al., 2003
Rata %‘;@fg‘; Machos 29 dias Rifién 6000 2.1 + 32 pmol/g 6 364 + 0973 ng/g Hoegberg et al., 2003
Rata Is)zr;lg:ye Machos 31 dias Rifion 6000 139 + 23 pmol/g 6 418 £ 0.69 nglg Hoegberg et al., 2003
Rata %gr;lg:; Machos 56 dias Rifion 6000 98 + 2.1 pmol/g 6 295 + 0.64 nglg Hoegberg et al., 2003
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VIT A DIETA

ESPECIE  CEPA SEXO EDAD ORGANO U/KG VALOR SD/SEM UNIDADES n  VALOR SD/SEM UNIDADES  REFERENCIAS

Acido todo-trans-retinoico

Rata Sprague- 1 chos 35 dias Rifion Canadian 89 + 27 pmol/g 5 2.67 0.81 nglg Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Machos 77 dias Rifi6n Cana.d 1an 6 = 1.5 pmol/g 5 1.80 0.45 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- 1 chos 350 dias Rifion Canadian 48 + 13 pmol/g 5 1.44 0.39 nglg Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Is)zr;lg:ye Machos Adultas Higado 6000 169 + 24 pmol/g 6 5.08 0.72 nglg Schmidt et al., 2003 a

Rata %‘;@fg‘; Machos 28 dias Higado 6000 169 + 26 pmol/g 6 5.08 0.79 ng/g Hoegberg et al., 2003

Rata Is)zr;lg:ye Machos 29 dias Higado 6000 153 = 1.1 pmol/g 5 4.59 0.337 nglg Hoegberg et al., 2003

Rata %gr;lg:; Machos 31 dias Higado 6000 17.7 + 35 pmol/g 6 533 1.04 nglg Hoegberg et al., 2003

Rata %‘;@fg‘; Machos 56 dias Higado 6000 215 + 39 pmol/g 6 6.46 1.16 ng/g Hoegberg et al., 2003

Rata Sprague- Machos 35 dias Higado Cangd 140 14 + 1 pmol/g 5 4.21 0.30 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Sprague- . . Canadian

Rata Dawley Machos 77 dias Higado M- 16 4 pmol/g 5 4.81 1.20 ng/g Esteban et al., 2014
Sprague- - A Canadian

Rata Dawley Machos 350 dias Higado — 35 12 pmol/g 5 10.52 3.61 ng/g Esteban et al., 2014

Rata IS)F; r;lggl;— Machos 10 semanas  Higado 12000 50 4 pmol/g 5 15.02 1.20 ng/g Viluksela et al., 2014

Rata %‘;r;f:; Machos 28 dias Suero 6000 22 1.7 pmol/mL 6 0.656 0.497 ng/mL Hoegberg et al., 2003

Rata %‘;@f;‘; Machos 29 dias Suero 6000 23 0.0 pmol/mL 6 0.697 0.007 ng/mL Hoegberg et al., 2003

Rata IS)[;r“a/lg;; Machos 31 dias Suero 6000 23 02 pmol/mL 6 0.693 0.062 ng/mL Hoegberg et al., 2003

Rata %‘;r;f:; Machos 56 dias Suero 6000 20 + 0.1 pmol/mL 6 0.592 0.029 ng/mL Hoegberg et al., 2003

Rata %‘;@f;‘; Machos Adultas Suero/plasma 6000 22 0.2 pmol/mL 6 0.66 0.05 ng/mL Schmidt et al., 2003a
Sprague- . .

Rata Dawley Machos Adultas Testiculos 4000 12.8 12 pmol/g 6 3.85 0.37 ng/g Schmidt et al., 2003a

Humano NR NR Plama NR 2.66 pmol/mL 1 0.80 ng/mL Gundersen et al., 2007
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APENDICE 11.6.2 CONCENTRACION DE ACIDO 9-CIS-13,14-DIHIDRORETINOICO EN MUESRTAS BIOLOGICAS

El acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico fue encontrado en suero (390 pmol/mL), higado (446 pmol/mL) y cerebro (23 pmol/g) de raton (Riihl et al., 2015).

Sus niveles fueron considerados suficientes para activar los RXRs (de Lera et al., 2016). Tras la administracion de acido 9-cis-retinoico a ratas, se detectd en higado
acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico, junto con su conjugado de taurina (Shirley et al., 1996). Son necesarias mas investigaciones para lograr elucidar tanto la funcion
como la estructura y, en ultima instancia, determinar sus funciones biologicas (de Lera et al., 2016).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIG /EI(I;ZTA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico
50%
Raton gg Z/?L/é Y NR 3 meses Suero 16000 390 + 50 pmol/mL 8 118 15 ng/mL Riihl et al., 2015
129sVeMS/j
50%
Raton gg Z/?L/ 6y N\r 4 meses Higado 16000 46 + 40 pmol/g 8 135 + 12 ng/g Riihl et al., 2015
129sVeMS/j
50%
Ratén gg Z/?L/é Y NR 5 meses Cerebro 16000 P3 = B pmol/g 3 7 1 ng/g Riihl et al., 2015
129sVeMS/j
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APENDICE 11.6.3 CONCENTRACION DE ACIDO TODO-TRANS-13,14-DIHIDRORETINOICO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El acido todo-trans-13,14-dihidroretinoico se encontr6é en suero (56 pmol/mL), higado (255 pmol/mL) y cerebro (13 pmol/g) de Ratéon (Riihl et al., 2015). Los
RARSs también son activados por el acido todo-trans-13,14-dihidroretinoico (de Lera et al., 2016).

VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Acido todo-trans-13,14-dihidroretinoico

Raton OSA?OIA)ZSSS\Z?I\IZ/S(S/JY >0 NR 3 meses  Suero 16000 317 + 56 pmol/mL 8 96 17 ng/mL Riihl et al., 2015
Raton 05/((,)01/02(9:55\251\1/}/5(? >0 NR 4 meses  Higado 16000 1164 + 255 pmol/g 8 352 77 ng/g Riihl et al., 2015
Raton 30% CS7BL/6 y 50 NR Smeses  Cerebro 16000 126 + 13 pmol/g 3 38 4 ng/g Riihl et al., 2015

% 129sVeMS/j
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APENDICE 11.6.4 CONCENTRACION DE ACIDO 9,13-DI-CIS-RETINOICO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El acido 9,13-di-cis-retinoico se encontrd en suero de hombres por debajo de los pmol/mL (Arnold et al., 2012), y sus concentraciones dependieron del contenido
de vitamina A en la dieta, ya que concentraciones elevadas de 57 pmol/mL se encontraron tras el consumo de higado de pavo frito (2 g peso crudo/Kg bw) (Arnhold
et al., 1996). El analisis de varios 6érganos mostrd niveles de hasta 38 pmol/g en pancreas (Kane et al., 2008b; 2010). Se considera que los receptores de retinoides
no son activados por el acido 9,13-di-cis-retinoico (de Lera et al., 2016).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIG /EI(I;ZTA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Acido 9,13-di-cis-retinoico
Humano Hombres 18-65 afios  Suero 04 = 04 pmol/mL 20 0.12 = 0.12 ng/mL Arnold et al., 2012
Humano Hombres 18-65afos  Suero Ayuno nocturno 03 = 0.1 pmol/mL 20 0.09 + 0.03 ng/mL Arnold et al., 2012
Antes de higado
Humano Hombres NR Suero (glepgzgo frito (2 n.d n.d pmol/g 10 nd = nd ng/mL Arnhold et al., 1996
crudo/Kg p.c.)
Después de
Humano Hombres NR Suero Iflriﬁgd(g iepi ZZO 57 19 pmol/g 10 17.1 + 58 ng/mL Arnhold et al., 1996
crudo/Kg p.c.)
Raton C57BL/6 Machos 4 meses Cerebro 4000 20.6 + 2.6 pmol/g 8 6.19 + 0.78 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6 Machos 4 meses Cerebelo 4000 176 = 1.1 pmol/g 8 529 £+ 0.33 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/6 Machos 4 meses Cortex 4000 172 £ 19 pmol/g 7 5.17 + 0.57 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6 Machos 4 meses Hipocampo 4000 211 £ 13 pmol/g 8 634 = 0.39 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/6 Machos Zt;rlnzanas Higado 30000 20 £ 2.0 pmol/g NR 6.01 + 0.60 ng/g Kane et al., 2010
Ratén C57BL/6 Machos 4 meses Bulbo olfatorio 4000 198 £+ 24 pmol/g 4 595 = 0.72 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/6 Machos 4 meses Estriado 4000 252 + 11.1 pmol/g 3 757 + 333 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6 Machos 4 meses Téalamo 4000 224 = 2 pmol/g 4 6.73 = 0.60 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/7 Machos Zt;rlnzanas Suero 30000 10 = 1 pmol/mL NR 3.00 + 0.30 ng/mL Kane et al., 2010
Ratén C57BL/8 Machos Zt;rlnzanas Pancreas 30000 38 £ 2 pmol/g NR 1142 + 0.60 ng/g Kane et al., 2010
Ratén SV129 Machos ~ 2-4 meses (Tgiiggﬁfliop)"so 4000 45 = 06 pmol/g 29 135 + 0.18 nglg Kane et al., 2008 b
Raton SV129 Machos  2-4 meses Cerebro 4000 182 + 3 pmol/g 21 547 + 0.90 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos  2-4 meses Rifion 4000 121 £ 1.6 pmol/g 20 364 = 048 ng/g Kane et al., 2008 b
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Acido 9,13-di-cis-retinoico

