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Inom Nordiska Ministerridets projekt for dokumentation av yrkeshygieniska
griinsvirden har bildats en expertgrupp for att leda arbetet. Den bestdr for
nirvarande av:
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Milsiittningen for arbetet dr att ge ett vetenskapligt underlag infor diskussion om
yrkeshygieniskt griinsviirde. Underlaget syftar till att frin publicerad vetenskaplig
litteratur komma fram till ett dos-respons-/dos-effekt-forhillande och en kritisk
effekt, s& lngt detta ir méjligt. Det dr diiremot inte expertgruppens uppgift att ge
direkta forslag till griinsviirden.

Det insamlade materialet viirderas och et dokumentfrslag utarbetas av forfattare
som foreslds av expertgruppen. Den nationelle ledamoten fungerar som referent.
Firslaget diskuteras av expertgruppen och bearbetas diirefter av férfattaren innan
det blir antaget.

Redaktionell granskning sker vid gruppens sekretariat vid Arbetsmiljdinstitutet i
Solna. Vetenskaplig sekreterare ir Brita Beije.

Endast artiklar som beddmts vara pdlitliga och av betydelse for just denna
diskussion &beropas i detta dokument,

Biologiska halter iir angivna i mol/l eller mg/kg, lufthalier i mg/m3- Om halierna i
de refererade arbetena ej ir uttryckta i dessa sorter dr de sdvitt mojligt omritknade
med angivelse av den ursprungliga sorten inom parentes.

Viirderingen av det insamlade materialet och sammanstillningen av detta
dokument har utférts av doktor Ann-Therése Karlberg och apotekare Birgitta
Lindell, Arbetsmiljéinstitutet, Solna.

Dokumentférslaget har vid expertgruppens méte den 2 december 1992 antagits
som dess dokument,

Brita Beije Per Lundberg
Sekreterare Ordforande
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1. Fysikaliska och kemiska data

d-Limonen

CAS nummer: 5989-27-5

Kemiskt namn: (R)-1-metyl-4-(1-metyletenyl)cyklohexen

Synonymer: (R)-(+)-limonen
(4)-limonen
(R)-limonen
(R)-(+)-p-menta-1,8-dien

Bruttoformel: CroH6

Strukturformel:
A

Molekylvikt: 136,23

Angtryck (20°C): 0,19 KPa

Tithet (20°C): 0,8411

Smidltpunkt: -74,35°C

Flampunkt: 48°C

Kokpunkt: 175,5-176,0°C

Optisk vridning (o) (20°C): +125,6°

Omrikningsfaktor: Ippm = 5,56 mg/m3 Img/m3 = 0,177ppm

* Utritknad pd basis av litteraturdata,

d-Limonen iir en firglds littantindlig viitska med lukt av citron som ir loslig i
organiska 1osningsmedel, men praktiskt taget oloslig i vatten (9, 17, 45, 70, 86,
99, 131).

d-Limonen {iterfinns huvudsakligen i olja frin skal av citrusfrukter, men
forekommer dven i miinga andra eteriska oljor sdsom olja frin kummin, dill,
fiinkdl och selleri sumt i terpentin. d-Limonen erhdlls som biprodukt vid



tillverkning av framforallt apelsinjuice. Sedan juicen extraherats p& mekanisk viig
behandlas skalen frin citrusfrukterna med alkali (0,15-0,30% kalciumhydroxid),

varefter de pressas. Pressviitskan destilleras och d-limonen dtervinns genom
kondensation, Destillatet innehdller 90-98% d-limonen. De huvudsakliga

fororeningarna utgtrs av andra monoterpener sisom myrcen, o- och - pinen,

sabinen och A>-karen. Limonen oxideras litt av luftens syre, varvid olika
oxidationsprodukter bildas (karvon, limonenoxid, karveol och
limonenhydroperoxider). Autooxidationen ger viitskan en gulaktig firg. Om

oxidationsprocessen fortsitter bildas polymerer, vilket gor viitskan viskos (68, 69,

110, 119).

I-Limonen
CAS nummer:
Kemiskt namn:

Synonymer:

Bruttoformel;

Strukturformel:

Molekylvikt:
Angtryck (20°C):
Tiithet (20°C):
Smiiltpunkt:
Flampunkt:

Kokpunkt:

5989-54-8
(S)-1-metyl-4-(1-metyletenyl)cyklohexen
(S)-(-)-limonen

(-)-limonen

(S)-limonen

(S)-(-)-p-menta-1,8-dien

Crotie

136,23

Ed
0,19 kPa
00,8422
-74,35°C
48°C
175,5-176,0°C

Beskrivning se ovan for d-limonen.

I-Limonen &terfinns huvudsakligen i tallbarrsolja och terpentin men ocksi t ex i
grénmynta och pepparmint. I-Limonen erhdlls genom att monoterpener frin vissa
tallbarrsoljor renas och separeras eller pd syntetisk viig genom syrakatalys av
pinen (9, 17, 45, 70, 86, 100, 131).

Dipenten
CAS nummer:

Kemiskt namn:

Synonymer:

Bruttoformel:

Molekylvikt:

Angtryck (20°C):

Tiithet (20°C):
Smiiltpunkt:
Flampunkt:
Kokpunkt:

Omriikningsfaktor:

138-86-3
1-metyl-4-(1-metyletenyl)cyklohexen
dl-limonen

p-menta-1,8-dien

4-isopropenyl-1-metyl-1-cyklohexen

CroHi6
136,23

*
0,19 kPa
0,8402
-959°C
43°C
175,5-176,0°C

Ippm = 5,56 mg/m? Img/m3 = 0,177ppm

* - " .
Utriiknad pi basis av litteraturdata.

Beskrivning se ovan for d-limonen,

Dipenten dr den racemiska blandningen av d- och 1-limonen och erhalls genom
att man blandar lika delar av dessa. Dipenten med hég renhetsgrad (95%) kan
framstiillas av ce-pinen (9, 17, 45, 70, 86, 131).

Optisk vridning (&) (20°C): -122,1°

Omriikningsfaktor: 1ppm = 5,56 mg/m? Img/m3 = 0,177ppm

oo ; :
Utriiknad pd basis av litteraturdata.



2. Anviindning och férekomst

2.1. Anviindning

d-Limonen
d-Limonen har brjat anviindas inom industrin som ersiittningsmedel fér k[grerade
kolviten, klorfluorkolviiten (CFC) och andra organiska 16sningsmedel. d-Limonen
anviinds som avfettningsmedel (limonenhalt ca 30%) fore lackering av olika
industriprodukter, for rengdring av kretskort inom elektronikindlfstrin
(limonenhalt 50-100%), for att rengora tryckvalsar i tryckerier (hmoncn_halt 30%-
100%) samt som losningsmedel i firger.  minga histologiska laboratorier har d-
limonen ersatt xylen. ‘

d-Limonen anviinds vidare som parfym och som fododmnestillsats i _
koncentrationer mellan 0,005% och 1% (99). Det anviinds ofta som tillsatsimne 1
parfym eftersom det anses ha en himmande effekt pa niirbesliktade dmnens
allergena kapacitet (99). _

d-Limonen adderas till system f6r ransdermal applikation av likemedel for att
oka penetrationen av den aktiva substansen (96, 103, 147).

d-Limonen kan ocksd anviindas som ett antisvampmedel (93).

I-Limanen i
1-Limonen anviinds som parfym i koncentrationer mellan 0,005% och 1%, men
framforallt anviinds d-limonen.

Dipenten _

Dipenten anvinds i ménga produkter pi samma sitt som d-limonen.

Limonen (enantiomer form ej angiven) har en antimikrobiell effekt och verkar
iiven himmande pi viixt av virus, svamp och larver. Det kan dven haen
attraherande eller repellerande effekt p insekter (115). .

Enligt Kemikalicinspektionens i Sverige produktregister frin augusti 1992
anviindes totalt 11-120 ton d-limonen i 24 olika produkter i Sverige. Motsvarande
siffror for dipenten var 110-1700 ton och 49 olika produkter. Ingen anviindning av
l-limonen rapporterades.

d-Limonen

Anviindningsomride Antal Konc. (%) Total volym (ton)
Ovriga firger och lacker 4 17-40 0,84 -84
Rengtringsmedel och ) 0,1-15 19-17
bilvardsprodukter

Avfeuningsmedel 9 5-99 6,3(- 83
Tviittmedel ach lésningsmedel 2 99 0,99-99
Vitmedel 2 10 - 80 0,18-1.8

Totalt 24 11-120

Dipenten

Anviindningsomride Antal Kone, (%) Total volym (ton)
Ovriga fiirger och lacker 5 1-10 0,14 -5,7
Rengdringsmedel 6 1,5-100 02-50
Avfeuningsmedel, wviiumedel 6 2-100 35-32
Lésningsmedel 3 1-100 1,1-11
Flotationsmedel och 2 5-25 0,60 -10
friktionsmede!

Firger, lacker, firgborlitagnings- 15 1-30 100 - 1500
medel och lim

Polermedel 4 1-10 0,016-0,22
Spiddningsmedel (for Cirg 0 dyl.) 6 1-100 0,26-11
Ovrigt 2 4-6 4-50
Totalt 49 110 - 1700

2.2. Luftkoncentration i arbetsmiljo

d-Limonen

Luftkoncentrationen av d-limonen miittes i tvd fabriker under arbete med
avfettning av metallytor fore lackering. De avfettningsprodukter som anvinds
bestdr vanligen av vatten, limonen och tensider i olika koncentrationer. I den
forsta fabriken doppades detaljerna i ett inbyggt bad som inneholl 6% d-limonen.
Lufthalter mellan 0,9-6 mg/m3 uppmiittes runt badet. I den andra fabriken
utfirdes avfettningen manuellt i ett Gppet bad som innehdll 2-3% d-limonen, men
ocksd med hjilp av hogtrycksspolning. Koncentrationen d-limonen i produkter for
hgtrycksspolning var 7%. Den genomsnittliga luftkoncentrationen uppmittes till
omkring 50 mg/m? under en hel arbetsdag. Halten 6kade till 80-100 mg/m?3 nir
den manuella tviinen utfordes och steg till ca 400 me/m3 vid hogtryckstvitien.

Lufthalterna miittes ocksf i en elektronikindustri vid tviétt av kretskort i ett litet
inbyggt bad innehdllande 46% d-limonen. Den genomsnittliga halien runt badet
uppmiittes till 10 mgjm3, men halter pd upp till 200 mg,’m3 uppmiities vid de
manuella momenten (13).

Lufthalten d-limonen i tryckerier diir man anviinde limonenhaltiga medel for
valstviitt har understkts 1 tva studier. I den ena undersokningen uppmiittes en halt
av i medeltal 69,7 mg/m? fir stationidra prover och 22,7 mg/m3 for personburna
prover (16), medan det i den andra studien endast uppmiittes halter p ca 2 mg,r‘m3
fér personburna prover (13). Produkterna 1 den fiirsta studien innchdll omkring
50% d-limonen, 15% glykoletrar, 15% naturliga oljor och 5% tensider.

[-Limonen

Uppgifter saknas.



Dipenten

Den totala lufthalten av terpenerna ¢~ och B-pinen, A3-karen och limonen miittes i
fyra snickerier. Den totala halten varierade mellan 19-123 mg/m3 och forhillandet
mellan de olika terpenerna var 10:0,8:4:0,2. Koncentrationen limonen i luften var
siledes mycket 1dg (31).

