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ACAT Modèle compartimental avancé d’absorption et du transit 

 (en : Advanced Compartmental Absorption and Transit) 

ADAM Modèle avancé de dissolution, absorption et métabolisme 

 (en : Advanced Dissolution, Absorption, Metabolism) 

ADH Alcool déshydrogenase 

ADME Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion 

ALDH Aldéhyde déshydrogenase 

ATSDR Agence pour l’enregistrement des substances toxiques et des maladies 

 (en : Agency for Toxic Substances and Disease Registry) 

C Choréo-athétose 

CAT Modèle compartimental d’absorption et du transit 

 (en : Compartmental Absorption and Transit) 

CDCA Acide chrysanthemumdicarboxylique 

CE Carboxylestérase 

CL Clairance 

CYP Cytochrome P450 

DBCA Acide cis-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-diméthylcyclopropane carboxylique 

DCCA  Acide 3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-diméthylcyclopropane carboxylique 

DL 50 Dose létale 50 

ECD Détecteur à capture d’électrons 

ECMS  Enquête canadienne sur la mesure de la santé 

EFSA Autorité européenne de la sécurité des aliments 

 (en : European Food Safety Authority) 

ELFE Etude longitudinale française depuis l’enfance 

ENNS Etude nationale nutrition santé 

ERDEM Modèle d’estimation de l’exposition reliée à la dose 

 (en : Exposure Related Dose Estimating Model) 

FBS Sérum de veau foetal 

FMO Monooxygénase à flavine 

F-PBA Acide 4-fluoro-3-phénoxybenzoïque 

hCE Carboxylestérase humaine 

HPLC Chromatographie liquide à haute performance 

HRMS  Spectromètre de masse à haute résolution 

GC Chromatographie gazeuse 



ABREVIATIONS 

26 

GSH gluthation 

InVS Institut national de veille sanitaire 

IC 50 Concentration inhibitrice médiane 

 (en : half maximal inhibitory concentration) 

IVIVE Extrapolation in vitro-in vivo 

Ki Constante d’inhibition 

Km Constante d’affinité 

LH Hormone lutéïnisante 

LOD Limite de détection 

LOQ Limite de quantification 

m/z Rapport masse/charge 

MCMC Monte Carlo par Chaînes de Markov 

MS Spectromètre de masse 

NAPDH Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate 

NHANES  Etude nationale sur la santé et la nutrition 

 (en : National Health and Nutrition Examination Survey) 

3-PBA Acide 3-phénoxybenzoïque 

3-PBAlc Alcool 3-phénoxybenzyle 

3-PBAld Aldéhyde 3-phénoxybenzyle 

PBPK Modèles pharmacocinétique à fondement physiologique 

 (en : Physiologically Based PharmacoKinetic) 

p Perméthrine 

PA Coefficient de perméabilité 

PBS Tampon phosphate 

PC Coefficient de partage 

pc Poids corporel 

PCB Polychlorobyphényles 

per Perméthrine 

PNP 4-paranitrophénol 

PNPA 4-paranitrophénol acétate 

prot Protéine 

QSAR Relation quantitative structure à activité 

 (en : Quantitative Structure-Activity Relationship) 

r recombinant 

RBC Globule rouge 

 (en : Red blodd cells) 

SD Ecart-type 

 (en : Standard deviation) 

SHEDS Exposition humaine stochastique et de simulation de dose   

 (en : Stochastic Human Exposure and Dose Simulation) 

T tremblements 
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UGT glucuronosyltransférase 

US EPA Agence américaine de protection de l’environnement 

 (en : United States Environmental Protection Agency) 

UV Ultra-violet 

Vmax Vitesse maximale de la réaction 
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INTRODUCTION GENERALE 
 