Ratén SV129 Machos  2-4 meses Higado 4000 23 £ 13 pmol/g 5 6.91 0.39 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton SV129 Machos  2-4 meses Musculo 4000 nd + nd pmol/g n.d n.d ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos  2-4 meses Suero 4000 1.6 £ 03 pmol/mL 15 0.48 0.09 ng/mL Kane et al., 2008 b
Raton SV129 Machos  2-4 meses Bazo 4000 33 £ 04 pmol/g 9 0.99 0.12 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos  2-4 meses Testiculos 4000 43 = 04 pmol/g 5 1.29 0.12 ng/g Kane et al., 2008 b
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APENDICE 11.6.5 CONCENTRACION DE ACIDO 13-CIS-RETINOICO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El acido 13-cis-retinoico es un isobmero que se encuentra en plasma a concentraciones de nanomolar. Como sucede con tantos otros retinoides, se transporta en
plasma unido a albiimina, y sus niveles son dependientes de la ingesta de vitamina A. Se considera que los receptores de retinoides no son activados por el acido
13-cis-retinoico (de Lera et al., 2016). Puede intercambiarse espontineamente o mediante isomerasas en sus isomeros todo-trans y 9-cis (de Lera et al., 2016).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIG /EI(I;ZTA VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Acido 13-cis-retinoico
Humano Ambos 25-58 ailos ~ Suero 899 =+ 233 pmol/mL 26 2.70 0.70 ng/mL Tang et al. 1990
Humano Ambos 34-77 ailos ~ Suero 4.73.7-5.7) pmol/mL 17 1.41 ng/mL Soderlund et al. 2003
Humano Ambos 31-81 anos  Suero 48 + 13 pmol/mL 80 1.44 0.39 ng/mL Wabhlberg et al. 1996
Humano Mujeres 31 afios Suero 449 + 246 pmol/mL 502 1.35 0.74 ng/mL Siegel et al. 2004
Humano Hombres 18-65 afios  Suero 5.31 =W 7 pmol/mL 20 1.59 1.71 ng/mL Arnold et al., 2012
Humano Hombres 18-65 afios ~ Suero Ayuno nocturno 39 £ 1 pmol/mL 20 1.17 0.30 ng/mL Arnold et al., 2012
Antes de higado de
Humano Hombres NR Suero pavo frito (2 g peso 4 Tl pmol/g 10 1.1 0.2 ng/mL Arnhold et al., 1996
crudo/Kg p.c.)
Después de higado
Humano Hombres NR Suero de pavo frito (2 g 72 14 pmol/g 10 21.5 43 ng/mL Arnhold et al., 1996
peso crudo/Kg p.c.)
Ratén C57BL/6  Hembras 12 meses g‘:ﬁ;‘; 15400 15 + 04 pmol/g 5 0.45 0.12 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6  Hembras 12 meses Cerebelo 15400 3 +£ 08 pmol/g 4 0.90 0.24 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6  Hembras 12 meses Cortex 15400 1.8 £ 03 pmol/g 8 0.54 0.09 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6  Hembras 12 meses Hipocampo 15400 78 £ 038 pmol/g 8 2.34 0.24 ng/g Kane et al., 2005
Ratén C57BL/6  Hembras 12 meses Estriado 15400 8 £ 22 pmol/g 5 2.40 0.66 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6  Machos 2-4 meses  Cerebro 15400 42 + 13 pmol/g 7 1.26 0.39 ng/g Kane et al., 2005
Ratén C57BL/6  Machos 4 meses Cerebro 4000 222 £+ 1.1 pmol/g 4 6.67 0.33 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/6  Machos 4 meses Cerebelo 4000 423 + 48 pmol/g 4 12.71 1.44 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6  Machos 4 meses Cortex 4000 303 £ 25 pmol/g 7 9.10 0.75 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton C57BL/6  Machos 4 meses Hipocampo 4000 238 + 3.1 pmol/g 8 7.15 0.93 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6  Machos 2-4meses  Rifion 15400 31 = 04 pmol/g 12 0.93 0.12 ng/g Kane et al., 2005
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO U/KG VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Acido 13-cis-retinoico
Raton C57BL/6  Machos 2-4meses  Higado 15400 3.6 £ 0.6 pmol/g 12 1.08 + 0.18 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6  Machos 4 meses I(?ll;ell?grio 4000 38.1 £ 5.6 pmol/g 4 1145 + 1.68 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6  Machos 2-4 meses  Suero 15400 12 + 03 pmol/mL 3 036 + 0.09 ng/mL Kane et al., 2005
Raton C57BL/6  Machos 4 meses Estriado 4000 334 £ 112 pmol/g 3 10.03 + 3.36 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6  Machos 2-4 meses  Testiculos 15400 29 = 09 pmol/g 7 0.87 += 027 ng/g Kane et al., 2005
Raton C57BL/6  Machos 4 meses Talamo 4000 463 + 19 pmol/g 4 1391 + 0.57 ng/g Kane et al., 2008 b
Tejido
Raton SV129 Machos 2-4 meses  adiposo 4000 .1 £ 02 pmol/g 7 033 + 0.06 ng/g Kane et al., 2008 b
(epididimo)
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  Cerebro 4000 3 £ 06 pmol/g 10 090 + 0.18 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Rifion 4000 5.7 =m0 2 pmol/g 9 1.71 + 0.66 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos 2-4meses  Higado 4000 62 + 1 pmol/g 7 1.86 = 0.30 ng/g Kane et al., 2008 b
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Musculo 4000 1 £ 0.1 pmol/g 7 030 + 0.03 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  Suero 4000 171 +=0. 1 pmol/mL 19 033 + 0.03 ng/mL Kane et al., 2008 b
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Bazo 4000 47 + 02 pmol/g 8 141 + 0.06 ng/g Kane et al., 2008 b
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  Testiculos 4000 26 £ 0.6 pmol/g 6 0.78 + 0.18 ng/g Kane et al., 2008 b
Humano NR NR Plama NR 5.33 pmol/mL 1 1.60 ng/mL Gundersen et al., 2007
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APENDICE 11.6.6 CONCENTRACION DE ACIDO 9-CIS-RETINOICO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

La determinacién de &cido 9-cis-retinoico en muestras bioldgicas es controvertida y susceptible a errores en el analisis (Kane, 2012; de Lera et al., 2016). El
consumo de higado de pavo frito (2 g peso crudo/Kg p.c.) dio lugar a concentraciones de acido 9-cis-retinoico de 9 pmol/mL en suero de hombres (Arnhold et al.,
1996). Kane y colaboradores (2010) encontraron niveles de 21 pmol/g en pancreas de ratones C57BL/6 machos a los que se les administré una dieta con 30,000
1U/kg de vitamina A.

El acido 9-cis-retinoico es uno de los retinoides activos y uno de los productos de isomerizacion del acido todo-trans-RA. Se une a los RARs, pero también a los
RXRs con mayor afinidad, por lo que se le ha propuesto como su ligando endogeno. Sin embargo, la dificultad en la deteccidon de este isomero en diferentes
vertebrados, probablemente debido a concentraciones por debajo de los LODs, la rapida interaccion con su mediador o la potencial acumulacion selectiva en
células (Kane, 2012), hace que su importancia bioldgica sea dudosa, con la excepcion de aquellas ratas a las que se les administr6é un exceso de acido retinoico
(que parece isomerizarse en la forma 9-cis incrementando su concentracion) y, quizas en el pancreas donde se encontrd a altas concentraciones (de Lera et al.,
2016).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIS /ﬁléiTA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS

Acido 9-cis-retinoico

Humano Mujeres 31 afios Suero 340 £ 193 pmol/mL 502 1.02 + 0.58 ng/mL Siegel et al. 2004
Raton C57BL/6  Machos 7-12 semanas Higado 30000 n.d n.d n.d n.d Kane et al., 2010
Ratén C57BL/6 Machos 7-12 semanas  Suero 30000 n.d n.d n.d n.d Kane et al., 2010
Ratén C57BL/6 Machos 7-12 semanas Pancreas 30000 21.1 = 27 6.34 + 0.81 Kane et al., 2010
Ratén SV129 Machos 2-4 meses Suero 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Raton SV130 Machos 2-4 meses Higado 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Ratén SV131 Machos 2-4 meses Rifion 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Tejido
Raton SV132 Machos 2-4 meses adiposo 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
(epididimo)
Ratén SV133 Machos 2-4 meses Musculo 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Ratén SV134 Machos 2-4 meses Bazo 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Ratén SV135 Machos 2-4 meses Testiculos 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Ratén SV136 Machos 2-4 meses Cerebro 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/6 Machos 4 meses Cerebro 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/7  Machos 4 meses Hipocampo 4000 n.d. n.d nd nd Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/8 Machos 4 meses Cortex 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
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ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIS /EI(I;ETA VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS

Acido 9-cis-retinoico

Ratén C57BL/9 Machos 4 meses Bulbo . 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
olfatorio
Ratén C57BL/10  Machos 4 meses Talamo 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/11  Machos 4 meses Cerebelo 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Ratén C57BL/12  Machos 4 meses Estriado 4000 n.d. n.d n.d n.d Kane et al., 2008 b
Humano Hombres 18-65 afios Suero fed state 0.1 = 0,1 pmol/mL 20 0.03 + 0.03 ng/mL Arnold et al., 2012
Humano Hombres 18-65 afos Suero overnight fast 0.08 + 0.02 pmol/mL 20 0.02 + 0.01 ng/mL Arnold et al., 2012
Antes de higado
Humano Hombres NR Suero de pavo frito (2 g n.d n.d pmol/g 10 nd £ nd ng/mL Arnhold et al., 1996
peso crudo/Kg
p-c.)
Después de
Humano Hombres NR Suero hlgado de pavo 9 £ 4 pmol/g 10 2V, ng/mL Arnhold et al., 1996
frito (2 g peso
crudo/Kg p.c.)
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APENDICE 11.6.7 CONCENTRACION DE ACIDO 4-0X0-13-CIS-RETINOICO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El acido 4-oxo-13-cis-retinoico se encontré en suero humano a concentraciones de decenas de pmol/mL y estas dependieron del contenido de vitamina A en la
dieta, puesto que se encontraron niveles de hasta 102 pmol/mL tras consumir higado de pavo frito (2 g peso crudo/Kg bw) (Arnhold et al., 1996).