Halten limonen i luft miittes pd 16 olika arbetsplatser i Norge under dren 1985 -
1992 enligt uppgifter frin "National Exposure Database” vid Statens _
Arbeidsmiljoinstitutt i Oslo. De flesta mitningarna hade foretagits i tryckerier.
Det aritmetiska medelviirdet for alla miitningar var 28 mg/m? (spridning 0-886

mg/m3) (41).

2.3, Luftkoncentration i hemmiljo

Halten limonen (enantiomer form ej angiven) i inomhus- och utomhusluft har
undersokts i Los Angeles. Miitningarna utfordes huvudsakligen genom
provtagning under tva pd varandra féljande 12 timmars pass (kl. 06-18 och kl. 18-
06). Det aritmatiska medelviirdet for personlig exponering dagtid och for
koncentration i inomhusluft uppgick bida till 4x10°2 mg/m3, medan motsvarande
viirde for utomhusluft var 0,2x102 mg/m3. Prov frin utandningsluft tagna kvill,
morgon och piféljande kviill visade avseviird stabilitet fastiin den personliga
exponeringen kunde variera, Mediankoncentrationerna av limonen i
utandningsluft uppgick till 1,2-2,4x102 mg/m3 (139).

2.4. Metoder for att analysera lufthalter

Provtagning av terpener i luft kan ske pd kolrér. Terpenerna desorberas med
koldisulfid varefter analysen sker med gaskromatografi (85). Metoden har anviints
for flodeshastigheter pd 7,2 ml/min (32), 30 ml/min (122) och 50 ml/min vid
lingtidsuppsamling samt fiven for hastigheter pd 250 ml /min vid
korttidsuppsamling (13).

3. Toxikokinetik

3.1. Upptag

3.1.1. Upprag genom inhalation

d-Limonen har relativt hog loslighet i humant blod och tas Litt upp frin
alveolerna, Fordelningskoefficienten blod/luft in vitro ér 42 (37). Det relativa
upptaget av d-limonen, hos frivilliga forstkspersoner exponerade 2 timmar under
litt fysiskt arbete (SOW) for 10, 225 eller 450 mg d-limonen/m3, har vid de bada
hégsta koncentrationerna bestdmits till i genomsnitt 68% och vid den ligsta
exponeringsniviin till 63% (38). Halten d-limonen i arteriellt blod rapporterades
oka snabbt till en bérjun, men nidde mot slutet av exponeringen en jimnare niv

(38).

3.12. Hudupprag

d-Limonen

Det finns mycket fi uppgifter om hudupptag av d-limonen. I en experimentell
humanstudie fann man att halten d-limonen i blodet, efter 2 timmars exponering
av ena handen i d-limonen (98%), var lig jimfort med inhalationsexponering (10
mg/m3, 50W). Maximal halt (appr. 1,4x10°8 mol/l) av d-limonen uppniddes i det
arteriella kapillirblodet i den icke-exponerade handen 140 min efter det att
exponeringen startat. Denna nivd bibehdlls under den tid miitningarna pagick (240
min) (36).

Effekten av att applicera ett kommersiellt inscktsmedel bestiende av 78,2% d-
limonen och en nonjontensid (polysorbate 80), en enstaka ging p4 huden har
studerats pd katt. Katter i olika grupper doppades i insektsmedlet i olika
koncentrationer av limonen i vatten (6,5 x 102 mol/1 - 1 mol/l). Upptaget genom
huden miittes inte, men en toxikologisk systemeffekt noterades vid hégre
koncentrationer. Man miste emellertid fiven rikna med en pdverkan pa grund av
inandning och att katterna slickade sig. Andra komponenter i medlet som inte
deklarerats kan ocksd ha paverkat reultatet (58).

d-Limonen anviinds for att dka penetrationen vid transdermal
likemedelsapplikation (103, 130). Denna effekt anses bero p4 nedbrytning av
lipiderna i hornlagret (147). _ |

I-Limonen

Genom att miita utandningsluften frin olika forstkspersoner bestimdes
hudupptaget av limonen frin bad innehallande olika koncentrationer tallbarrsolja.
Enantiomer form #r inte angiven men enligt uppgift i litteraturen 4r det
huvudsakligen I-limonen som dterfinns i tallbarsolja. Den del av limonen som
eliminerades oftrindrad med utandningsluften kunde bestimmas genom ett
forforsok varvid kiinda mingder limonen injicerades intravendst. Forfattarna
beriiknade att absorptionshastigheten fér limonen var ca 0,02 pl/em? x h, vilket ar
i samma storleksordning som upptag av syre, radon och koldioxid, men 100
glnger higre in for vatten (113),

Dipenten

Den perkutana absorptionen av dipenten (tillsammans med mentol, kamfer,
isoborneolacetat och B- pinen) i ett skumbad miittes pd moss genom anviindning
av radioaktivt mirkta ingredienser. Koncentrationen dipenten i badet var 1,9x1073
mol/l (2,62 pg/ml). Exponeringstiden (5-40 min) varierades liksom den rakade
och epilerade hudytan (1,5-6 cm?). Halten dipenten i blodet utgjorde en direkt
funktion av storleken pd den involverade hudytan, En maximal blodnivi pd ca
11x102 mg dipenten/] blod erhlls efier 10 minuter vid exponering av en 6 cm?
stor hudyta (121).

3.1.3. Upptag frdn mag-tarmkanalen

d-Limonen tas upp snabbt frin mag-tarmkanalen. Efter oral administration av 800
mg 14C-miirkt d-limonen/kg kroppsvikt till ritta rapporterades mingden
radioaktivitet i blod vara maximal 2 timmar efter administrationen for att sedan,



efter 10 timmar pd en hdg nivi, avseviirt minska. 24 timmar efter administrationen
var mingden radioaktivitet i blod forsumbar (60).

3.2. Distribution

Efter absorptionen forsvinner d-limonen snabbt frdn blodet. Detta beror
huvudsakligen pd att imnet distribueras till olika véivnader och metaboliseras.
Clearance hos miinniska efter exponering for 430 mg/m3, uppmiitt under 21
timmar efter avslutad exponering, har bestimts till 1,1 I/kg x timme (38). Affinitet
till feteviv indikeras av hog 1oslighet av d-limonen i olivolja (beriknad fordel-
ningskoefficient olja/blod=140) och en ling halveringstid i blod under den
l&ngsamma delen av eliminationsfasen (37,38).

I en studie p4 ritta uppmittes maximal radioaktivitet inom 2 timmar efter oral
administration av 800 mg 14C-mirkt d-limonen/kg kroppsvikt (60).
Koncentrationerna i lever, njurar och binjurar var hégre &n i andra viivnader.
Radioaktiviteten i levern var som hgst en timme efter administrationen och
motsvarade 2,5% av administrerad radioaktivitet (60). Andra viivnader in lever,
njurar och blod innehdll vid alla miittillfdllen mindre dn 0,2% (60). Mingden
radioaktivitet var forsumbar i alla viivnader 48 timmar efter administrationen (60).

Skillnader mellan olika djurslag har observerats nir det giller renal disposition
och proteinbindning av d-limonen. P ritta foreligger skillnader 1 renal disposition
dven mellan konen (82,146). 24 timmar efter administration av d-limonen via
magsond till ritta har koncentrationen av d-limonenekvivalenter i njurarna hos
handjur rapporterats vara ungefiir 3 gnger hoogre in hos hondjur (80,82). Den
totala mingden d-limonenskvivalenter i njurarna hos hanrdtta representerade c:a
0,15% av administrerad dos och av detta var ungefir 40% reversibelt bundet till
o2u-globulin, ett protein som #r specifikt for hanrdtta (80,82). Ingen signifikant
interaktion mellan d-limonenekvivalenter och njurproteiner rapporterades hos
honrdtta (80,82).

Inga konsskillnader har observerats pd mus nir det giller renal disposition av d-
limonen. 24 timmar efter en oral dos utgjorde mingden d-limonenekvivalenter i
njurarna c:a 0,02% av administrerad dos och det foreldg ingen bindning till
proteiner i njurarna eller ndgon interaktion mellan d-limonenekvivalenter och det
dominerande proteinet i urin hos hanmus, MUP (79,80). Bindningsstudier in vitro
har bekriiftat att MUP inte binder d-limonen-1,2-oxid (80).

3.3. Biotransformation

Biotransformationen av d-limonen har undersdkts pd minga olika djurslag. Det
finns flera olika metabolismviigar, t ex oxidation av §,9-dubbelbindningen eller
1,2-dubbelbindningen, oxidation av metylgrupper till hydroxyl- och vidare till
karboxylsyraderivat, ringhydroxylering vid C-1 och C-6 och glycin- eller
glukuronidkonjugering. Speciesskillnuder har observerats nir det giiller plasma-
och urinmetaboliter.

Hos minniska omvandlas d-limonen i stor utstriickning till p-ment-1-en-8,9-
diol (uroterpenol; se fig 1: M-I}, som sedan utsdndras som en glukuronid (se fig
1: M-VID) i urinen (76,125). 8,9-Diolen bildas sannolikt frin d-limonen-8,9-epoxid

(76.141). 1 en studie (76) rapporterades den procentuella utséndringen i urinen av
d-limonen-8,9-diol och dess glukuronid hos miinniska vara ungefir 25-30% av en
oral dos, medan dessa metaboliter hos andra djurslag (se fig 1) utgjorde en
ungefir lika stor eller en mindre del av urinmetaboliterna (76).

Oxidation av 1,2-dubbelbindningen har ocksd beskrivits. I ett abstrakt (20)
rapporterades limonen-1,2-diol ha pavisats i humant bled. I studier in vitro med
levermikrosomer frin mus och ritta har 1,2-epoxiden identifierats efter inkubation
med d-limonen (79,141). Resultatet indikerade dock att cis-d-limonen-1,2-oxid
forekom i ringa utstriickning hos mus och rdtta och representerade mindre én 1%
av den totala miingden metaboliserat d-limonen (79). Smérre méngder av
trans-d-limonen-1, 2-oxid patriffades ocksd, men endast hos mus (79,80).

En alternativ metabolismvilg inkluderar perillsyra (se fig 1;M-I1I) och
metaboliter erhdllna efter omvandling av perillylalkohol och perillsyra (se fig 1;
M-IV, M-VII, M-VIII, M-IX) (76,105). Ungefir 30-50% av en oralt administrerad
dos rapporterades i en studie (76) utséndras i urinen hos gnagare som perillsyra
och senare metaboliter, medan motsvarande siffra for minniska endast var 7-11%.
Perillsyra, dihydroperillsyra och respektive metylestrar har ocksé rapporterats
forekomma i plasma hos riitta och minniska efter administration av d-limonen
eller apelsinolja innehillande 95% d-limonen (19,20). Bide perillsyra och
dihydroperillsyra uppgavs som huvudmetaboliter i plasma, sdviil hos ritta som
hos miinniska (20).