Dans les années 1950, de nombreux produits ont été créés pour répondre aux nouvelles habitudes 

de consommation de la population. Très rapidement entrés dans la vie quotidienne, ces différents 

produits transformés sont souvent composés des mêmes molécules chimiques. Après quelques 

décennies, une augmentation des perturbations de l’écosystème et de la santé humaine a été 

observée (Kortenkamp 2008; 2000). L’implication des nouvelles molécules chimiques dans ces effets 

néfastes a alors été suspectée. La réglementation concernant la mise sur le marché de nouvelles 

substances était en effet moins stricte qu’actuellement, en particulier en terme de toxicité sur la 

santé humaine et l’environnement. Peuvent être cités en exemple les polychlorobyphényles (PCBs), 

dont la toxicité est largement reconnue (Kimbrough 1995). Ces substances chimiques ont été très 

utilisées jusque dans les années 1970 dans les condensateurs électriques, les fours à micro-ondes, les 

adhésifs, les additifs d’huiles minérales…. Au niveau physiologique, des perturbations de la 

reproduction, des malformations génitales et des anomalies lors du développement in utero après 

une exposition chronique ont été observées (ATSDR 2000; Lamb et al. 2006; Weisglas-Kuperus et al. 

2000). La fabrication et l’utilisation des PCBs sont interdites en France depuis 1987. 

Par conséquent, plusieurs stratégies ont été mises en place pour limiter les risques liés aux molécules 

chimiques, nouvellement développées ou non. En Europe, en 2006, la directive « Enregistrement, 

évaluation, autorisation et restriction des produits chimiques » (REACH, pour « Registration, 

Evaluation, Authorization and restriction of CHemicals »), proposée par le Parlement Européen et le 

Conseil de l’Union Européenne, a été adoptée. L’objectif était d’améliorer la protection de la santé 

humaine et de l’environnement envers les substances chimiques. Elle vise à faire évaluer par 

l’industriel la toxicité d’un composé et à en prouver son innocuité. Les substances concernées sont 

celles déjà commercialisées ou nouvellement développées et doivent être fabriquées ou importées à 

plus d’une tonne par an.  

Parallèlement, émergée dans les années 1990, la discipline qu’est l’évaluation du risque permet 

d’évaluer et de quantifier les effets potentiels sur la santé et l’environnement suite à l’exposition à 

des substances chimiques ou des agents physiques (US EPA 2004). Sont concernés les composés 

présents dans la nourriture, les additifs, les médicaments, les contaminants environnementaux, mais 

aussi les radiations et les champs magnétiques. L’objectif est de fournir aux gestionnaires du risque 

(autorités gouvernementales, industrielles ou encore sanitaires) les éléments nécessaires pour la 

gestion de leur utilisation. Plusieurs paramètres rentrent en jeu. Le risque auquel la population et 

l’environnement sont exposés et les incertitudes sous-jacentes doivent d’abord être connus. Puis, les 

facteurs économiques et sociaux associés doivent être pris en compte (NRC 2007; US EPA 2004). 

Dans cette optique, des lignes directrices ont été élaborées par l’agence sanitaire américaine (US 

EPA) ou européenne  (EFSA). Elles établissent un cadre pour la quantification et la caractérisation de 

l’exposition aux polluants environnementaux et l’évaluation du risque cancérigène, reproductif ou 

écologique. 
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La première étape dans l’évaluation du risque consiste à faire état de la situation sanitaire : 

identification des composés susceptibles d’entraîner des effets néfastes sur la santé et quantification 

de la présence de ces composés dans l’environnement. Les études de biosurveillance vont permettre 

de cartographier les polluants présents dans l’environnement, en tentant d’associer les résultats 

obtenus à des habitudes sanitaires ou de consommation. La recherche de marqueurs d’exposition 

dans les matrices biologiques va permettre de préciser les polluants auxquels la population est 

réellement exposée au niveau interne. La compréhension du devenir de la molécule dans l’organisme 

et la réalisation d’études de toxicité permettront d’évaluer le risque lié à l’exposition. Il s’agit alors de 

déterminer la dose provoquant un effet toxique (toxicodynamie). La relation dose-effet toxique peut 