El 4cido 4-ox0-13-cis-retinoico es un metabolito de oxidacion de fase I desde el acido 13-cis-retinoico. El dcido 4-0x0-13-cis-retinoico parece unirse al RAR con
la misma afinidad que el RA (Idres et al., 2002; Van Heusden et al., 1998; Ramp et al., 1994), pero la limitada informacion disponible acerca de su concentracion
en tejidos humanos hace dificil asignarle una funcién biologica enddgena.

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIG /EI(];TA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS

Acido 4-0x0-13-cis-retinoico

Humano NA Ambos 34-77 aflos ~ Suero 9.8(7.7-12) pmol/mL 17 ng/mL Soderlund et al. 2003

Humano Hombres 18-65 anos ~ Suero 17.8 + 31 pmol/mL 20 5.60 9.75 ng/mL Arnold et al., 2012

Humano Hombres 18-65 anos ~ Suero Ayuno nocturno 122 + 72 pmol/mL 20 3.84 2.26 ng/mL Arnold et al., 2012
Antes de higado de

Humano Hombres Suero pavo frito (2 g peso 8 = 2 pmol/g 10 24 0.6 ng/mL Arnhold et al., 1996
crudo/Kg p.c.)
Después de higado

Humano Hombres Suero dvOrTS (318 102 + 16 pmol/g 10 32.1 4.9 ng/mL Arnhold et al., 1996
peso crudo/Kg
p.c.)

Humano NR NR Plama NR 11.1 pmol/mL 1 3.50 ng/mL Gundersen et al., 2007
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APENDICE 11.6.8 CONCENTRACION DE ACIDO TODO-TRANS-4-OXO-RETINOICO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El 4cido todo-trans-4-oxo-retinoico se encontré a niveles de 2 y 3 pmol/g en suero de hombres antes y después del consumo de higado de pavo frito,
respectivamente, y a 13 fmol/mL en una muestra de suero humano.

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIS /EICI:ETA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

Acido todo-trans-4-oxo-retinoico

Antes de higado
de pavo frito (2
g peso crudo/Kg
p.c.)

Humano Hombres Suero 2 £ 1 pmol/g 3 06 + 03 ng/mL Arnhold et al., 1996

Después de

higado de pavo
frito (2 g peso 3N pmol/g 10 0.8 £ 02 ng/mL Arnhold et al., 1996

crudo/Kg p.c.)

Humano Hombres Suero

Humano NR NR Plama NR 12.7 fmol/mL 1 4.00 pg/mL Gundersen et al., 2007
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APENDICE 11.6.9 CONCENTRACION DE ACIDO 9-CIS-4-0X0-13,14-DIHIDRORETINOICO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El acido 9-cis-4-ox0-13,14-dihidroretinoico se encontr6 principalmente en higado (10-370 pmol/g higado), pero también en rifién y suero a concentraciones mas
bajas, directamente dependientes del contenido de vitamina A en la dieta asi como de la edad del animal.

El 4cido 9-cis-4-ox0-13,14-dihidroretinoico es un metabolito del acido 9-cis-retinoico sustituido con concentraciones hepaticas particularmente altas, que es
capaz de activar el RAR, aunque con menor potencia en comparacion con el acido todo-trans-retinoico (Schuchardt et al., 2009).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIé /EngA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Acido 9-cis-4-0x0-13,14-dihidroretinoico

Ratén NMRI Hembras + 15 dias Rifdn 45000 503 £ 1.86 pmol/g 6 1.59 + 0.59 ng/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Rifién 150000 913  + 2.37 pmol/g 6 289 + 0.75 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras  Adultos Higado 15000 36.03 + 632 pmol/g 6 114 + 2 ng/g :Chmidt etal,, 2003
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Higado 15000 36.03 + 6.32 pmol/g 6 1140 += 2.00 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Higado 45000 194.06 + 36.66 pmol/g 6 61.40 = 11.60 ng/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Higado 150000 369.79 + 91.66 pmol/g 5 117.00 + 29.00 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Suero 15000 190 + 0.16 pmol/mL 2 0.60 + 0.05 ng/mL Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Suero 45000 1043 + 4.11 pmol/mL 3 330 + 1.30 ng/mL Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Suero 150000 20.83 + 2.53 pmol/mL 3 6.59 += 0.80 ng/mL Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras  Adultos rsr:‘:m/ PIas 15000 190 = 0.16 pmol/mL 2 06 + 005 ng/mL S"hmidt etal,, 2003
Rata Han/Wistar ~ Hembras 25 semanas Higado 12000 106 + 44 pmol/g >8 335 + 139 ng/g Fletcher et al., 2005
Rata Han/Wistar ~ Hembras 12 semanas Higado 18800 93 + 17 pmol/g 5 2943 + 538 ng/g ;fgggger Venetal,
Rata Han/Wistar Hembras 15 semanas Higado 18800 116 + 20 pmol/g 5 36.70 + 6.33 ng/g ;/(';1 (I)l 6der Venetal,
Rata Han/Wistar Hembras 15 semanas Higado 18800 246 + 40 pmol/g 5 77.83 = 12.66 ng/g ;/&I)lgier Ven ctal,
Rata Han/Wistar ~ Hembras 25 semanas Suero 12000 125 + 0.53 pmol/mL >6 040 + 0.17 ng/mL Fletcher et al., 2005
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IUKG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

Acido 9-cis-4-0x0-13,14-dihidroretinoico

Rata Han/Wistar Machos 12 semanas Higado 18800 34 7 pmol/g 5 10.76 221 ng/g ;/&I)lgier Venetal,

Rata Han/Wistar ~ Machos 15 semanas Higado 18800 44 10 pmol/g 5 13.92 3.16 ng/g ;/61(1)1 6der Venetal,

Rata Han/Wistar ~ Machos 15 semanas Higado 18800 75 13 pmol/g 5 23.73 4.11 ng/g ;/;(I)lgier Venetal,

Rata Long/Evans  Hembras 25 semanas Higado 12000 70 18 pmol/g >8 22.1 5.7 ng/g Fletcher et al., 2005

Rata Long/Evans  Hembras 25 semanas Suero 12000 0.96 0.29 pmol/mL >6 0.31 0.09 ng/mL Fletcher et al., 2005
Sprague- . . . .

Rata Dawley Hembras 35 dias Higado Canadian cookies 15 5 pmol/g 5 4.75 1.58 ng/g Esteban et al., 2014

Rata ]SDI;@‘;’T:;- Hembras 77 dias Higado Canadian cookies 30 7 pmol/g 5 9.49 221 ng/g Esteban et al., 2014
Sprague- : . . .

Rata Dawley Hembras 350 dias Higado Canadian cookies 46 12 pmol/g 5 14.55 3.80 ng/g Esteban et al., 2014
Sprague- Madres ¥ . )

Rata Dawley Hembras PND30 Higado Canadian cookies 35 5 pmol/g 5 11.07 1.58 ng/g Esteban et al., 2014
Sprague- 3 Viluksela et al.,

Rata Dawley Hembras 10 semanas Higado 12000 97 20 pmol/g 5 30.69 6.33 ng/g 2014

Rata 1531;23*;5:;' Machos Adultas Higado 6000 12.45 1.90 pmol/g 6 3.94 0.6 ng/g EChm‘dt etal,, 2003

Rata Sprague- Machos 28 dias Higado 6000 12.33 1.90 pmol/g 6 39 0.6 ng/g Schmidt et al., 2003
Dawley b

Rata Sprague- Machos 29 dias Higado 6000 10.75 + 1.58 pmol/g 6 34 + 05 ng/g Schmidt et al., 2003
Dawley b

Rata Sprague- Machos 31 dias Higado 6000 1043 + 0.85 pmol/g 6 33 0.27 ng/g Schmidt et al., 2003
Dawley b
Sprague- . . Schmidt et al., 2003

Rata Dawley Machos 56 dias Higado 6000 14.85 4.11 pmol/g 6 4.7 1.3 ng/g b
Sprague- . . . .

Rata Dawley Machos 35 dias Higado Canadian cookies 12 5 pmol/g 5 3.80 1.58 ng/g Esteban et al., 2014
Sprague- . . . .