Andra viigar foir biotransformation av d-limonen har ocksd rapporterats
forekomma. Ringhydroxylering vid C-6 (se fig 1; M-X, M-XI) och i viss
utstriickning iiven C-1 (rdta) har observerats (76,105). Hos minniska
identifierades i en studie (76) mindre #n 7% av dosen som en triol, troligen p-
ment-1-en-6,8,9-triol (se fig 1; M-XI), i urinen efter peroral administration av d-
limonen. Limonen-6-yl acetat har rapporterats forekomma i humanurin efter intag
av tallolja innehfllande 6% ospecificerat limonen och ir ocksé sannolikt en
limonenmetabolit (77). Vidare har metaboliter erhilllna efter oxidation av C-10-
metylgruppen (se fig 1; M-I, M-V) rapporterats foreligga i urinen i smirre
mingder (1% hos milnniska) efter administration av d-limonen (76).
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Fig 1. Nagra viigar [or biotransformation av d-limonen (frdn ref 76).



3.4, Eliminering

Man har vid mitning av limonenkoncentrationen i humant blod, efter exponering
genom inhalation under 2 timmar [or 450 mg d-limonen/m3, visat att utsndring
sker i tre faser. Halveringstiderna rapporterades vara ungefir 3 minuter, 33
minuter och 750 minuter (38).

d-Limonen metaboliseras i mycket stor utstrickning. Metaboliterna utsndras
huvudsakligen i urinen. Manliga férstkspersoner som erholl 1,6 g 14-C-miirkt d-
limonen per os, rapporterades i en studie (76) utsondra 55-83% av radioaktiviteten
i urinen under 2 dagar, I en annan undersdkning (38) pé frivilliga férsdkspersoner
med exponering genom inhalation (450 mg d-limonen/m3 under 2 timmar)
phvisades c:a 1% av det totala upptaget i oforandrad form i utandningslufien efter
avslutad exponering, medan 0,003% eliminerades i urinen. UtsOndringen av
metaboliter hade inte undersokts i denna studie (38).

Vid peroral administration av 14C-mirkt d-limonen till forsdksdjur utséndrades
60-95% av radioaktiviteten i urinen under 2-3 dagar, tll stdrsta delen under de
forsta 24 timmarna (60,73,76). Fekal utstndring under 2-3 dagar rapporterades
motsvara mindre in 10% av dosen och endast 2% av administrerad radioaktivitet
Aterfanns inom 48 timmar som CO2 i utandningsluften (60, 73,76). I en studie pd
ritta uppmiittes inom 24 timmar c:a 25% av administrerad dos (14-C) i gallan
(60).

4. Allmin toxikologi

Limonen oxideras Litt av luftens syre och kan dirvid spontant bilda ett flertal
andra produkter. Det ir dock 4 studier dver effekter av d-limonen (limonen) p4
organismen, 1 vilka hiinsyn tagits till detta faktum. De effekter som studerats kan
salunda Atminstone till en del vara orsakade av andra produkter in limonen per se
och/eller dess metaboliter.

4.1, Toxikologiska mekanismer

Vid peroral administration av d-limonen har man i djurexperimentella studier
observerat en effekt pi kolesterolnivéerna i serum och lever (4,104,145). Orsaker
till de minskade kolesterolnivier som noterats hos rdtta, kan vara en tkad
nedbrytning eller minskat upptag av kolesterol frin mag-tarmkanalen (4).
Minskad aktivitet av enzymet 3-hydroxi-3-metylglutaryl-coenzym A (HMG-CoA)
redukias i levern har emellertid ocksé rapporterats (14,104). En mgjlighet dr att
den kolesterolsiinkande effekten, lika viill som den anticarcinogena effekt som
observerats i djurstudier med d-limonen, dtminstone till en del har samband med
nivan av HMG-CoA reduktas (104). HMG-CoA reduktas ir ett enzym aktivt vid
biosyntesen av mevalonart, som ir en prekursor till isoprenoida molekyler t ex
kolesterol. Tumdreeller, liksom normala celler, behtver mevalonatprodukter for
att kunna viixa (19,35,117).

Isoprenoida produker bildade friin mevalonat har visats vara nddviindiga for att
modifiera proteiner som piverkar cellviixt och celldelning, t ex ras proteiner, pé
ett sidant siitt art aktivering erhdlles (19,55,83,117). Aktiverade ras proteiner kan

stimulera cellviixt (19). 10-20% av alla humana tumorer liksom ett stort antal
kemiskt inducerade brostkérteltumdrer har visats innehdlla aktiverade ras gener
(117,149). d-Limonen och i iinnu hdgre grad vissa metaboliter som tex perillsyra,
dihydroperillsyra och perillylalkohol har vid provning pé celler in vitro
rapporterats selektivt hiimma isoprenylering av ras-liknande smé proteiner
(19,48,51). Denna observation ger en mojlig forklaring till mekanismen bakom
den anticarcinogena effekten pd kemiskt inducerade tumdrer t ex
brisstkérreltumdorer, som observerats 1 djurexperimentella studier (19,48). Det
faktum att d-limonen hiimmar proteinisoprenylering i mer &n en celltyp kan
férklara at det dr effekrive dven mot andra typer av tumérer (19). Att man
experimentellt har kunnat visa att d-limonen vid subtoxiska doser effektivt
minskar férekomsten av tumdrer och till och med kan 4 redan uppkomna tumdrer
att gl tillbaka, kan bero pd att maligna celler har ett storre behov dn normala celler
av nigon eller nigra typer av isoprenylerade tillviixtkontrollerande proteiner (19).
Andra mekanismer som sannolikt har betydelse fér den anticarcinogena
effekten av d-limonen dr piverkan pd de enzymer som ir involverade i metabolisk
aktivering eller detoxifiering av carcinogena dmnen eller i reparation av DNA
{90,91,126,143,144). Dessa mekanismer ir av intresse speciellt dd d-limonen
administreras under initieringsstadiet (47,90). Okad mingd och aktivitet av fas 1
enzymer i levern, t ex cytokrom p-450, har rapporterats i flera studier med
limonen (4,5,90). Nyligen har induktion av fas 2 enzymer (glutation transferas
och UDP-glukuronyl transferas) ocksd beskrivits (48,92,130). Denna tkade
aktivitet av fas 2 enzymer har i studier med det carcinogena dmnet 7,12-
dimetylbenz{a@)antracen (DMBA) visats korrelera viill med en dkad urinutsdndring
av DMBA och dess metaboliter och med en signifikant minskning i
koncentrationen av DMBA-DNA addukter i lever, lungor, mjilte och njurar
{21,48.90,92). Vid administration av 5% d-limonen i fédan till rdtta under 2
veckor fore tillférsel av DMBA var utsOndringen av radioaktivt mirkt DMBA
ochfeller DMBA-metaboliter i urinen dubbelt sk stor som vid tillférsel av enbart
DMBA. Koncentrationen av DMBA-DNA addukter i viivnaderna 24 timmar efter
administrationen av det carcinogena dmnet minskade med ungefir 509% (21,90).
d-Limonen har visats orsaka en njurskada som brukar benimnas o2u-globulin
nefropati. Denna njurskada, som enbart upptriider hos hanrdttor, har dven
observerats efter exponering for ett antal andra industri- och miljokemikalier
(1,2,53,87,101,146). Tillstindet karakteriseras av en serie njurfériindringar som
kan observeras 1 [jusmikroskop. Det forsta som kan noteras ir en extrem
ansamling av hyalindroppar (e2u-globulin) inne i cytoplasman i epitelcellerna i
njurarna, framfor allt 1 P2 segmentet av de proximala slingriga njurkanalerna
(PCT). Detta intriiffar redan efter en kort tids exponering, men glr tillbaka om
exponeringen upphdr (1). Om exponeringen istillet fortsitter, skadas cellen med
celldid, avstéining av individuella epitelceller och en kompensatorisk
cellproliferation som [Oljd. Vid subakut administration kan granulira ansamlingar
av nekrotiska cellrester [ den yttre zonen av njurmiirgen och en dilatation av det
piverkade wbulisegmentet observerus. Efter lingre tids exponering upptriider
ocksd linedir mineralisering av njurkanalerna i njurpapillerna och ett férviirmande
(dven i form av tdigare uppkomst) av de multipla fordndringar som brukar
betecknas som kronisk progressiv nefros och som normalt kan observeras i



njurbarken hos dldrande rétor, speciellt hanar (1 ,30,65,66,106,123,129,146).
Forutom dessa successiva patologiska forindringar som karakteriserar o2u-
globulin nefropati, kan hyperplasi och neoplasi i njurkanalerna utvecklas.

Det inledande steget i denna kedja av hiindelser forefaller vara ansamlingen av
proteinet o2u-globulin. c2u-Globulin ir det protein som férekommer i storst
mingd i urinen hos alla typer av hanrdttor utom i den s k NBR stammen, men
ditremot inte hos honrattor (23,30,80,87,106,108,109). Hos andra djurslag -
inklusive minniska - har detta protein inte rapporterats forekomma
(2,23,87,98,129). Den ansamling av o2u-globulin i tubulira njurceller som
observerats hos hanritia efter exponering for d-limonen, beror sannolikt ph att det
bildas ett reversibelt komplex mellan c2u-globulin och en metabolit, cis-d-
limonen- 1,2-oxid (11,81,82,87). Bildningen av detta komplex leder till en
friindring av den renala metabolismen av o2u-globulin (troligen en inducerad
defekt i den lysosomala nedbrytningen av o2u-globulin), vilket i sin wr leder till
ackumulering av stora lysosomer s k hyalindroppar i epitelcellerna i den
proximala delen av wbuli (PCT) (23,67,81,87,98). Denna ansamling av protein i
epitelcellerna anses leda till sonderfall av lysosomerna och cellskada (65,88,129).

Den 6kade tumdrbildningen i njurarna som observerats vid kronisk
administration av d-limonen till hanrftta tror man har sitt ursprung i den okade
cellproliferation i de tubuliira epitelcellerna som blir foljden av en dterkommande
cellskada. Cellproliferation i proximala tubuliceller har visats vara ett bestdende
fenomen vid langtidsadministration av kemikalier som férorsakar ansamling av
o2u-globulin, medan varken Gkad forekomst av hyalindroppar eller
cellproliferation observerats nigra dagar efter en avslutad korttidsexponering
(24,123,124).

Denna mekanism som forutsitter forekomsten av en troskel kan involvera ett
kat antal spontana mutationer och/eller promotion/progression av initierade
celler (24,30,46,87,95,123, 128,129). Beddmningen av d-limonen i ett antal
genotoxiska tester har visat att d-limonen knappast ir genotoxiskt
(3,15,34,43,56,94,95,102,126,132,140,141), vilket stdder teorin om en epigenetisk
mekanism. Den absoluta konsspecificiteten, ansamlingen av hyalindroppar i det
tidiga skedet av njurskadan, liksom den laga incidensen av njurtumérer som
noterats vid administration av d-limonen ir andra fakta som talar for att d-limonen
verkar via en annan mekanism #in de "klassiska" njurcarcinogenerna t ex
nitrosoféreningarna (30,42). d-Limonen har vidare i promotionsstudier
rapporterats orsaka cellproliferation och promotion av tumdrer i njurarna hos
hanrdttor som utséndrar c2u-globulin i urinen (F344), men inte hos en stam
(NBR) som saknar c2u-globulin (24). Denna studie kan dirmed siigas utgdra
basen for hypotesen att e2u-globulin spelar en nyckelroll vid utvecklingen av
neoplastiska sdviil som icke neoplastiska njurforiindringar.