être déterminée par la modélisation des résultats des études de toxicité. Au cours de cette étape, 

certaines valeurs seuils de toxicologie sont établies pour quantifier la toxicité et catégoriser la 

substance, comme par exemple la « benchmark dose », obtenue par la modélisation des données 

dose-réponse (AFSSET 2010). Une fois la toxicité intrinsèque du composé évaluée, la toxicité du 

composé dans des conditions réelles d’exposition doit être déterminée. Il s’agit alors de définir la 

quantité en composé à laquelle la population peut être couramment exposée dans l’environnement, 

selon la nature de l’exposition. Pour cela, il faut tenir compte des voies d’exposition, de l’importance, 

la durée et la fréquence de la dose à laquelle la population peut être exposée.  

Au cours de l’évaluation du risque, la détermination du devenir du composé au sein de l’organisme, 

c’est-à-dire la caractérisation de sa toxicocinétique, en particulier dans les organes cibles, est 

importante.  Les résultats de ces études, le plus souvent menées chez l’animal, sont souvent analysés 

par le biais de modèles comme les modèles pharmacocinétiques à fondement physiologique (PBPK 

pour Physiologically Based PharmacoKinetic). Ces modèles ont l’avantage d’être prédictifs pour de 

nombreuses situations d’exposition (dose, population). La modélisation PBPK tient compte des 

paramètres physiologiques de l’individu et des propriétés physico-chimiques de la molécule et 

permet d’estimer ses paramètres cinétiques (Reddy et al. 2013). Ces modèles permettent de 

comprendre l’évolution des concentrations en composé au sein de l’organisme. L’exposition interne 

réelle dans différentes situations d’exposition et populations peut être simulée. Les concentrations 

tissulaires seront éventuellement mises en relation avec un effet (toxique) et une dose réelle 

d’exposition externe. 

La France est le plus grand consommateur européen de pesticides (62 700 tonnes en 2011) (UIPP 

2012) et le troisième pays au niveau mondial derrière les Etats-Unis et le Japon. La forte exposition 

de la population et la toxicité recensée de certains insecticides soulignent la nécessité d’évaluer le 

risque associé. Les familles les plus concernées sont celles émergentes pour lesquelles peu de 

données existent (InVS 2013; Zhang et al. 2011).  

Les insecticides regroupent plusieurs familles : les organochlorés et les organophosphorés qui ont été 

fortement utilisés, les carbamates, les pyréthrinoïdes et d’autres composés isolés (dérivés soufrés…). 

Les organochlorés (DDT, lindane), malgré une toxicité aiguë faible envers l'homme, sont des 

substances très stables et bioaccumulables dans l’environnement et chez l’homme. Les 

organophosphorés (parathion, chlorpyrifos) sont à l’inverse très toxiques envers l’homme et peu 

rémanents dans l’environnement. Les organochlorés et organophosphorés font partie des premières 

familles chimiques d’insecticides à avoir été développées et utilisées. Elles sont actuellement en 

régression. Des cas de toxicités envers la santé humaine et l’environnement ont été recensés suite à 

l’exposition à certains composés comme la chlordécone. Cet organochloré, utilisé dans la lutte contre 

le charançon du bananier dans les Antilles de 1973 à 1993, est rémanent dans les sols et les eaux. Il 



INTRODUCTION GENERALE 

33 

est suspecté d’avoir provoqué l’augmentation du nombre de cancers de la prostate dans la 

population antillaise (Multigner et al. 2010). Suite à l’impact sanitaire reconnu pour ces deux familles 

chimiques, ont émergé les pyréthrinoïdes de synthèse dans les années 1970/80 basés sur la structure 

des pyrèthres naturels. Peu persistants dans l’environnement, ils présentent l’avantage d’être moins 

toxiques pour l’homme et de posséder une plus grande efficacité envers la cible. Cependant, la 

population est exposée conjointement à l’ensemble des molécules de ces familles chimiques. Les 

effets toxiques connus pour un composé pris individuellement peuvent être synergiques ou 

potentialisés en condition de mélange (Teuschler et al. 2002).  