Rata Dawley Machos 77 dias Higado Canadian cookies 16 7 pmol/g 5 5.06 221 ng/g Esteban et al., 2014
Sprague- . . . .

Rata Dawley Machos 350 dias Higado Canadian cookies 33 4 pmol/g 5 10.44 1.27 ng/g Esteban et al., 2014
Sprague- . Viluksela et al.,

Rata Dawley Machos 10 semanas Higado 12000 23 11 pmol/g 5 7.28 3.48 ng/g 2014
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APENDICE 11.6.10 CONCENTRACION DE RETINAL EN MUESTRAS BIOLOGICAS
El retinal se encontrd en rifidn, higado, testiculos, tejido adiposo y suero de ratones SV129.

El retinal juega un papel crucial como pigmento visual. Es la forma oxidada del retinol y, junto con la opsina, forma rodopsina, donde los isémeros trans sufren
isomerizacion en presencia de luz hacia el isémero cis, volviendo a su configuracién nativa en ausencia de luz (Kiser et al., 2014).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIG /EI(I;ZTA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Retinal
Ratén SV129 Machos ~ 2-4 meses é?:ggo";diposo 4000 635 + 52 pmol/g 12 18.06 + 148 ng/g Kane et al., 2008 a
Raton SV129 Machos  2-4 meses Rifién 4000 187.3 + 312 pmol/g 12 5328 + 8.87 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos  2-4 meses Higado 4000 1609 + 143 pmol/g 26 45.77 = 4.07 ng/g Kane et al., 2008 a
Raton SV129 Machos  2-4 meses Suero 4000 322 + 62 pmol/mL 6 9.16 + 1.76 ng/mL Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos  2-4 meses Testiculos 4000 90.7 + 10.1 pmol/g 12 2580 + 287 ng/g Kane et al., 2008 a
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APENDICE 11.6.11 CONCENTRACION DE RETINOL EN MUESTRAS BIOLOGICAS

En humanos, los niveles de retinol se encuentran a nivel de uM (nmol/mL). En tejidos, los niveles de retinol se encuentran a nmol/g de varios 6érganos, como
higado, rifién y cerebro entre otros.

Como principal retinoide en circulacion y precursor de retinoides activos, juega un papel esencial. El retinol o sus precursores, pueden ser adquiridos a través del
consumo de verduras (caroteno), higado, yema de huevo y el componente graso de productos lacteos. Los niveles de retinol en sangre estan estrechamente
regulados, por lo que s6lo se observan niveles reducidos en casos de malnutricion. De hecho, la prevalencia en la poblacion de bajos niveles de retinol en suero
(0.70 pmol/l o menos), puede usarse para evaluar la severidad de la deficiencia en vitamina A (WHO UNEP, 2011).

VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Retinol

Humano Ambos 19-41 afos ~ Suero 1.78 + 0.76 nmol/mL 6 051 + 022 png/mL Mihaly et al. 2011
Humano Ambos 21-48 afios  Suero 263 £ 129 nmol/mL 28 075 + 037 pg/mL gg"llges'MOta ctal
Humano Ambos 27-62 anos  Suero 256 + 1.18 nmol/mL 27 073 + 034 png/mL Moulas et al. 2006
Humano Ambos 47 aios Suero 0.90 nmol/mL 50 0.26 png/mL Ukleja et al. 2002
Humano Ambos 41-56 afios  Suero Vit A 2.1(1.8-2.4) nmol/mL 50 0.60 png/mL Caram et al. 2015
Humano Ambos 3477 afios  Suero 22(1.9-2.5) nmol/mL 17 0.63 pg/mL ggg;rlund ctal.
Humano Ambos 53-73 aflos  Suero Vit A 235 + 0.78 nmol/mL 93 0.67 + 022 png/mL Sogiit et al. 2015
Humano Ambos 65-79 aflos ~ Suero 293 £+ 1.04 nmol/mL 1418 0.84 = 0.30 pg/mL Holvik et al. 2015
Humano Hombres  7-17 afios Suero 144 + 0.68 nmol/mL 1770 041 + 0.19 png/mL Yang et al. 2015
Humano Hombres  21-22 afos ~ Suero Vit A 234 + 0.14 nmol/mL 10 0.67 + 0.04 png/mL Wiecek et al. 2015
Humano Hombres 35-45 aflos  Suero 222 £ 0.51 nmol/mL 137 0.64 = 0.15 pg/mL Faure et al. 2006
Humano Hombres  45-50 afos ~ Suero 234 + 058 nmol/mL 1378 0.67 + 0.17 png/mL Faure et al. 2006
Humano Hombres  49-51 afios ~ Suero 227 + 0.06 nmol/mL 407 065 + 0.02 pg/mL %ig;‘aélss"n ctal.
Humano Hombres  50-60 afos ~ Suero 233 + 0.58 nmol/mL 1914 0.67 + 0.17 png/mL Faure et al. 2006
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Retinol
Humano Hombres  >60 afios Suero 240 £ 0.6 nmol/mL 158 0.69 0.17 pg/mL Faure et al. 2006
55->70
Humano Hombres afios Suero 0.023 (0.023 - 0.024) nmol/mL 1809 0.01 Nash et al. 2015
Humano Hombres  65-75 afos  Suero 3.06 nmol/mL 414 0.88 png/mL Holvik et al. 2015
Humano Mujeres 7-17 aflos Suero 144 + 0.66 nmol/mL 1687 0.41 0.19 pg/mL Yang et al. 2015
Humano Mujeres 21-22 anos  Suero Vit A 195 + 0.14 nmol/mL 10 0.56 0.04 png/mL Wiecek et al. 2015
Humano Mujeres 19-35 aflos ~ Suero 133 + 0.28 nmol/mL 254 0.38 0.08 pg/mL Mumford et al. 2016
Humano Mujeres 31 afios Suero 1.62 + 0.59 nmol/mL 502 0.47 0.17 pg/mL Siegel et al. 2004
Humano Mujeres 35-45 afos  Suero 1.88 + 0.53 nmol/mL 2155 0.54 0.15 pg/mL Faure et al. 2006
Humano Mujeres 45-50 afios  Suero 196 + 0.50 nmol/mL 1494 0.56 0.14 pg/mL Faure et al. 2006
Humano Mujeres 41-59 anos  Suero 1.76 (1.73 - 1.78) nmol/mL 1480 0.50 png/mL Bakker et al. 2016
Humano Mujeres 50-60 afios ~ Suero 2 = 051 nmol/mL 1637 0.57 0.15 pg/mL Faure et al. 2006
Humano Mujeres >60 afios Suero 2.06 + 048 nmol/mL 127 0.59 0.14 png/mL Faure et al. 2006
Humano Mujeres ~ 57-71 afios  Suero Vit A 202 + 0.07 nmol/mL 533 0.58 0.02 pg/mL %’SZOWSI‘Y ctal
Humano Mujeres 68-77 ailos  Suero 2.87 £ NA nmol/mL 1004 0.82 NA pg/mL Holvik et al. 2015
Humano Mujeres 79 afios Suero 2 (1.96 - 2.05) nmol/mL 934 0.57 png/mL Barker et al. 2005
Antes de higado
Humano Hombres  NR Suero de pavo frito (2 g 2238 + 346 nmol/mL 10 641 99 ng/mL Arnhold et al., 1996
peso crudo/Kg
p.c.)
Después de
Humano Hombres  NR Suero higado de pavo 2793 + 367 nmol/mL 10 800 105 ng/mL Arnhold et al., 1996
frito (2 g peso
crudo/Kg p.c.)
Ratén C57BL/6 Machos 2-4meses  Cerebro 4000 0.68 + 0.23 nmol/g 19 0.19 0.066 ng/g Kane et al., 2008 a
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses  Cerebelo 4000 042 + 0.08 nmol/g 8 0.12 0.023 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén C57BL/6 Machos 2-4meses  Cortex 4000 0.08 + 0.01 nmol/g 18 0.02 0.003 ng/g Kane et al., 2008 a

179



VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Retinol
Ratén C57BL/6 Machos 2-4meses  Hipocampo 4000 03 = 0.03 nmol/g 27 0.09 + 0.009 ng/g Kane et al., 2008 a
Raton C57BL/6 Machos 2-4meses  Bulbo olfatorio 4000 02 + 0.02 nmol/g 4 0.06 + 0.006 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses  Suero 4000 09 = 0.11 nmol/mL 13 026 =+ 0.032 pg/mL Kane et al., 2008 a
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses  Estriado 4000 021 + 0.05 nmol/g 4 0.06 + 0.014 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén C57BL/6 Machos 2-4meses  Talamo 4000 02 + 0.04 nmol/g 4 0.06 = 0.011 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratoén C57BL/7 Machos 2-4meses  Higado 4000 207 £ 29 nmol/g 18 593 + 0.831 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén C57BL/8 Machos  2-4 meses é?;ggo";d‘poso 4000 18 + 03 nmol/g 4 052 + 0.086 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén NMRI Hembras  Adultas Cerebro 15000 227 + 1.54 nmol/g 5 065 + 044 nglg i‘"’hm‘dt etal,, 2003
Raton NMRI Hembras + 15 dias Cerebro 15000 227 + 154 nmol/g 5 065 + 044 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Cerebro 45000 2.06 £+ 1.68 nmol/g 6 0.59 + 048 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Cerebro 150000 2.83 = 147 nmol/g 5 0.81 = 042 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras  Adultos Rifion 15000 143 + 0.14 nmol/g 6 041 + 004 nglg :Chm‘dt etal,, 2003
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Rifién 15000 143 + 0.14 nmol/g 6 041 = 0.04 ng/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Rifién 45000 2.16 £ 049 nmol/g 6 062 + 0.14 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Rifién 150000 276 + 045 nmol/g 6 0.79 + 0.13 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras  Adultos Higado 15000 3840 + 4.54 nmol/g 6 11+ 13 nglg :Chm‘dt etal,, 2003
Raton NMRI Hembras + 15 dias Higado 15000 3840 + 454 nmol/g 6 11.00 + 1.30 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Higado 45000 8239 + 61.44 nmol/g 6 23.60 += 17.60 ng/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Higado 150000 129.52 + 61.44 nmol/g 5 37.10 += 17.60 ng/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Suero 15000 059 + 0.03 nmol/mL 3 0.17 + 0.01 png/mL Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Suero 45000 0.66 + 0.14 nmol/mL 3 0.19 + 0.04 png/mL Schmidt et al., 2002
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO TU/KG VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Retinol