4.2. Akut toxicitet

Akut toxicitet av d-limonen uttryckt som LDsg-viirden visas i tabell 1. LDsq-
viirden fér l-limonen vid oral tillforsel till rita har rapporterats vara i samma
storleksordning som for d-limonen, dvs > Sg/kg (Moreno, 1975, citerad i ref 100).
LDsg-virdet vid hudapplikation pd kanin (d-limonen och I-limonen) har ocksd

rapporterats Gverstiga 5 g/kg (Moreno, 1972, citerad i ref 99; Moreno, 1975,
citerad i ref 100).

Tabell 1. Genomsnittliga letaldoser (LDsg) for d-limonen i djurexperimentella studier (134).

Djurslag Kon Administrationssitt LDsg
(g/kg kroppsvikt)
mus hane peroralt 5,6%
mus hona peroralt 6,6*
rita hane peroralt 44
rita hona peroralt 52
mus hane intraperitonealt 1,3
mus hona intraperitonealt 1,3*
réitta hane intraperitonealt 3.6
rina hona intraperitonealt 4.5
rita hane intravengist 0,125+
riua hona intravendst 0,110*

*Viirdet lir sannolikt angivet | mi/fkyg kroppsvikt och har inte rilknats om till g/kg kroppsvikt.

4.3. Kronisk toxicitet

Négot ligre kroppsvikt (medeltal), men inga kliniska symtom som kunde relateras
till administrationen av d-limonen, observerades under en 2-drig NTP-studie (se
sid 21) hos hanrittor och honrfrtor doserade med 150 respektive 600 mg d-
limonen/kg kroppsvikt/dag (hog-dosgrupper) och hos honmoss doserade med
1000 mg d-limonen/kg kroppsvikt/dag (hog-dosgrupp) (95). Hos honrditor i
hégdosgruppen var ocksd verlevnaden efter vecka 39 signifikant reducerad.
Medelvikten i lag-dosgrupperna och hos hanmossen i htg-dosgruppen (500 mg/kg
kroppsvikt/dag) verensstimde med den vikt som noterades hos kontrollerna (95).

5. Organeffekter

5.1, Effekter pd hud och slemhinnor

5.1.1. Irritation

d-Limonen har en hudirriterande effekt (18, 40). I dldre rapporter beskrivs
hudsjukdomar orsakade av arbete med citrusfrukter. Det ir emellertid svire att dra
ndgra sitkra slutsatser frin dessa undersdkningar eftersom exponeringen var
mycket komplex. Minga olika fuktorer kunde bidra till hudbesviir sisom allergena
amnen, mekanisk skadz, irritation och sekundiira infektioner pd grund av
vitarbete, De flesta full som beskrevs utgjordes av hudirritation (8, 10, 120).
Hudliikare diagnostiserar siillar. irritation orsakad av citrusfrukter bland
konsumenter eftersom problemen férsvinner nir frukterna undviks (62).



Hudupptag av d-limonen har studerats experimentellt genom att en
forstksperson holl ena handen i d-limonen (98%) under 2 timmar. En brinnande
kinsla forenad med smiirtsam klada upptridde inom ndgra minuter och ékade
under studiens gdng. Klddan minskade mot slutet av exponeringen, medan den
brinnande kiinslan fortsatte att 6ka ytterligare tio minuter efter det att
exponeringen upphért. Huden pd handens ovansida var svullen med moderat
rodnad. Svullnaden férsvann 1,5 timmar efter avslutad exponering. Purpura (smi
hudblédningar) upptriidde efter ytterligare 4,5 timmar och nidde sitt maximum
efter 1-2 dygn. Tillstdndet kvarstod under flera veckor (36).

d-Limonens hudirriterande effekt har undersokts i en dos-responsstudie utford
pi kanin (97). Den hudirriterande effekten har dven studerats hos katt som
doppats i ett bad med insekticid effekt, Rekommenderad brukslosning bestod av
d-limonen (6,5x10% mol/l) i vatten med tillsats av nonjontensid (polysorbate 80).
Inga hudfériindringar erholls vid exponering fér bruksldsningen och fér en
kontrolldsning bestdende av nonjontensid i vatten. Sddana uppkom emellertid vid
exponering for higre koncentrationer. Katter som exponerats foir den starkaste
l6sningen (1 mol/l) uppvisade rodnad och rivmirken i den perianala regionen och
pd skrotum. Histopatologi visade en mild till mitdig akat inflammatdon i
epidermis med multipla sirbildningar. Flera av de mer uttalade skadorna som
dstadkommits av de mest koncentrerade 18sningarna omfattade multifokala
ulcerationer i 6verliggande epidernmis med utbredd infiltration av neutrofiler och
mononukledra inflammatoriska celler och med nekrotiskt material i underliggande
dermis. Forfattarna antar att den ytliga akuta nekrotiserande epidermala
komponenten var sekundir all dermal infiltration och till sjilviraumatisering (58).

Atta friska forsokspersoner exponerades for d-limonen (10, 225 and 450
mg.f'm3) ien exponeringskammare, men ingen av personerna upplevde ndgra
besvir 1 tgon och niisa (38).

3.1.2. Allergi

Négra rapporter i vilka d-limonen utpekas som enda orsaken till allergiskt
kontakteksem har inte pdtriffats i litteraturen. d-Limonen betraktas som det
huvudsakliga allergenet i citrusfrukter, men incidensen kontaktallergi som
orsakats av frukterna ir okiind (62). d-Limonen riknas till de #imnen som kan ge
parfymallergi (22, 138). Bland 179 patienter med kontaktallergi mot parfym
uppvisade tvd personer positiva lapptestreaktioner mot d-limonen (116).
Kontaktallergi mot séviil d- som I-limonen finns beskriven hos en patient som
ursprungligen blivit sensibiliserad av terpentin (25). Allergiskt kontakieksem
orsakat av dipenten i fortunningsmedel for mélarfiirg samt i honingsolja har
beskrivits 1 litteraturen (12, 112).

Experimentell sensibilisering med d-limonen enligt "Human maximization test”
uttrdes pd 25 frivilliga forsokspersoner. Ndgon sensibilisering kunde dock inte
framkallas (49).

Ien jimforande studie av olika marsvinsmetoder erhills sensibilisering for
limonen (den enantiomera formen angavs ej) enligt tre av fyra anviinda metoder
(71). Ndgon signifikant sensibilisering uppkom inte niir d-limonen testades pa
miss (89) och inte heller vid experimentella studier p4 marsvin med d-limonen
(98%) (68, 69). Diremot erholls en klar sensibilisering av marsvinen di nya
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studier utfordes med d-limonen som utsatts fér luftexponering under 2 ménader.
Kemisk analys av luftexponerad d-limonen visade att produkten innehéll olika
oxidationsprodukter bland vilka limonen-1,2-oxid, karvon och karveol
identifierades. Limonen-1,2-oxid och karvon befanns vara potenta
kontaktallergen, medan karveol inte gav ndgon sensibilisering i djurforsok (68,
69).

Ett fall av immunomedierad dermatos pd hund orsakad av d-limonen finns
rapporterat (44). Hunden doppades i ett insektsmedel innehdllande 78,2% d-
limonen. Hunden utvecklade efterhand hudforéndringar med blasbildning som
snabbt progredierade till en svir konfluerande nekrotiserande dermatit med stora
omriden med hudavlossning. Tillstdndet diagnostiserades som toxisk epidermal
nekrolys. Histopatologisk understkning gjordes emellertid inte.

d-Limonen anviint for att forhindra uppkomst av kontaktallergi av
nirbesliktade féreningar (quenching) diskuteras under 6. Immunotoxicitet.

5.2. Effekter pd andningsorganen

Atta friska forstkspersoner exponerades i en exponeringskammare fér d-limonen i
koncentrationerna 10, 225 och 450 mg/m3; 10 mg/m3 utgjorde kontrollnivan. For
att efterlikna Liit fysiskt arbete i industrin valdes en arbetsbelastning pd 50 W. De
exponerade individerna uppgav ingen irritation i dgon eller luftvigar. En statistisk
signifikant minskning av vitalkapaciteten observerades efter exponering for 450
111g;’1113 jamfore med 10 mg/m-”. Sinkningen av vitalkapacitet var liten (2%) och
hade férmodligen ingen praktisk betydelse. Man fann ingen forindring i de andra
lungfunktionsvariablerna: forcerad exspiratorisk volym pd en sekund (FEV 1),
"peak expiratory flow", residualvolym, total lungkapacitet, mittexspiratoriskt
flode (MEFsq) och luftviigsmotsidnd (38). I en undersékning av luftexponering
och symtom hos arbetare i fyra snickerier fann man att prevalensen av
irritationsbesviir 1 Ggon ocn niisa var avseviirt hdgre bland snickeriarbetarna iin
bland referenspopulationen, medan prevalensen av slemhinnesymtom frin svalg
och nedre luftviigar Gverensstimde med den for referensgruppen. De angivna
besviiren ansdgs emellertid huvudsakligen hiirrora frin tridammsexponering. Man
fann ingen sikerstilld nedsiitning av lungfunktionen bland arbetarna i de
studerade snickerierna (31).

Yrkesastma finns beskriven hos en arbetare som exponerats for koncentrerad
parfym huvudsakligen bestéende av isoamylacetat, limonen, kanelaldehyd och
bensaldehyd. Man hade inte féretagit ndgra specifika mitningar av de olika
komponenterna i luften (63).

Effekten av d-limonen, skvalen och fytol pd lunga hos hamster och rtta har
studerats (84). Varje vecka droppades (instillerades) 0,2 ml av endera substansen i
luftstrupen pd olika grupper av hamster och ritta. Autopsi utfrdes pd djur som
dott under behandlingens gdng. Efter sex instillationer avlivades djuren i olika
intervall. Destruktion av bronkerna och bronkepitelet med blodning i lungblisorna
uppkom 24 timmar efter den tredje instillationen. Sex veckor efter den sista
instillationen var lungorna hos hamstern forstorade, bleka och blasfyllda och
niigra djur uppvisade iiven subpleurala blisor. Lungbldsorna var utspiinda med
delvis fortunnade skiljeviggar. Scanning med elektronmikroskopi avslojade



skador pd lungbldsornas viggar, Siren var mer akuta hos ritta och de flesta dog
ndgra timmar efter det att substanserna administrerats. De refererade resultaten
hiirrér frin en kongressrapport eftersom nigon fullstindig artikel ej dterfunnits,
De enskilda dmnenas effekt diskuteras inte.

5.3. Effekter pi lever

Data &ver effekter pd miinniska fir bristfilliga. PA forséksdjur har d-limonen visats
piverka miingd och aktivitet av olika leverenzymer, levervikt, kolesterolnivd och
gallflide.

Nigot forliingd hexobarbitalinducerad sémntid har observerats pi mus vid oral
singeladministration av 3 ml d-limonen/kg kroppsvikt (133). En signifikant dkad
aktivitet av cytokrom p-430 och d-aminolevulinsyra(ALA)syntetas har
rapporterats hos ritta, 24 timmar efter en oral singeldos av 1200 mg d-limonen/kg
(4). Vid dosnivin 600 mg/kg noterades bara en dvergdende ékning (mindre éin 24
timmar) av d-ALA-syntetasaktiviteten (4). I en annan studie (5) observerades en
liten, men signifikant (p<0,05) Okning av mingden cytokrom p-450 hos honrdtta
vid dosnivin 40 mg/kg/dag, efter administration av tre dagliga injektioner i
bukhdlan av ospecificerat limonen.