Raton NMRI Hembras + 15 dias Suero 150000 087 + 0.10 nmol/mL 3 025 + 0.03 png/mL Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras Adultos Suero/plasma 15000 059 + 0.03 nmol/mL 3 0.17 + 0.01 pg/mL :Chmldt etal,, 2003
Ratén SV129 Machos ~ 2-4 meses (Trff;frgr‘i‘)d‘pos" 4000 064 + 021 nmol/g 5 0.18 = 0.060 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos  2-4 meses (Tb?;g;’;;d‘f"’so 4000 063 = 0.03 nmol/g 37 018 % 0.009 ngle Kane et al., 2008 a
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Rifion 4000 06 = 0.04 nmol/g 37 0.17 + 0.011 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  Higado 4000 96 = 09 nmol/g 60 275 + 0.258 ng/g Kane et al., 2008 a
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Musculo 4000 0.15 + 0.02 nmol/g 38 0.04 + 0.006 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  Suero 4000 0.81 + 0.04 nmol/mL 70 023 £+ 0.011 pg/mL Kane et al., 2008 a
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Piel 4000 032 + 0.01 nmol/g 5 0.09 + 0.003 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  Bazo 4000 0.6 = 0.06 nmol/g 26 0.17 + 0.017 ng/g Kane et al., 2008 a
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Testiculos 4000 0.08 + 0.01 nmol/g 27 0.02 + 0.003 ng/g Kane et al., 2008 a
Rata Han/Wistar Hembras 25 semanas  Rifién 12000 247 £ 0.29 nmol/g >6 071 + 0.08 ng/g Fletcher et al., 2005
Rata Han/Wistar Hembras 25 semanas Higado 12000 328 + 73 nmol/g >8 940 + 209 ng/g Fletcher et al., 2005
Rata Han/Wistar Hembras 12 semanas Higado 18800 90 0L 6 pmol/g 5 630 + 1.72 ng/g ;/(?(I)lgger Venetal,
Rata Han/Wistar Hembras 15 semanas Higado 18800 19 £ 3 pmol/g 5 544 £+ 0.86 ng/g ;/g(l)l 6der Venetal,
Rata Han/Wistar Hembras 15 semanas Higado 18800 18 + 3 pmol/g 5 516 + 0.86 ng/g ;/(;a(r)lgtti)er Venetal,
Rata Han/Wistar Hembras 25 semanas  Suero 12000 059 + 0.10 nmol/mL >6 0.17 + 0.03 pg/mL Fletcher et al., 2005
Rata Han/Wistar Machos 12 semanas Higado 18800 14 +£ 1 pmol/g 5 401 += 0.29 ng/g ;/;ggger Venetal,
Rata Han/Wistar Machos 15 semanas Higado 18800 19 £ 4 pmol/g 5 544 £+ 1.15 ng/g ;/51(1)1 6der Ven ctal,
Rata Han/Wistar Machos 15 semanas Higado 18800 13 + 1 pmol/g 5 372 + 0.29 ng/g ;/(;l(r)lg(]ier Venetal,
Rata Long/Evans ~ Hembras 25 semanas  Rifién 12000 140 + 0.17 nmol/g >6 040 + 0.05 ug/g Fletcher et al., 2005
Rata Long/Evans Hembras 25 semanas Higado 12000 300 = 80 nmol/g >8 859 =+ 229 ng/g Fletcher et al., 2005
Rata Long/Evans ~ Hembras 25 semanas  Suero 12000 0.67 + 0.10 nmol/mL >6 0.19 + 0.03 pg/mL Fletcher et al., 2005
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO U/KG VALOR SD/SEM UNIDADES n  VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

Retinol

Rata Sprague- Hembras 35 dias Rifién Canadian 39 + 09 nmol/g 9-20 112 = 026 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Hembras 77 dias Rifion Canadian 28 £ 03 nmol/g 921 080 + 0.09 nglg Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Hembras 350 dias  Rifién Canadian 22 + 04 nmol/g 9.22 063 + 0.11 nglg Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Sprague- Madres s Canadian

Rata Dawley Hembras PND30 Rifon cookies 38 £ 0.6 nmol/g 9-23 1.09 + 0.17 ng/g Esteban et al., 2014

Rata Sprague- Hembras 35 dias Higado Canadian 13 + 3 nmol/g 9-13 372 £+ 0.86 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Hembras 77 dias Higado Cana.d 1an 18 £ 4 nmol/g 9-14 5.16 = 1.15 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Hembras 350 dias  Higado Canadian 96 + 66 nmol/g 9-15 2750 + 1891 ngle Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Sprague- Madres : Canadian

Rata Dawley Hembras PND30 Higado cookics 30 £ 4 nmol/g 9-16 859 =+ 1.15 ng/g Esteban et al., 2014
Sprague- b Viluksela et al.,

Rata Dawley Hembras 10 semanas Higado 12000 40 = 5 pmol/g 5 1146 += 143 ng/g 2014

Rata Is)zr;lg:ye Machos  Adultas  Rifién 6000 4364 + 454 nmol/g 6 125 + 13 /e i‘"’hm‘dt etal, 2003

Rata Sprague- Machos 28 dias Rifién 6000 4364 + 4.54 nmol/g 6 125 + 13 nglg Schmidt et al., 2003
Dawley b

Rata Sprague- Machos 29 dias Rifion 6000 4154 + 4.19 nmol/g 6 1.9 + 12 nglg Schmidt et al., 2003
Dawley b

Rata Sprague- Machos 31 dias Rifion 6000 4119 + 4.54 nmol/g 6 1.8 + 13 nglg Schmidt et al., 2003
Dawley b

Rata Sprague- Machos 56 dias Rifion 6000 4329 + 524 nmol/g 6 124 + 15 ngle Schmidt et al., 2003
Dawley b

Rata Sprague- Machos 35 dias Rifion Lol 44 + 1.1 nmol/g 9.24 126 + 032 nglg Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Machos 77 dias Rifion Canadian 49 = 1.1 nmol/g 9-25 140 + 032 ngle Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Machos ~ 350dias  Rifién Canadian 33 + 09 nmol/g 9-26 095 + 026 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Machos  Adultas Higado 6000 566 £ 0.56 nmol/g 6 1.62 + 0.16 ngle Schmidt et al., 2003
Dawley a

Rata Sprague- Machos 28 dias Higado 6000 566 £ 0.56 nmol/g 6 162 + 0.16 ngle Schmidt et al., 2003
Dawley b

Rata %‘;r;f:; Machos 29 dias Higado 6000 635 + 028 nmol/g 6 1.82 + 0.08 nglg E’Chm‘dt etal,, 2003
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO U/KG VALOR SD/SEM UNIDADES n  VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

Retinol

Rata Sprague- Machos 31 dias Higado 6000 702 + 049 nmol/g 6 201 + 0.14 nglg Schmidt et al., 2003
Dawley b

Rata %‘;@fg‘; Machos 56 dias Higado 6000 13.79 + 1.26 nmol/g 6 395 + 036 nglg E’Chm‘dt etal,, 2003

Rata Sprague- Machos 35 dias Higado Canafl an 12 + 2 nmol/g 9-17 344 + 057 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Machos 77 dias Higado Canadian 13 + 3 nmol/g 9-18 372 £ 086 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies

Rata Sprague- Machos ~ 350dias  Higado Canadian 59 + 17 nmol/g 9-19 1690 = 487 ng/g Esteban et al., 2014
Dawley cookies
Sprague- . Viluksela et al.,

Rata Dawley Machos 10 semanas Higado 12000 IU/kg 23 £ 2 pmol/g 5 6.59 = 0.57 ng/g 2014

Rata %gr;lg:; Machos 28 dias Suero 6000 1.82 + 024 nmol/mL 6 052 + 007 pg/mL E"hm‘dt etal,, 2003

Rata %‘;@fg‘; Machos 29 dias Suero 6000 178 + 021 nmol/mL 6 051 + 0.06 pg/mL E’Chm‘dt etal,, 2003

Rata Sprague- Machos 31 dias Suero 6000 199 + 0.17 nmol/mL 6 057 + 005 pg/mL Schmidt et al., 2003
Dawley b

Rata IS)[;r“a/lg;; Machos 56 dias Suero 6000 1.68 + 021 nmol/mL 6 048 + 0.06 pg/mL EChm‘dt etal,, 2003