En signifikant dkad total miingd av cytokrom p-450 och av epoxidhydratas-
(EH)aktivitet har nyligen rapporterats pd ritta efter administration av 5% d-
limonen i fadan under 2 veckor (90). Okad EH aktivitet observerades dven vid
administration av 1% d-limonen (90). En ¢kning av glutationtransferas och UDP-
glukuronyliransferas, dvs fas 2 enzymer, vid administration av 5% limonen i
fisdan har ocksd beskrivits i en kort sammanfattning (92). P4 mus har induktion av
glutation-S-transferas noterats vid peroral administration av 20 mg limonen en
gdng varannan dag vid sammanlagt 3 tillfillen (150).

Vid upprepad peroral administration till ritta av 400 mg d-limonen/kg under 30
dagar har en 6kning 1 miingd och aktivitet av olika leverenzymer (cytokrom
p-450, cytokrom b5, aminopyrindemetylas, anilinhydroxylas) med 20-30%, en
nigot vkad relativ levervikt (p<0,05) samt ett 6kat innehdll av fosfolipider i levern
observerats (4). Okad relativ levervikt (signifikant vid dosnivin 300 mg/kg
kroppsvikt) rapporterades ocksd hos rdtta vid peroral administration av 75-300 mg
d-limonen/kg kroppsvikt 5 eller 20 gdnger (66). 1 en annan studie pa rdtta (146)
med sondmatning av 2-75 mg d-limonen/kg kroppsvikt/dag, 5 dagar/vecka under
91 dagar observerades en signifikant 6kad relativ levervikt vid dosnivin 75
mg/kg. Inga histopatologiska foriindringar i levern observerades i ljusmikroskop i
ndgon av studierna (66,146) och de tkade relativa levervikterna kan silunda
representera en mikrosomal induktion (66,146). Miingd och aktivitet av olika
leverenzymer hade inte undersokts i de bida senare studierna.

Vid prévning pd hund har en 6kning av alkaliska fosfataser i serum och en tkad
miingd serumkolesterol (35%) rapporterats forekomma efter peroral
administration av 1,2 ml d-limonen/kg kroppsvikt/dag under upp till 6 minader
(=1000 mg/kg kroppsvikt/dag) (145). Viden ligre dos (=100 mg/kg
kroppsvikt/dag) noterades inga behandlingsrelaterade skillnader. I en 28-dagars
pilotstudie rapporterades niigot okad absolut och relativ levervikt, men inga
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behandlingsrelaterade histopatologiska fordndringar vid administration av 1,2 ml
d-limonen/kg kroppsviki/dag (145).

En minskning av leverkolesterol med 49% och av serumkolesterol med 8% har
rapporterats pi rua efter dagliga orala doser av 400 mg d-limonen/kg under 30
dagar (4). En minskning av LDL-kolesterolnivin i serum och en 45%-ig
minskning av 3-hydroxi- 3-metylglutaryl-coenzym A (HMG-CoA) reduktas i
levern rapporterades i en annan studie pd rdtta (104) efter administration av 1% d-
limonen i fédan under 3 méinader. Detta motsvarar ett dagligt intag av ungefér 150
mg d-limonen. En signifikant hiimning av HMG-CoA reduktasaktiviteten i levern
har ocksf observerats pd rita efter intubering med 409 mg ospecificerat
limonen/kg kroppsvikt vid ett tillfille (14).

Oral singeladministration av 8,5-850 mg d-limonen/kg till rita rapporterades i
en studie ge en Okning av gallflddet med en dos-responskorrelation, signifikant
friin dosnivén 85 mg/kg (72). Hydroxylmetaboliterna p-menta-1,8-dien-10-0l, p-
ment-1-en-8,9-diol och p-menta-1,8-dien-6-o0l inducerade en mycket storre dkning
av gallfléder dn d-limonen per se (72).

P& miinniska har d-limonen i form av en 97%-ig beredning, som givits som
infusion direkt in i gallsystemet (5-29 ml d-limonen/ infusion), visats kunna
upplasa gallstenar (kolesterolstenar) (59,61). I samband med behandlingen har
overglende dkningar av serumaminotransferaser (ASAT, ALAT) och alkaliska
fosfataser noterats (61). D& 20 g d-limonen gavs peroralt till fem manliga
frivilliga forsokspersoner observerades inga biokemiska forindringar i levern (t ex
totalprotein, totalbilirubin, totalkolesterol, ASAT, ALAT, alkaliska fosfataser)
(59).

Vid injektion av en 97%-ig beredning av d-limonen direkt i gallregionen pd katt
har varierande grad av akuta eller kroniska inflammatoriska foriindringar i
hepatobilifira viivnader observerats (118).

En annan toxisk effekt pd levern har observerats vid lingtidsadministration av
d-limonen till mus (95). Okad incidens av hepatocyter innehillande tre eller flera
kiirnor och cytomegali forekom hos hanmiss (men inte hos honmss) vid peroral
administration av 500 mg d-limonen/kg kroppsvikt 5 dagar/vecka under 2 4r (95).

5.4. Effekter pa njurar

Fi data 6ver effekter av d-limonen pd njurarna foreligger nir det giiller ménniska.
I en studie (59) rapporterades smiirre miangder protein i urinen Gvergdende ha
noterats hos fem manliga frivilliga forsokspersoner efter peroralt intag av 20 g
d-limonen. Signifikansen av detta fynd dr emellertid okiind.

Histopatologiska bevis pd njurtoxicitet har rapporterats i minga studier vid
administration av d-limonen till hanrdwa, medan honrdtta, hanrdtta av en stam som
inte producerar ¢2u-globulin och andra diggdjur som mus, hamster, marsvin,
hund och apa inte forefaller drabbas av skador av den typ som karakteriserar s k
«2u-globulin nefropati (2,23,64,95,106,129,145,146). Visserligen har sméirre
forlindringar bestiende av proteinansamlingar i njurkanalerna rapporterats
forekomma i en japansk studie pd hund (honor och hanar), vid peroral
administration av 1,2 eller 3,6 ml d-limonen/kg kroppsvikt/dag under 6 minader,
men signifikansen av dessa fynd iir osiiker (135). I en senare studie pd hund (145),



med sondmatning 2 gdnger/dag under 6 manader (100 eller 1000 mg d-
limonen/kg kroppsviki/dag ) rapporterades heller inga histopatologiska
foriindringar i njurarna, men vid den hiigsta dosnivan diiremot tkade absoluta
(endast honor) och relativa (bdda koénen) njurvikter.

P& hanrfitta har symptom pi det nefrotoxiska syndromet observerats redan 24
timmar efter en oral dos av d-limonen (82,146). Ansamling av hyalindroppar
pdvisades hos Sprague-Dawley och Fischer 344 rittor efter administration av en
oral singeldos pd 241 mg d-limonen/kg kroppsvikt (82,146), medan ingen
signifikant kning av hyalindroppar noterades vid dosnivdn 14 mg/kg kroppsvikt
(82). Okat innehdll av o2u-globulin kunde faststillas vid dosnivin 200 mg/kg
(146).

En dos-relaterad 6kning av hyalindroppar i epitelcellerna i den proximala delen
av de slingriga njurkanalerna (PCT) associerat med en ackumulation av o2u-
globulin rapporterades ocksd i en studie (95) pd F344/N riuor (handjur) doserade
vid magsond med 75-1200 mg d-limonen/kg en gdng/dag under 14 dagar under en
21-dagarsperiod. Samma foriindringar noterades i en annan studie (66) pi Fischer
344 rhrtor efter administration av 75, 150 eller 300 mg d-limonen/kg kroppsvikt
per os under | eller 4 veckor (5 dagar/vecka). En férviirrad kronisk nefros
noterades vid alla dosniver pd de behandlade hanrittorna av typ Fischer 344 efter
4 veckor, medan granulira ansamlingar speciellt observerades vid den higsta
dosnivin (efter 4 veckor) (66). Signifikant kade relativa njurvikter pivisades
ocksd efter administration av 5 eller 20 doser av 300 mg d-limonen/kg kroppsvikt
(66).

Ien studie Over Sprague-Dawley rittor av hankon, vilka doserats per os med
300 mg d-limonen/kg/dag under 14 dagar, rapporterades ackumulation av
hyalindroppar i epiielcellerna i proximala tubuli (PCT) och 8kade mingder av
c2u-globulin i njurarna. Vid histopatologisk undersokning observerades lindrig
tubuliircellsdegeneration/-nekros. I urinen pavisades den specifika form av «2u-
globulin som forekommer i njurarna, vilket tyder p& en avstdtning av skadade
celler frén proximala tubuli (114).

Len subkronisk studie pd Fischer 344 rittor av hankon observerades en 6kning
av hyalindroppar bide vad gitller storlek och antal efter § dagars behandling per
os med d-limonen, vid dosnivin 10 mg/kg kroppsvikt (146). En forviirrad kronisk
nefros noterades efter 91 dagar vid dosnivier =30 mg/kg kroppsvikt, medan
granuliira ansamlingar i den yttre zonen av mirgen och signifikant Skade relativa
njurvikter (91 dagar) foreldg vid slutet av studien vid den hdgsta dosnivin dvs 75
mg/kg kroppsvikt (146). Innehdllet av o2u-globulin undersiktes inte vid ndgon
dosnivi. En dosnivd vid vilken ingen effekt p& njurarna kunde observeras (NOEL)
faststiilldes i denna 91-dagarsstudie till 5 mg /kg kroppsvikt (146).

I'studier (64,95) med administration av 150-2400 mg d-limonen/ kg
kroppsvikt/dag per os under 3 minader till hanritta pdvisades dos-beroende renala
forindringar som kronisk nefros och granuliira ansamlingar i den ytre delen av
mirgen, utom vid den hégsta dosnivin diir férandringama var likartade med de
som kunde observeras i Iig-dosgruppen och i vehikelkontrollen. Vid den hégsta
dosnivin (2400 mg/kg kroppsvikt/dag) noterades hyalinansamlingar och dilatation
i tubuli och glingar i bark/miirg och tillfilligtvis ocksd hyalint material i
glomerulus. Inga skillnader niir det giillde hyalindroppsbildning i cytoplasma i

epitelceller i PCT kunde dock pAvisas mellan kontroller och d-limonenbehandlade
djur vid nigon dosnivd, vilket miste betrakras som egendomligt. Detta faktum kan
emellertid forklaras av att 3 dagar forflér mellan tidpunkten for den sista
administrationen och avlivningen. Studier med dekalin (en annan kemikalie som
orsakar den typ av nefropati som ir specifik for hanrdtta) har visat att
proteindroppar i cytoplasma snabbt upploses efter avslutad exponering (1).

d-Limonen har ocksd priivats i en lAngtidsstudie (95). I likhet med resultaten
frén korttidsstudierna visade denna studie att njurarna 4r mélorganet hos rittor av
hankén. Hanrdttor (F344/N) sondmatade med 75 eller 150 mg d-limonen/kg
kroppsvikt/dag 5 dagar/ vecka under 2 &r visade en rad olika dos-relaterade
njurskador t ex forvirrad spontan dldersrelaterad nefropati, mineralisering av
mirg och papill, fokal hyperplasi av det epitel som ligger Gver papillen och
proliferativa skador av epitelceller i njurtubuli (hyperplasi och neoplasi). Inga
dylika effekter som kunde relateras till exponeringen observerades hos mus eller
honrirra.

5.5. Effekter pd mag-tarmkanalen

Ilamiende och kriikningar rapporterades i en japansk studie pd hund efter oral
administration av 0,4, 1,2 eller 3,6 ml d-limonen/ kg/dag under 6 manader (135).
Illamaende, kriikningar, diarré, smiirta 1 §vre delen av buken samt dvergdende
hojningar av serumamylas har ocksd rapporterats hos minniska vid infusion i
gallsystemet av en 97%-ig beredning av d-limonen (5-29 ml d-limonen/infusion)
(59,61). Di fem frivilliga forstkspersoner erhgll 20 g d-limonen oralt
rapporterades diarré och smirisamma triingningar (59).

5.6. Effekter pa hjirta och blodkiirl

Vid applikation pd kanintra lokalt har d-limonen visats vara ett effektivt
kiirlvidgande medel (78).

5.7. Effekter pd blod och blodhildande organ

Inga data har patriffats.

5.8. Effekter pd nervsystemet

I en nyligen avrapporterad studie (38), dér & frivilliga férstkspersoner
exponerades genom inhalation fér 10, 225 eller 450 mg d-limonen/m3 under 2
timmar rapporterades inga subjektiva besvir frin CNS, som kunde relateras till
exponeringen.

I néigra djurstudier har emellertid effekter som kan tinkas utgd frin CNS
rapporterats forckomma. Om dessa effekter representerar en allmiin toxisk
piverkan eller beror pd en direkt pdverkan pd CNS kan inte bedémas. Peroral
administration av 3 ml d-limonen/kg till mus och ritta rapporterades 1 en studie
(133) dimpa aktiviteten i CNS och minska den spontana riligheten. Siinkt
kroppstemperatur kunde ocksd pAvisas hos mus (133). Slohet och uttalat tirflode



rapporterades i en 13-veckors-studie vid sondmatning av ritor av bida konen
med 1200 och 2400 mg/kg/dag. Den hogsta dosnivdn var ocksd letal for ménga av
djuren. P& mus observerades minskad aktivitet vid dosnivierna 1000 och 2000
mg/kg/dag (95).

P4 kartt har 8kad salivation av kort varaktighet och svaga darrningar observerats
efter det att man doppat djuren i en vattenl@sning av ett insektsbekimpningsmedel
innehallande 78,2% d-limonen (58). Koncentrationen av d-limonen var ungefir
6,5 x 10°2 mol/l vatien. Vid hogre koncentrationer (omkring 3 x 10-! mol/l vatien)
led katterna ocksd av en viss ordirlighet och hade ligre kroppstemperatur dn
normalt. Alla forgifiningssymprom forviirrades ytterligare vid dnnu hogre
koncentrationer (1 mol/l), men avklingade alltid (utom hudeffekterna) inom 7
timmar (58). I dessa fall kan man dock inte anse att en eventuell pdverkan pd
nervsystemet med sikerhet beror p& d-limonen, dd mdnga insekticider innehdller
smi miingder kolinesterashimmare.

6. Immunotoxicitet och allergi

6.1. Immunotoxicitet

Signifikant immunosuppression erhélls hos BALB/c mss som sondmatats med
d-limonen. Minskad respons upptriidde i det priméra och sekundira
antikroppssvaret sumt i T- och B-cells frisiittningen. Man framliagger bevis for att
d-limonen verkade genom polyklonal stimulering (33). I en humanstudie fann
man att d-limonen didmpade icke-immunologisk kontakturtikaria for
kanelaldehyd. Kompetitiv hiimning pd receptornivd har toreslagits som
suppressionsmekanism (50).

Inom parfymindustrin anviinder man d-limonen som sk "quenching agent”,
vilket innebir att d-limonen tillsius parfym for att forhindra att andra
parfymimnen, frimst citral och kanelaldehyd, orsakar kontaktsensibilisering (99).
I en studie med olika grupper av marsvin inducerades en grupp med citral med
tillsats av d-limonen, medan en annan grupp endast inducerades med citral. En
viss pdverkan (quenching) pd ciwrals sensibliscrande effekt pd marsvin vid tillsats
av d-limonen kunde konstateras genom histologiska understkningar och studier
med hjilp av radicaktiv miirkning. Nigon skillnad i sensibilisering mellan
djurgrupperna kunde emellertid inte konstateras vid provokativ testning (6, 54).

Resultaten {rin en nyligen genomford djurstudie (7) gav mycket lite swid dt
resultaten i fldre publikationer angéende det sk "quenching” fenomenet vid
kontaktallergi. d-Limonen minskade inte reaktionerna for kanelaldehyd i
sensibiliserade djur. Nigra bevis for att d-limonen skulle utdva en dimpande
effekt pd kontaktallergena reaktioner mot imonenoxid och karvon vid test pé
marsvin kunde inte rapporteras i en studie av Karlberg et al (69).

6.2. Allergi

Négra rapporter om typ I allergi mot limonen har inte pdtriiffats.
Angdende typ I'V allergi (kontaktallergi) se 5.1.2.
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7. Mutagenicitet, genotoxicitet

d-Limonen och ospecificerat limonen har présvats in vitro i bakterietester med
Salmonella typhimurium TA1535, TA 1537, TA 1538, TA 98, TA 100, UTH
8414 och UTH 8413 med eller utan tillsats av ett metaboliserande system.
Mutationsfrekvenserna rapporterades inte vara kade i de dosintervall som
anviindes (0,3-3333 pg/plutta) (15,43,56,141), men limonen rapporterades vara
toxiskt for bakterier 1 doser 2400 pLg/platta (43). Varken d-limonen-1,2-epoxid
eller d-limonen-8,9-epoxid visade mutagen aktivitet vid priivning pd Salmonella
typhimurium TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 eller TA 1538 med eller utan S9
mix (140,141), men ddremot ansenlig cytotoxicitet. Letalitet rapporterades vid
anviindning av bakteriestam TA 100 vid dosen 1,0 pmol/platta (140,141).

Negativa, icke konklusiva eller tveksamma resultat (den torala beddmningen
var negativ) rapporterades ocksa vid prévning av d-limonen i det s k TK-locus
testet, vid anviindning av L5178Y celler med eller utan metabolisk aktivering i
dosintervallet 5-100 nl/ml (94). T ndigra av experimenten noterades letalitet vid
koncentrationer 250 nl/ml.

Vid prévning in vivo i spot-testet pd mus, med injektion i bukhdlan av 215
mg/kg/dag dag 9-11 under gravidier, rapporterades d-limonen inte vara mutagent
(34).

Vid anviindning av CHO-celler for undersikning av kromosomaberrationer
(ABS) och systerkromatiduthyten (SCE) uppgavs d-limenen inte inducera
cytogenetisk skadua vid de doser som testades dvs upp till 100 pg/ml nir det gillde
ABS utan §9, upp till 500 pg/ml f6r ABS med §9 ach upp till 162 pg/ml for SCE
(+59, -89). Doser Gverstigande dessa var toxiska (3,95).

Ospecificerat limonen inducerade inte malign celltransformation i det testade
dosintervallet (0,1-100 pg/ml) vid anviindning av syrianska hamsterembryoceller
(102). Vid provning pd andra typer av celler (Rauscher murin leukemi
virusinfekterade F344 rittembryoceller), som behandlats med subeffektiva doser
av 3-metylcholantren (MCA) och direfter med ospecificerat limonen
observerades hiimmad celltransformation vid dosen 15 pg/ml, men inte vid en
liigre koncentration (1,5 pg/ml}) (132). D4 limonen (15 pul/ml) anviindes utan
initiering med MCA plvisades ingen celliransformation (132). I en senare studie
in vitro (126) visades d-limonen (21,9 uM), vid administration efter exponering
fiir det carcinogena dmnet benzo(a)pyren, hiimma bildningen av transformerade
cellkolonier av trakeala epitelceller frn rita.

8. Carcinogenicitet

Ten cancerstudie som ingdr i National Toxicology Program (93) doserades

hanritta per os med 75 eller 150 mg d-limonen/kg kroppsvikt/dag 5 dagar/vecka

under 2 dr. Resultatet av dennu studie visade en dos-relaterad ckning av

hyperplasi och adenom/ adenocarcinom i renala tubuliceller. § av 50 rattor i lig-

dosgruppen och 1T av 50 rdtor i hg-dosgruppen hade tumérer frin cellerna i

njurtubuli. Inga njurskador eller njurtumérer observerades hos d-

limonenbehandlude honrdttor (300 och 600 mg/ke/dag), hanmdss (250 och 500 |



me/kg/dag) eller honmdss (500 och 1000 mg/kg/dag) (95). Det fanns sélunda
Klara bevis ("clear evidence") {or carcinogen akiivitet i njurarna vid
administration av d-limonen under givna forséksbetingelser till hanrdtta, men det
fanns inga bevis [or carcinogen aktiviter av d-limonen hos honrdtta eller mus
(bida konen) (95). Len #ldre studie (127), diir man studerade forekomsten av
lungtumdérer pd mus rapporterades ingen Okad incidens lungtumdrer efter
injektioner i bukhélan av 200 mg eller 1000 mg d-limonen/kg kroppsvikt 3 gdnger
i veckan under & veckor.

I en initierings-promotionsstudie (24), dir 500 ppm EHEN (N-etyl-N-
hydroxietylnitrosamin) administrerades som initiator i dricksvatten under 2
veckor och d-limonen som promotor via magsond under 30 veckor (150 mg/kg
kroppsvikt/dag, 5 dagar/vecka), rapporterades en tkad cellproliferation i P2 celler
och ékad incidens och medeltal/rita av atypiska tubuli och atypisk hyperplasi av
tubuliceller p& F344 rita. Motsvarande forindringar observerades dven iden
kontrollgrupp (F344) som behandlats med enbart d-limonen. En 10-faldig 6kning
av incidensen njuradenom i F344 gruppen (i jémforelse med den initierade
kontrollgruppen) noterades ocksd efter promotion m ed d-limonen. Rapporterade
incidenser och medeltal/ritta av observerade njurskador hos hanrdttor av den
rattstam (NBR) som saknar «2u-globulin visade ddremot, att d-limonen hiir inte
hade nigon effekt férekomsten av renal neoplasi (24). T samma studie (24)
noterades en signifikant ligre incidens levertumorer hos de F344 rdttor som
behandlats med bide EHEN och d-limonen, i jimforelse med de djur av samma
stam som behandlats enbart med EHEN.

1en studie pi mus diir 0,05 ml d-limonen efter administration av safrol,
tanninsyra eller metylcholantren (injicerat under huden efter fodelsen dag 1,7, 14
och 21) gavs via magsond en ging/vecka under ett &r rapporterades, i jimforelse
med de grupper som inte behandlats med d-limonen, en signifikant reduktion av
totala antalet méss som bar tumorer (148).