Rata E)I;r;%;;- Machos Adultas Suero/plasma 6000 1.82 + 0.24 nmol/mL 6 052 + 0.07 png/mL EChmldt etal,, 2003

Rata %‘;@fg‘; Machos  Adultas Testiculos 4000 031 = 0.10 nmol/g 6 009 + 003 ngle E’Chm‘dt etal,, 2003

Rata Wistar NR 3 dias Higado ?il;tromnm“ oy Sa) pmol/g 2 1298 + 575 ng/g Riihl et al., 2005

Rata Wistar NR 11 dias Higado S\ilgomnm“ 166 + 78 pmol/g 3 5274+ 767 ng/g Riihl et al., 2005

Rata Wistar NR Adultas Higado ‘(;“il;tmmnm“ 799 + 370 pmol/g 4 16005 + 4171 ng/g Riihl et al., 2005

Rata Wistar NR 3 dias Suero ?igtromnm“ 4531 + 2007 nmol/mL 3 33 ng/mL Riihl et al., 2005

Rata Wistar NR 11 dias Suero ‘(;gtmmnm“ 18412 + 2678 nmol/mL 3 475 + 223 ng/mL Riihl et al., 2005

Rata Wistar NR Adultas Suero ‘g‘il;tmmn 1324 55874 + 14561 nmol/mL 4 229 + 106 ng/mL Riihl et al., 2005

Humano NR NR Plama NR 1983 pmol/mL 1 568 ng/mL Gundersen et al,

2007
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APENDICE 11.6.12 CONCENTRACION DE 4-OH-RETINOL EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El 4-hidroxi-retinol es un metabolito del retinol in vivo e in vitro, que se encuentra tanto en higado como en suero de ratas en los dias 3 y 11 tras el nacimiento,
pero no en la fase adulta de esos mismos animales (Riihl et al., 2005). El 4-hidroxi-retinol se ha mostrado como un activador alternativo del RAR, pero no del
RXR, en células madre embrionarias y durante procesos del desarrollo (Lane et al., 1999; Achkar et al., 1996).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIG/EZETA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

4-hidroxi-retinol
Altromn 1324

Rata Wistar NR 3 dias Higado dict 2810 + 1233 pmol/g 2 850 + 373 ng/g Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR 1l1dias  Higado g‘igt“’m“ 1324 344 £ 20 pmol/g 3 104 = 6 ng/g Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR Adultas Higado (ll\igfomnl324 nd £ nd pmol/g 4 nd + nd ng/g Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR 3 dias Suero g‘igt“’m“ 1324 124 + NR nmol/mL 3 374 + NR ng/mL Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR 11dias  Suero dAig"m“ ey 138 + 9 nmol/mL 3 418 + 28 ng/mL Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR Adultas Suero ?ig:omn " nd £ nd nmol/mL 4 nd + nd ng/mL Riihl et al., 2005
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APENDICE 11.6.13 CONCENTRACION DE 14-HYDROXI-RETRO-RETINOL EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El 14-hidroxi-retro-retinol se encontr6 en suero de hombres y sus niveles incrementaron tras el consumo de higado de pavo frito (Arnhold et al., 1996). También
se encontro tanto en higado como en suero de ratas en los dias 3 y 11 tras el nacimiento, pero no en la fase adulta de esos mismos animales (Riihl et al., 2005). Se
relaciona con la ontogénesis del sistema inmune, debido a su papel en la proliferacion de linfocitos (O’Connell et al., 1996).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITI{AJ /EI(I;ETA VALOR SD/SEM UNIDADES n  VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
14-hidroxi-retro-retinol
Rata Wistar NR 3 dias Higado Altromn 1324 diet 579 + 2843 pmol/g 2 175 + 86 ng/g Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR 11 dias Higado Altromn 1324 diet 942 + 17 pmol/g 3 285 + 5 ng/g Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR Adultas Higado Altromn 1324 diet nd £ nd pmol/g 4 nd £ nd ng/g Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR 3 dias Suero Altromn 1324 diet 94 + NR pmol/mL 3 28.5 = NR ng/mL Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR 11 dias Suero Altromn 1324 diet 76 + 15 pmol/mL 3 23 + 4.6 ng/mL Riihl et al., 2005
Rata Wistar NR Adultas Suero Altromn 1324 diet nd £ nd pmol/mL 4 nd £ nd ng/mL Riihl et al., 2005
Antes de higado de
Humano Hombres Suero pavo frito (2 g peso 4 + 1 pmol/g 3 1.3 +£ 02 ng/mL Arnhold et al., 1996
crudo/Kg p.c.)
Después de higado de
Humano Hombres Suero pavo frito (2 g peso [0 =0 &8 pmol/g 10 37 £ 09 ng/mL Arnhold et al., 1996

crudo/Kg p.c.)
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APENDICE 11.6.14 CONCENTRACION DE 9-CIS-RETINOL EN MUESRTAS BIOLOGICAS

El 9-cis-retinol se encontrd en higado (0.25 nmol/g), tejido adiposo blanco (0.18 nmol/g) y suero (30 pmol/mL) de ratones C57BL/6 macho (Kane et al., 2008a).

VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO TU/KG VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
9-cis-retinol
Tejido
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses  adiposo 4000 0.18 0.01 nmol/g 4 0.052 0.003 ng/g Kane et al., 2008 a
(blanco)
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses Higado 4000 0.25 0.01 nmol/g 18 0.072 0.003 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses  Suero 4000 0.03 0.01 nmol/mL 13 0.009 0.003 pg/mL Kane et al., 2008 a
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APENDICE 11.6.15 CONCENTRACION DE 13-CIS-RETINOL EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El 13-cis-retinol se encontr6 en higado (0.3 nmol/g), tejido adiposo blanco (80 pmol/g) y suero (40 pmol/mL) de ratones C57BL/6 macho (Kane et al., 2008a).

VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
13-cis-retinol
Tejido
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses  adiposo 4000 0.08 + 0.01 nmol/g 4 0.023 + 0.003 ng/g Kane et al., 2008 a
(blanco)
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses Higado 4000 03 = 0.04 nmol/g 18 0.086 + 0.011 ug/g Kane et al., 2008 a
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses  Suero 4000 0.04 = 0.01 nmol/mL 13 0.011 + 0.003 pg/mL Kane et al., 2008 a
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APENDICE 11.6.16 CONCENTRACION DE PALMITATO DE RETINILO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

El palmitato de retinilo, entre otros ésteres de retinilo, es el retinoide de almacenamiento predominante en las células estrelladas del higado. Los niveles de
palmitato de retinilo en el higado son mayores que en otros tejidos y se encontré en el rango de los nmol/g a los pmol/g. La cantidad de vitamina A en la dieta
esta directamente relacionada con las concentraciones hepaticas de ésteres de retinilo. En caso de suficiente ingesta de vitamina A, las concentraciones de ésteres
de retinilo se ven incrementadas con la edad del organismo.

Los ésteres de retinilo se encuentran en la dieta y son considerados como los precursores para la biosintesis de retinoides funcionales. Se convierten en retinol, la
forma movil, por medio de hidrolasas de ésteres de retinilo, y se transforman de nuevo en formas de almacenamiento mediante la lecitina-retinol aciltransferasa
(Novak et al., 2008; Theodosiou et al., 2010; Shmarakov et al., 2015).

ESPECIE SEXO EDAD ORGANO VITIS /EEETA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Palmitato de retinilo
Humano NA Ambos igf Suero 0.03 0.03 nmol/mL 27 0.02 0.02 ng/mL Moulas et al. 2006
Antes de higado
Humano Hombres NR Suero e 61 36 pmol/mL 9 322 19.1 ng/mL Arnhold et al., 1996
peso crudo/Kg
p.c.)
Después de
Humano Hombres ~NR Suero Ll g 6745 3308 pmol/mL 9 3540 1736 ng/mL Arnhold et al., 1996
frito (2 g peso
crudo/Kg p.c.)
Rata Han/Wistar Hembras sesmanas Higado 12000 2.37 0.3 pmol/g >8 12 0.2 mg/g Fletcher et al., 2005
Rata Long/Evans Hembras zjmanas Higado 12000 3 0.2 umol/g >8 1.6 0.1 mg/g Fletcher et al., 2005
Sprague- . ] . .
Rata Dawley Hembras 35 dias Higado Canadian cookies 0.36 0.04 pumol/g 9-13 0.19 0.02 mg/g Esteban et al., 2014
Sprague- . ] . .
Rata Dawley Hembras 77 dias Higado Canadian cookies 14 0.2 pumol/g 9-14 0.73 0.10 mg/g Esteban et al., 2014
Sprague- . . . .
Rata Dawley Hembras 350 dias Higado Canadian cookies 5.4 0.9 pmol/g 9-15 2.83 0.47 mg/g Esteban et al., 2014
Sprague- Madres . . .
Rata Dawley Hembras PND30 Higado Canadian cookies 29 0.3 pmol/g 9-16 1.52 0.16 mg/g Esteban et al., 2014
Rata lS)I; ij/lgeu ye— Machos 35 dias Higado Canadian cookies 0.32 0.04 pumol/g 9-17 0.17 0.02 mg/g Esteban et al., 2014
Sprague- . . . .
Rata Dawley Machos 77 dias Higado Canadian cookies 1 0.1 pumol/g 9-18 0.52 0.05 mg/g Esteban et al., 2014
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Palmitato de retinilo
Rata ]SDI;@‘;’;H;- Machos 350 dias Higado Canadian cookies 42 £ 0.6 pmol/g 9-19 220 + 031 mg/g Esteban et al., 2014
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APENDICE 11.6.17 CONCENTRACION DE ESTERES DE RETINILO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIS /EI(EITA VALOR SD/SEM UNIDADES n  VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS
Esteres de retinilo