I en annan studie, dir mus doserades per os med 0,2 mmol (27 mg) d-limonen
en glng/vecka vid 8 tillfillen en timme fore peroral administration av 20 mg/kg
kroppsvikt av det carcinogena dmnet N-nitrosodietylamin (NDEA), rapporterades
d-limonen effektivt minska antalet tumdrer i magsiicken (forestomach) och i
mindre utstriickning dven 1 lungorna (143). En kraftigt reducerad forekomst av
lungadenom och en total hiimning av tumorer i magsicken (forestomach)
noterades ocksi, dd 25 mga d-limonen administrerades peroralt till mus som
enstaka dos eller tvii ginger/vecka under 8 veckor, en timme fore administration
av ett carcinogent dmne (4-(metylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon; NNK)
som férekommer i tobak (142). Motsigande resultat har redovisats i en gammal
studie p& mus (39). d-Limonen befanns d vara mycket irriterande och mgjligen
svagt carcinogent [tir epitelceller t magsiicken (forestomach) vid peroral
administration av 40 doser 2 0,05 ml 1 ging/vecka, efter forbehandling
(intubering) med polyetylenglykol 400 eller 50 pug benzo(a)pyren (BP).
Apelsinolja som administrerades pd samma st som d-limonen befanns dock vara
mer effektivt in d-limonen, nir det gillde att framkalla tumbrer i magsicken (39).

En signifikant minskning av incidensen lungtumorer har observerats pi mus
som varje vecka under 16 veckor erhllit intravenBsa injektioner av ungefdr 1 mg
d-limonen efter en singelinjektion under huden av 0,5 mg dibenzpyren (DBP)

(57). Bildningen av fibrosarkom hos mus efter en singelinjektion under huden av
25 pg DBP rapporterades ocksd vara signifikant lingsammare vid behandling
(under huden) med totalt 0,2 ml d-limonen (57).

D4 ospecificerat limonen (10 mg/ applikation) administrerades tillsammans
med benzo(a)pyren (Spglapplikation) p& huden pA mus tre gdnger 1 veckan under
440 dagar, noterades i en undersikning (137) en svagt himmande effekt pd
hudtumérer. I nigra andra forsék (107) rapporterades apelsinolja innehdllande
mer 4n 90% d-limonen fungera som promotor i promotionstest (hud) pi mus, men
didremot inte vara carcinogent per se. D koncentrerad (99,7%) d-limonen i en
senare studie (28) provades pd mushud (0,2 ml tvi glnger i veckan under 40
veckor) efter initiering med 51 jlg DMBA, observerades endast en liten promotiv
effekt f6r hudtumérer (p<0,03) 34 veckor efter initieringen. Apelsinolja ansigs
vara en starkare (men fortfarande svag) promotor (28). Det sammanfatiades att
den promotiva effekten av apelsinolja knappast kunde anses bero pé d-limonen
(28). DA 1% d-limonen eller 1% apelsinolja tillsattes till fédan, noterades ingen
promotiv effekt fér hudtumdrer (28).

Minga studier pd riitta angfiende paverkan av d-limonen pd kemiskr inducerade
tumérer i brisstkorteln har publicerats. Incidensen brosttumdrer och det genom-
snittliga antalet brosttumérer/djur har visats kunna reduceras effektive dd en diet
innehillande 5% d-limonen administrerats 2 veckor fore initiering med en intra-
vends singelinjektion av nitrosometylurea (30-50 mg NMU/kg) och till slutet av
forsoket (vid 23 veckor) eller enbart under promotions-/progressionsfasen. Ingen
effekt p& tumorincidens eller antal tuméirer observerades di d-limonen administre-
rades enbart under initieringsfasen dvs 2 veckor fore till en vecka efter
administrationen av det carcinogena dmnet (47,91).

I studier med det indirekt verkande carcinogena dmnet 7,12-dimetyl-
benz{wantracen (DMBA) som initiator (50-65 mg/kg som oral singeldos) har d-
limonen, di det administrerats som 3% i fodan under initieringsfasen eller 1%
eller 0,19 under hela férsékstiden (frdn 1-2 veckor fore DMBA administra-
tionen), visats tka latenstiden for brosttumorer och vid de hdgre doserna dven
reducera antalet brasttumaorer (21,26,29.91,111). D& 0,5%-1% d-limonen
administrerades 1 fidan enbart under initieringsfasen rapporterades detta inte
signifikant paverka latenstiden eller antalet tumérer (21,111). Tvd metaboliter
(p-ment-1-en-8 9-diol och p-ment-1,8-dien-6-ol) pivisades diiremot som effektiva
vid koncentrationen 1% i fodan under initieringsfasen, nir det gillde att firhindra
DMBA-inducerade brijsttumérer (21). Administration av 5% d-limonen enbart
under promotions-/ progressionsstadiet (65 mg DMBA/kg som initiator) har inte
rapporterats vara lika effektivt som administration under initiering, men har visats
ge en signifikant reduktion i det genomsnittliga antalet brosttumérer/djur (29).

Vid en jimforelse mellan resultaten frin initierings-promotionsstudierna med
DMBA eller NMU och d-limonen och resultaten frin den 2-driga NTP studien (se
sid 21), som bl a visar en dos-relaterad minskning i forekomsten av fibroadenom,
adenom, cystadenom eller adenocarcinom (kombinerat) 1 brostktrieln hos
honrdtta, férefaller fiven dessa senare uppgifter (trots reducerad dverlevnad i hig-
dosgruppen) varua av viss betydelse (95).

Forutom en férebygeande effekt av d-limonen har ocksd en terapeutisk effekt
niir det gitller tumdorer cbserverats. Tillbakabildning av brésttumorer rapporterades



i en studie pd ritta vid administration av 0,1% eller 1% d-limonen i fidan fore
administration av DMBA och under 27 veckor direfter (26). I tvd senare studier
(27,52) visades primiira brostkorteltumérer (induktion med 50-130 mg DMBA/kg
peroralt eller 50 mg NMU/kg iv) kunna gd dllbaka (och firre tumdrer senare
uppkomma) d tumirbirande ritor behandlades med 10 % d-limonen 1 fodan.
Nir 2,5%, 5%, 7,5% eller 10% d-limonen blandades i fédan och gavs till DMBA-
behandlade djur under minst 15 veckor observerades fullstindig tillbakabildning
av primiira brijsttumdrer vid de bada hiogsta dosnivierna, medan en fullstindig
tillbakabildning av sekundiira tumérer noterades vid dosnivier 25% (52). En
metabolit, perillylalkohol, har rapporterats vara dnnu mer effektiv nir det giller
att framkalla tillbakabildning av bristtumirer (51).

9. Reproduktionstoxikologi

Effekter av d-limonen pé fosterutvecklingen undersoktes i en studie pd rdtta
genom oral administration av 591 mg eller 2869 mg d-limonen/kg dag 9-15 under
graviditeten. Vid den hogre dosnivin observerades toxiska effekter pd
moderdjuren i form av minskad kroppsvikt och didsfall. P4 avkomman
rapporterades vid denna dosnivil fordrijd forbening och minskade organvikter
(tymus, mjilte, iggstockar) (136). Vid privning pd mus med oral administration
under graviditeren av doser i samma storleksordning (591 eller 2363 mg d-
limonen/kg dag 7-12), noterades 1 hog-dosgruppen reducerad tillviixt hos
moderdjuren och hos avkomman signifikant Skad incidens skeletrtanomalier och
fordrojd forbening (74). 1 en studie pd kanin (75) med peroral administration av
250, 500 eller 1000 mg d-limonen/kg dag 6-18 under graviditeten uppges dock
inga dos-relaterade anomalier hos fostren ha observerats. Hos moderdjuren
diiremot noterades vid den hidgsta dosen dodsfall och férsiimrad viktékning och 1
mellandos-gruppen en ndgot firsiimrad tillvixt (75).

Inga biologiskt signifikanta skillnader i serumdstradiol och prolaktinnivder eller
i duration av estruscykeln rapporterades i en studie pé rdtta (29) efter sondmatning
en ging med det carcinogena dmnet DMBA (65 mg/kg) och efierfiljande
administration av 1% eller 5% d-limonen i fédan.

10. Samband mellan exponering, effekt och respons

Det finns fa sudier dver effekter pd minniska av limonen.

Den enda understikning med exponering genom inhalation som publicerats, dr
en studie dver 8 frivilliga forstkspersoner som under litt fysiskt arbete (S0W)
under 2 timmar exponerades for 10, 225 eller 430 mg d-limonen/m?3. Denna studie
visade en liten men statistiske signifikant minskning i vitalkapacitet efter
exponering for d-limonen vid den higsta exponeringsniviin, medan inga
signifikanta skillnader [ lungfunktion kunde utlisas ur vriga uppmiitta variabler.
Foriindringen i vitalkapacitet var troligen inte signifikant ur funktionell synpunkt.
Irritationssymiom och symtom relaterade till det centrala nervsystemet

[
=

rapporterades inte foreligga hos exponerade personer. Slutsatserna i denna del av
studien baserades emellertid endast pd en subjektiv beddmning.

d-Limonen har en hudirriterande effekt. DA en hand neddoppades i en 98%-ig
lésning av d-limonen under 2 timmar upplevdes redan efter nigra minuter
smiirtsam klida och en briinnande kiinsla och symtomen férviirrades efterhand.
Huden pé& handryggen var svullen med miulig rodnad. Svullnaden forsvann 1,5
timmar efter avslutad exponering, men efter ytterligare 4,5 timmar upptridde ett
omride med sma hudblddningar (purpura). Denna foriindring var som mest
markant efter 1-2 dagar, men kvarstod under arskilliga veckor. Blodkoncentra-
tionen av d-limonen som uppmiittes, befanns vara lig i jimforelse med den som
erhillits efter exponering genom inhalation (10 mg/m3, 50W).

Rapporter 6ver allergisk kontaktdermatit hos miéinniska, diir man med siikerhet
vet att d-limonen framkallat allergin har inte pitriffats. Experimentella studier pd
marsvin med d-limonen av hig renhet (98%) gav ingen sensibilisering, men di
imnet i nya [Orsok exponerades under lingre tid for luftens syre kunde en klar
sensibilisering pAvisas. Kemisk analys av luftexponerat d-limonen visade att
produkten innehdll olika oxidationsprodukter av vilka limonen-1,2-oxid och
karvon befanns vara potenta kontaktallergen vid f6rsdk pd marsvin.

Djurexperimentella studier over limonen med exponering genom inhalation saknas.
Minga studier med administration av limonen (framfor allt d-limonen) pd andra sitt,
vanligen peroralt, foreligger dock. Dessa resultat sammanfattas i tabell 2.

Tabell 2. Ngra dos-elfekt data* frdn djurstudier med d-limonen.

Exponering Djurslag Effekt Referens
5.2 ghkg po. ritta (hona) LD 50 134
3 ml/kg p.o. mus minskad rirlighel, 133
en glng raita sinkt kroppstemperatur,

firlingd hexobarbital-

inducerad somntid

1200 mg/kg/ rita slohet, tirflade 85
dag p.o.

13 veckor

1200 mg/kg p.o. rita enzyminduktion 4
en glng

~1000 mg/kg/dag hund okning av alkaliska 145
p.o.upp till fosfataser och kole-

6 ménader sterol, Gkad njurvikt

1000 mg/kg/dag mus minskad rdrlighet EN

p.0. 13 veckor



Tabell 2 forts.