Ratoén C57BL/6 Machos 2-4 meses  Cerebro 4000 084 + 0.16 nmol/g 19 044 + 0.08 ug/g Kane et al., 2008 a
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses  Cerebelo 4000 073 + 0.1 nmol/g 8 038 =+ 0.05 ug/g Kane et al., 2008 a
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses  Cortex 4000 035 + 0.04 nmol/g 18 0.18 = 0.02 ug/g Kane et al., 2008 a
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses  Hipocampo 4000 0.7 + 0.05 nmol/g 27 037 + 0.03 ug/g Kane et al., 2008 a
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses OBIIE;.E(?I'iO 4000 0.63 = 0.03 nmol/g 4 033 + 0.02 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén C57BL/6 Machos 2-4 meses  Estriado 4000 041 = 0.08 nmol/g 4 022 + 0.04 ng/g Kane et al., 2008 a
Raton C57BL/6 Machos 2-4 meses  Talamo 4000 047 + 0.06 nmol/g 4 025 + 0.03 ug/g Kane et al., 2008 a
Ratén NMRI Hembras Adultos Cerebro 15000 052 + 03 noml/g 5 027 £ 0.16 ng/g Schmidt et al., 2003 a
Raton NMRI Hembras + 15 dias Cerebro 15000 0.52 + 0.30 nmol/g 5 027 + 0.16 ug/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Cerebro 45000 0.51 + 0.40 nmol/g 6 027 + 021 ug/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Cerebro 150000 044 + 0.22 nmol/g 5 023 + 0.12 ug/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras Adultos Rifién 15000 0.8 = 0.17 noml/g 6 042 + 0.09 ng/g Schmidt et al., 2003 a
Raton NMRI Hembras + 15 dias Rifién 15000 0.80 + 0.17 nmol/g 6 042 + 0.09 ug/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Rifién 45000 1.80 + 0.63 nmol/g 6 094 =+ 0.33 ug/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Rifién 150000 237 + 0.83 nmol/g 6 124 + 044 ng/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras Adultos Higado 15000 419 = 0.53 pmol/g 6 220 + 0.28 mg/g Schmidt et al., 2003 a
Raton NMRI Hembras + 15 dias Higado 15000 4 £ 1 umol/g 6 220 + 0.28 mg/g Schmidt et al., 2002
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VIT A DIETA

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO IU/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Esteres de retinilo
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Higado 45000 8§ = 1 pmol/g 6 4.06 0.76 mg/g Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Higado 150000 17 £ 2 pmol/g 5 8.82 1.00 mg/g Schmidt et al., 2002
Raton NMRI Hembras + 15 dias Suero 15000 035 + 0.14 nmol/mL 3 0.18 0.07 pg/mL Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Suero 45000 096 + 0.19 nmol/mL 3 0.50 0.10 png/mL Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras + 15 dias Suero 150000 139 £ 025 nmol/mL 3 0.73 0.13 png/mL Schmidt et al., 2002
Ratén NMRI Hembras Adultos Suero/plasma 15000 352 + 142 pmol/mL 3 185 75 ng/mL Schmidt et al., 2003 a
Tejido
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  adipooso 4000 099 + 021 nmol/g 5 0.52 0.11 ng/'g Kane et al., 2008 a
(marrén)
Tejido
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  adipooso 4000 0.59 = 0.09 nmol/g 29 0.31 0.05 ng/g Kane et al., 2008 a
(blanco)
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Rifion 4000 1.8 + 0.2 nmol/g 37 0.94 0.10 ug/g Kane et al., 2008 a
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Higado 4000 562.6 + 759 nmol/g 55 295 40 ug/g Kane et al., 2008 a
Raton SV129 Machos 2-4 meses  Musculo 4000 025 + 0.03 nmol/g 31 0.13 0.02 ug/g Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  Suero 4000 022 = 0.02 nmol/mL 69 0.12 0.01 png/mL Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos 2-4 meses  Piel 4000 022 + 0.02 nmol/g 5 0.12 0.01 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos 2-4meses  Bazo 4000 12 + 0.1 nmol/g 26 0.63 0.05 ng/g Kane et al., 2008 a
Ratén SV129 Machos 2-4meses  Testiculos 4000 031 += 0.02 nmol/g 27 0.16 0.01 ng/g Kane et al., 2008 a
Rata Han/Wistar Hembras 12 semanas Higado 18800 1.7 £ 0.1 pmol/g 5 0.89 0.05 mg/g Van der Ven et al., 2008a
Rata Han/Wistar Hembras 15 semanas Higado 18800 1.7 + 03 umol/g 5 0.89 0.16 mg/g Van der Ven et al., 2006
Rata Han/Wistar Hembras 15 semanas Higado 18800 1.5 £ 02 pmol/g 5 0.79 0.10 mg/g Van der Ven et al., 2008b
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VIT A DIETA

ESPECIE  CEPA SEXO EDAD ORGANO U/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Esteres de retinilo

Rata Han/Wistar Hembras 25 semanas  Suero 12000 025 + 0.13 nmol/mL >6 0.13 = 0.07 ug/g Fletcher et al., 2005
Rata Han/Wistar Machos 12 semanas Higado 18800 1 = 0.1 umol/g 5 0.52 + 0.05 mg/g Van der Ven et al., 2008a
Rata Han/Wistar Machos 15 semanas Higado 18800 1.3 + 0.1 umol/g 5 0.68 £+ 0.05 mg/g Van der Ven et al., 2006
Rata Han/Wistar Machos 15 semanas Higado 18800 12 £ 0.1 pmol/g 5 0.63 + 0.05 mg/g Van der Ven et al., 2008b
Rata Long/Evans Hembras 25 semanas  Suero 12000 0.14 = 0.04 nmol/mL >6 0.07 = 0.02 ng/'g Fletcher et al., 2005
Rata Is)gizlge“;' Hembras 10 semanas Higado 12000 13 £ 02 umol/g 5 068 = 0.10 mg/g Viluksela et al., 2014
Rata ]SDI;rV‘ilge“;' Machos Adultas Rifion 6000 374 £ 135 noml/g 6 19.63 + 7.09 ngle Schmidt et al., 2003 a
Rata %T@i“;' Machos 28 dias Rifién 6000 375 + 148 nmol/g 6 19.68 + 7.77 nglg Hoegberg et al., 2003
Rata Is)gizlge“;' Machos 29 dias Rifion 6000 385 £ 125 nmol/g 6 2021 + 6.56 ngle Hoegberg et al., 2003
Rata ]SDI;rV‘ilge“;' Machos 31 dias Rifion 6000 395 + 745 nmol/g 6 2073 + 391 ngle Hoegberg et al., 2003
Rata %T@i“;' Machos 56 dias Rifién 6000 329 + 146 nmol/g 6 1727 + 7.66 nglg Hoegberg et al., 2003
Rata Is)gizlge“;' Machos Adultas Higado 6000 022 £ 0.02 umol/g 6 012 = 001 mg/g Schmidt et al., 2003 a
Rata ]SDI;rV‘ilge“;' Machos 28 dias Higado 6000 217 £ 17 nmol/g 6 114 + 892 ngle Hoegberg et al., 2003
Rata %T@i“;' Machos 29 dias Higado 6000 209 + 20 nmol/g 6 109.7 + 10.50 nglg Hoegberg et al., 2003
Rata Is)gizlge“;' Machos 31 dias Higado 6000 196 + 17 nmol/g 6 102.87 + 8.92 ngle Hoegberg et al., 2003
Rata Is)gizi“;' Machos 56 dias Higado 6000 336 + 43 nmol/g 6 17635 + 22.57 nglg Hoegberg et al., 2003
Rata Is)gi;iu;- Machos 10 semanas Higado 12000 1 = 0.1 pmol/g 5 0.52 + 0.05 mg/g Viluksela et al., 2014
Rata gizi“;' Machos 28 dias Suero 6000 69.1 + 934 pmol/ml 6 3627 + 4.90 ng/mL Hoegberg et al., 2003
Rata Is)gizlge“;' Machos 29 dias Suero 6000 773 £ 473 pmol/ml 6 40.57 + 24.83 ng/mL Hoegberg et al., 2003
Rata gizi“;' Machos 31 dias Suero 6000 63 + 119 pmol/ml 6 33.07 +£ 625 ng/mL Hoegberg et al., 2003
Rata gizi“;' Machos 56 dias Suero 6000 82 + 183 pmol/ml 6 43.04 + 9.60 ng/mL Hoegberg et al., 2003
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ESPECIE  CEPA SEXO EDAD ORGANO VITIS/EIGETA VALOR SD/SEM UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS
Esteres de retinilo

Rata lsgii“;' Machos Adultas Suero/plasma 6000 69.1 £ 85 pmol/mL 6 3627 + 446 ng/mL Schmidt et al., 2003 a
Rata 1531:3*;56“;' Machos Adultas Testiculos 4000 081 = 0.13 noml/g 6 043 + 0.07 nglg Schmidt et al., 2003 a
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APENDICE 11.6.18 CONCENTRACION DE 4-OXO-TODO-TRANS-RETINOIL-B-GLUCURONIDO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

Tanto el 4-oxo-todo-trans como el 4-oxo0-13-cis retinoil-B-glucurénido se encontraron en orina de ratas CD macho como resultado de la biotransformacion y
excrecion. 4-oxo-todo-trans-retinoil-p-glucurdnido se encontrd tras la administracidon oral de 20 mg/Kg de acido todo-trans-retinoico, mientras que el 4-oxo-13-
cis retinoil-B-glucurénido tras la administracion oral de 20 mg/Kg de acido todo-trans-retinoico y acido 13-cis-retinoico. No se encontraron otros conjugados
glucurénidos de isomeros del acido retinoico o de metabolitos oxidados (Li et al., 1996).