Exponering Djurslag Effekt Referens
~1000 mg/kg/dag hund tkad levervikt 145
p.o. 28 dagar
600 mg/kg p.o. ritta okad dALA-syntetas- 4
en ghng aktivitet
500 mg/kg/ mus hepatocyter inne- 93
dag p.o. hillande tre eller flera
24r kimor, cytomegali
1 % i fdan rita hiimning av HMG-CoA 104
(= 500 mg/kg/dag) reduktas aktivitet
3 minader och serum LDL

kolesterol
1 % i f6dan riua enzyminduktion 90
(~ 500 mg/kp/dag)
2 veckor
**409 mg/kg rita himmad HMG-CoA 14
p.o.en glng reduktasaktivitet
400 mg/kg/ ritta enzyminduktion, 4
dag p.o. tkad relativ levervikt,
30 dagar minskning av kole-

sterolnivier
0.4 mlfkg/ hund illamiende, 135
dag p.o. krilkningar
6 ménader
300 mg/kg p.o. rdua Okad relativ 66
5 eller 20 ghnger levervikt
85 mg/kg p.o. riua tkat gallllode 72
en glng
75 mghkg/ riua tkad relativ 146
dag p.o. levervikt
91 dagar
=40 mg/kg ip rila enzyminduktion 5

3 ginger

*  Data rdrande njurskador (neoplastiska och icke-neoplastiska) specifika for hanrdua dr inte

inkluderade.

**  Optisk isomer av limonen har inte specificerats.

11. Forskningsbehov

d-Limonen oxideras litt av lufiens syre. Experimentella studier angdende dess
hudsensibiliserande verkan har visat att d-limonen per se inte ir allergent, utan att
allergena produkter bildas genom autooxidation. Vanligen har man dock vid
studier Gver andra hiilsoeffekter av d-limonen (limonen) inte tagit hiinsyn till en
eventuell effekt av olika oxidationsprodukter. De studerade effekterna kan dérfor
Atminstone till en del bero pd andra dimnen iin limonen och dess metaboliter. 1
framtida studier dr det av stdrsta vikt att man har kontroll dven ver dessa
faktorer.

Det foreligger fa studier Gver limonen vid yrkesmissig exponering. Inga
miitningar dver dess oxidationsprodukter har heller foretagits. Nya metoder for att
upptiicka och bestiimma koncentrationerna av dessa dmnen i luft behéver dirfér
utvecklas.

Det finns fi data niir det giiller effekter av limonen pd gon och luftviigar. Mer
information angdende lungfunktion och irritationseffekter vid exponering genom
inhalation for limonen och dess oxidationsprodukter ir av stort viirde. Dessutom
foreligger ett behov av forskning for att klarligga om eventuella effekter pAd CNS
foreligger.

Det har pdvisats i djurexperimentella studier att d-limonen kan piverka levern.
Inga studier med exponering genom inhalation, diir man studerat effekter pd
levern foreligger emellertid och sfdana studier vore diirfor av intresse.
Inhalationsstudier diir man bestimmer eventuella effekter av limonen pd
reproduktionen behivs ocksi.

12. Diskussion och viirdering

Limonen har en hudirriterande effekt, Aldre undersékningar anger citrusfrukter
som orsak till forekomst av olika hudsjukdomar inom konservindustrin, framfér
allt irritativ kontaktdermatit, men exponeringen var i dessa fall komplex och
mdnga faktorer fanns som kunde bidraga till att framkalla dermatit. d-Limonen i
hog koncentration har dock visats orsaka kraftig irritation bdde vid férsisk pd
miinniska och i djurexperimentella studier.

Nigra fallstudier tver kontaktallergi mot d-limonen, I-limonen och dipenten har
publicerats, men renheten hos produkterna har (i dessa fall) inte undersokts
niirmare. Rapporter Gver allergiskt kontakteksem, dir d-limonen med sikerhet kan
sigas vara den enda utldsande faktorn har inte pAwiffats. d-Limonen anses sedan
gammalt vara det hudsensibiliserande fimnet i citrusfrukter, men incidensen av
kontaktallergi efter kontakt med dessa frukter #r okiind. Amnet dr ocksd inkluderat
bland de s k parfymallergenerna. Experimentella studier pd marsvin har visat att
d-limonen per se inte ger signifikant sensibilisering, men att luftoxiderat d-
limonen ger kontaktallergi. Dessa studier biir dven vara giltiga for 1-limonen och
dipenten, eftersom d- och I-limonen ir tvd enantiomera former (spegelbilder) av
samma fmne. Dipenten iir en blandning av d- och I-limonen. Oxidations-
produkterna och inte limonen som sddant, kan alltsd ha varit det som fororsakat
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allergierna dven i de kliniska studierna. Hantering och renhet av limonen lr
sélunda kritiskt f6r den allergiframkallande formégan,

Fi uppgifter angdende hudupptag av d-limonen foreligger. Den
blodkoncentration som uppmiittes hos en forsoksperson efter dermal exponering
av en hand for d-limonen i hog koncentration, var 1dg i jimftrelse med den
kongcentration som erhélls genom exponering genom inhalation (10 mg/m3, 50
W).

Den information som freligger angdende miinniska vid exponering genom
inhalation for d-limonen begriinsar sig till en enda studie. En liten minskning i
vitalkapacitet, troligen inte av betydelse ur funktionell synpunkt, noterades i en
nyligen publicerad studie. Baserat pi denna uppgift skulle den kritiska effekten
hos minniska mgjligen kunna vara en effekt pd andningssystemet, men mer
information behvs innan man kan fastsld detta,

Limonen har visats piverka levern p& forsoksdjur vid peroral administration
och vid injektioner i bukhalan. Okad mingd och aktivitet av olika leverenzymer,
okad levervikt och en minskning av HMG-CoA reduktasaktiviteten i levern iir
bland de effekter som noterats. En {oriindrad metabolism av kiinda carcinogena
dmnen har ocksd pdvisats experimentellt. Denna foriindrade metabolism anses
vara en anledning till den observerade anticarcinogena effekten av d-limonen. P4
grundval av tillginglig information angdende effekter av d-limonen pi levern, kan
den kritiska effekten av d-limonen pd forsoksdjur, utom hanrua, anses vara
levereffekter. Induktion av leverenzymer har rapporterats vid injektioner i
bukhdlan, vid dosnivéin 40 mg/kg/dag. Vid peroral administration av négot hijgre
doser har en okad relativ levervikt ocks observerats. Inga toxiska effekter pd
levern har emellertid noterats vid dessa dosnivder eller vid dosnivier som ligger
mer iin tio gnger hisgre. De observerade effekterna pd levern ar dirfor sannolikt
tecken pl en fysiologisk anpassning. En omrikning ger vid handen att detta
fysiologiska svar skulle kunna tiinkas foreligga éiven hos miinniska vid inhalation
av limonen vid exponeringsnivier omkring 350 mg/m?3 eller hogre, men inga
understkningar dir man studerat levereffekter vid inhalation som kan bekriifta
detta finns. Effekter pd levern kan diirfor inte med siikerhet anges som den kritiska
effekten hos miinniska.

Det iir viil kiint att d-limonen kan péiverka njurarna hos hanrdtta. For miinniska
dr dock dessa effekter pd njurarna inte relevanta. Detta beror pd att det protein
som anses utgdra grunden for uppkomsten av de observerade njurskadorna, c2u-
globulin, inte har rapporterats férekomma hos négot annat djurslag in ritta
(handjur). Hela det skadepanorama, inklusive den tkade incidensen av
njurtumorer, som pivisats pd njurarna hos hanritta vid exponering for d-limonen
har foljaktligen inte heller observerats vid provning pd niigot annat djurslag.
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13. Sammanfattning

Karlberg A-T, Lindell B. Nordiska expertgruppen for griinsviirdesdokumentation.
107. Limonen. Arbete och Hilsa 1993:14, sid 1-37.

Det finns f& data Gver effekter av limonen pd minniska. En liten minskning i
vitalkapacitet har observerats vid exponering genom inhalation for 450 mg d-
limonen/m3 (2 timmar). Vid exponering av hud for d-limonen i htga
koncentrationer har kraftig irritation rapporterats. Kontaktsensibilisering har
plvisats i djurexperimentella studier med luftoxiderat d-limonen. d-Limonen per
se gav ingen sensibilisering i dessa studier.

Levereffekter dr den kritiska effekten pd forsoksdjur, utom hanrdtta. Hos
hanrdta orsakar d-limonen en speciell typ av njurskada och njurtumérer. Ett
protein specifikt for hanrétta, o2u-globulin, anses utgora grunden fér
utvecklingen bdde av de neoplastiska och de icke neoplastiska njurskadorna.
Korttidstester in vitro har visat att d-limonen inte #r genotoxiskt.

Nyckelord: allergi, cancer, dipenten, «2u-globulin, hudirritation, hygieniskt
griinsviirde, lever, limonen, lungfunktion, njurar, yrkesmissig exponering

14.Summary

Karlberg A-T, Lindell B. Nordic Expert Group for Documentation of
Occupational Exposure Limits, 107, Limonene. Arbete och Hiilsa 1993:14,
p 1-37.

There are few data regarding toxicity of limonene in human. A slight decrease in
vital capacity at a concentration of 450 mg d-limonene/m3 (2 h) was observed in
one study. Skin exposure to d-limonene in high concentrations gives a marked
irritancy of the skin. Contact allergy has been shown in animal studies with air
oxidized d-limonene. d-Limonene itself gave no significant sensitization in these
studies. Liver effects are the critical effects in animals, except in male rats. In the
male rat, d-limonene causes damage to the kidney and renal tumours. The male-
rat specific protein c2u-globulin is considered to have a crucial role in the
development of the neoplastic as well as the nonneoplastic kidney lesions. d-
Limonene has been studied in a battery of short term tests in vitro and found to be
nongenotoxic.

Key words: allergy, cancer, dipentene, o2u-globulin, kidney, limonene, liver, lung
function, occupational exposure limits, skin irritancy
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Appendix 1. Lista 6ver tillitna eller rekommenderade hogsta halter av limonen i luft

Land mg/m3 ppm Anm Ar Refl
Danmark - - 1988 1
Finland - - 1987 2
Island - . 1989 3
Nederlinderna - - 1989 4
Norge - = 1989 5
Sverige 150 25 NGV HS 1990 6
300 50 KTV
USA (ACGIH) 5 - 1991.92 7
(NIOSH) - - 8

HS = hudscnsibiliserande
NG V= nivigrinsviirde
KTV = korttidsviirde

Referenser till appendix [

1. Arbejdstlsynet. Graensevaerdier for stolfer og materialer. AT-anvisning Nr.3.1.0.2, Képenhavn
(1988).

2 Tydhygieeniset raja-arvol eri maissa, Katsauksia 82, TyGterveyslaitos, Helsinki (1987).

3. Mengunarmirk og adgerdir til ad draga Gr mengun, Skri ylir mengunarmérk, Vinnueftirlit
Rikisins. Reykjavik 1989,

4. De Nationale MAC-Lijst 1989. Arbeidsinspectic P no 145. Voorburg 1989.

5. Administrative normer for forurensninger i arbeids-atmosfaere. Veiledning til arbeidsmiljtloven.
Bestillnings-nr. 361. Dircktoratet {6r Arbeidstilsynet, Oslo (1989).

6. Arbetarskyddsstyrelsens [Griauningssamling: Hygieniska griinsvirden. AFS 1990:°3.

7. ACGIH (American Conlerence of Governmental Industrial Hygienists INC) Documentation of
the threshold limit values and biological exposure indices. 1991-92.Cincinnati OHIO.

8. NIOSH. Recommendations for Occupational Sufety and Health, DHHS Publication No 92-100
(1992) US Department of Health and Human Services.