Todos estos valores han sido determinados usando tejidos procedentes de sujetos control, de modo que pueden ser objeto de comparacion a la hora de evaluar la
modulacion del sistema retinoide tras la exposicion a diferentes xenobiodticos. Algunos de estos estresantes son los llamados retardantes de llama bromados (BFRs,
del inglés) (van der Ven et al., 2006; Novak et al. 2008; Nilsson y Hakansson, 2002). A su vez, estos cambios han sido asociados a numerosos y graves efectos,
como trastornos del desarrollo neurologico (Elsea y Williams, 2011; Hou et al., 2015), cadncer (Shiota y Kanki, 2013), problemas de fertilidad (Clagett-Dame y
Knutson 2011) y trastornos metabolicos (Takahashi y Takasu, 2011; Trasino et al., 2015).

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VIT A DIETA IUKG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM  UNIDADES REFERENCIAS

4-oxo-todo-trans-retinoil-f-glucurénido

Rata CD  Machos Adult+TTO1d Orina ey el cido 8.48 pmolmL 1 417 ug/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO1d Orina Ry el ichcido 2.54 nfolnl 1 1.25 ug/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO4d Orina U T o 441 nmol/mL 1 217 pg/mL Li etal., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d  Orina Rg mg/Kg d? 2o nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd ug/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO1d  Orina 2 mg/Kg d(.: jeido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO1d  Orina Qual20 mg/Kg d? dcido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO4d Orina Oral 20 mg/Kg de dcido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d  Orina Oral 20 mg/Kg d? dcido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO1d  Orina Oral 20 mg/Kg d? dcido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO1d  Orina Oral 20 mg/Kg d? dcido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d  Orina Oral 20 mg/Kg d(.: cido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d  Orina Oral 20 mg/Kg de dcido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd pg/mL Li et al., 1996

todo-trans-retinoico
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APENDICE 11.6.19 CONCENTRACION DE 4-0X0-13-CIS-RETINOIL--GLUCURONIDO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VIT ADIETAIU/KG  VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

4-0x0-13-cis-retinoil-p-glucurénido
. Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+TTO 1d Orina todo-trans-retinoico 15.60 nmol/mL 1 7.67 pg/mL Li et al., 1996
. Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+TTO1d Orina todo-trans-retinoico 12.88 nmol/mL 1 6.33 pg/mL Li et al., 1996
. Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+TTO4d Orina todo-trans-retinoico 18.82 nmol/mL 1 9.25 pg/mL Li et al., 1996
. Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+ TTO4d Orina todo-trans-retinoico 41.70 nmol/mL 1 20.50 pg/mL Li et al., 1996
. Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+TTO 1d Orina todo-trans-retinoico 10.17 nmol/mL 1 5.00 pg/mL Lietal., 1996
y Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+TTO1d Orina todo-trans-retinoico 9.32 nmol/mL 1 4.58 pg/mL Li et al., 1996
) Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+ TTO4d Orina - 4.41 nmol/mL 1 2.17 pg/mL Li et al., 1996
i Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+TTO4d Orina ot 6.61 nmol/mL 1 3.25 pg/mL Li et al., 1996
| Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+TTO1d Orina S e e nd nd nmol/mL 1 nd n.d pg/mL Li et al., 1996

Oral 20 mg/Kg de acid

Rata CD Machos Adult+ TTO 1d Orina to?o—traizrfretigno?c?)m y n.d n.d nmol/mL 1 n.d n.d png/mL Li et al., 1996
] Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos Adult+TTO4d Orina todo-trans-retinoico nd n.d nmol/mL 1 n.d n.d pg/mL Li et al., 1996
. Oral 20 mg/Kg de acido .

Rata CD Machos  Adult+TTO4d Orina todo-trans-retinoico n.d n.d nmol/mL 1 n.d n.d ug/mL Li et al., 1996
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APENDICE 11.6.20 CONCENTRACION DE 13-CIS-RETINOIL-B-GLUCURONIDO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VIT ADIETA IU/KG  VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

13-cis-retinoil-g-glucurénido

Rata CD Machos Adult+ TTO1d  Orina Oral 20 mg/K_g d? dcido n.d + nd nmol/mL 1 nd + nd png/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO1d  Orina Oral 20 mg/Kg d? dcido n.d + nd nmol/mL 1 nd + nd png/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d  Orina Oral 20 mg/K_g d? dcido n.d + nd nmol/mL 1 nd + nd png/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d  Orina Oral 20 mg/Kg d? dcido n.d + nd nmol/mL 1 nd + nd ng/mL Lietal., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO1d  Orina o 20 mg/Kg d.e cido n.d + nd nmol/mL ig. gn.d + nd png/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO1d  Orina . 20 mg/Kg d«; dcido n.d + nd nmol/mL 1 nd + nd ng/mL Lietal., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d  Orina e e oo +nd nmol/mL 1 142 + nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO4d Orina R i B & g e 1183 + nd ug/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO1d Orina G L o, il AmolfmL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO1d  Orina o mg/Kg d? Hido n.d + nd nmol/mL 1 nd + nd ng/mL Lietal., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO4d  Orina a2 (i Kelcido i + nd nmol/mL 1 nd £ _nd pg/mL Li etal., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d  Orina Oral 20 mg/Kg de dcido | 4 +nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 1996

todo-trans-retinoico
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APENDICE 11.6.21 CONCENTRACION DE 9-CIS-RETINOIL-$-GLUCURONIDO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VIT A DIETA IUKG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

9-cis-retinoil-p-glucurénido

Rata CD Machos Adult+TTO 1d Orina Oral 20 mg/Kg d? dcido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd png/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO 1d Orina Oral 20 mg/Kg d? dcido nd + nd nmol/mL 1 nd £ nd png/mL Li et al., 1995
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d Orina Oral 20 mg/Kg def cido nd + nd nmol/mL 1 nd = nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d Orina Oral 20 mg/Kg d? dcido nd + nd nmol/mL 1 nd = nd pg/mL Li et al., 1997
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO 1d Orina o 20 mg/Kg d.e cido nd + nd nmol/mL 1 nd = nd pg/mL Li et al., 1998
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO 1d Orina o 20 mg/Kg d.e cido nd + nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 1999
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO4d Orina Sl mg/Kg d? joido nd + nd nmol/mL 1 nd = nd png/mL Li et al., 2000
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d Orina Oy mg/Kg d«; joido nd + nd nmol/mL 1 nd = nd pg/mL Li et al., 2001
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO 1d Orina Gl 2 mg/Kg d? feido nd += nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 2002
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO 1d Orina B mg/Kg d? gcido nd + nd nmol/mL 1 nd = nd png/mL Lietal., 2003
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+ TTO4d Orina a mg/Kg d? joido nd + nd nmol/mL 1 nd = nd pg/mL Li et al., 2004
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO4d Orina OrglP0 mg/Ks de deido nd + nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 2005

todo-trans-retinoico
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APENDICE 11.6.22 CONCENTRACION DE TODO-TRANS-RETINOIL--GLUCURONIDO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

ESPECIE CEPA SEXO EDAD ORGANO VIT A DIETA IU/KG VALOR SD/SEM  UNIDADES n VALOR SD/SEM UNIDADES REFERENCIAS

Todo-trans-retinoil-p-glucurénido

Rata CD  Machos Adult+TTO1d  Orina Oral 20 mg/Kg de dcido nd +nd nmol/mL 1 nd + nd ug/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO 1d Orina Oral 20 mg/Kg d? cido nd =+ nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 1995
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO4d  Orina Oral 20 mg/Kg d? dcido nd + nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 1996
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO4d  Orina Oral 20 mg/Kg d(.: cido nd + nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 1997
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO1d  Orina Oral 20 mg/Kg de 4cido nd +nd nmol/mL 1 nd + nd ug/mL Li et al., 1998
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO1d  Orina 9 20 mg/Kg d? cido nd + nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 1999
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO4d  Orina s aglag cido nd +nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 2000
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO4d  Orina Gl mg/Kg d? jeido nd + nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 2001
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO1d  Orina R e gcido nd +nd nmol/mL 1 nd £ nd pg/mL Li et al., 2002
todo-trans-retinoico

Rata CD  Machos Adult+TTO1d  Orina a0 EES: dgioido nd +nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 2003
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO4d  Orina g mg/Kg d? joido nd + nd nmol/mL 1 nd + nd ug/mL Li et al., 2004
todo-trans-retinoico

Rata CD Machos Adult+TTO4d  Orina Oral 20 mg/Kg de 4cido nd + nd nmol/mL 1 nd + nd pg/mL Li et al., 2005

todo-trans-retinoico
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