La description de la structure chimique, de l’exposition, de la toxicocinétique et des effets toxiques 

des pyréthrinoïdes permettra d’appréhender la place de cette famille chimique au quotidien et les 

risques associés. Par la suite, les étapes suivies pour la modélisation des données de cinétique seront 

décrites. Le développement d’une méthode analytique adéquat pour quantifier les substances 

d’intérêt sera expliqué, suivi des études de cinétique chez l’animal. Puis la modélisation des données 

de cinétique via l’élaboration des modèles PBPK sera abordée, en précisant leur place dans 

l’évaluation du risque. Enfin, les conditions in vitro optimales pour la génération de données dans le 

cas d’une extrapolation in vitro-in vivo (IVIVE) seront expliquées. La connaissance sur les 

pyréthrinoïdes dans chacun de ses domaines sera renseignée.  
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I. Evaluation du risque lié à l’exposition aux pyréthrinoïdes 

 

I.1. Caractéristiques chimiques   

Les pyréthrinoïdes sont des insecticides de synthèse issus des pyréthrines, composés naturels 

présents dans les fleurs du pyrèthre ou du chrysanthème. Ils possèdent une structure chimique 

commune : une partie acide reliée à une partie alcool par une liaison ester (Figure 1). Possédant une 

activité spontanée envers le système nerveux des insectes, les pyréthrines naturelles restent 

instables dans l’environnement. Leur utilisation dans le milieu agricole en est alors limitée. Pour y 

remédier, de nombreuses modifications de la structure chimique des pyréthrines naturelles ont été 

réalisées au fil des années. L’objectif était d’augmenter leur photostabilité, tout en gardant une 

activité insecticide importante et une faible toxicité envers l’homme. L’évolution structurale des 

pyréthrinoïdes de synthèse est présentée dans la Figure 2 (Soderlund et al. 2002). La liaison insaturée 

sur la partie alcool a été remplacée par un cycle aromatique et des groupements halogénés (chlore 

et/ou fluor) sur la partie acide ont été introduits à la place des groupements méthyles. Ces 

modifications ont permis d’augmenter la stabilité du composé dans l’environnement (perméthrine, 

bifenthrine). 

 

 

Figure 1. Représentation des six pyréthrines naturelles 
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Puis, la puissance insecticide a été accrue par l’instauration d’un groupement cyano en position 1 de 

la partie alcool, combinée à la modification successive de la nature des groupements halogénés 

(deltaméthrine, cyperméthrine, cyfluthrine…). Une première catégorisation des pyréthrinoïdes a 

alors été réalisée : les pyréthrinoïdes ne présentant pas de groupement cyano, comme la 

perméthrine, appartiennent aux pyréthrinoïdes de Type I. Le Type II désigne les pyréthrinoïdes 

possédant un groupement cyano comme la deltaméthrine (Lawrence and Casida 1982).  

La plupart des pyréthrinoïdes de synthèse ont la particularité d’exister sous forme de mélange 

regroupant de 4 à 8 isomères, comme pour la cyperméthrine. Quelques pyréthrinoïdes comme 

l’alléthrine, la deltaméthrine ou la tralométhrine existent sous une seule configuration. La chiralité de 

la molécule vient le plus souvent du groupement acide. Ce groupement possède deux carbones 

asymétriques en position 1 et 3 du groupement cyclopropane.  

 

Figure 2. Evolution structurale des pyréthrinoïdes de synthèse 

I.2. Une famille d’insecticides ubiquitaire à large utilisation 

La famille des pyréthrinoïdes a vu sa consommation augmenter ses dernières années suite aux 

restrictions d’utilisation des organochlorés et des organophosphorés (UIPP 2012). Par conséquent, 

les pyréthrinoïdes ont été de plus en plus recherchés lors des études de caractérisation des classes 

chimiques présentes dans l’environnement (air ambiant, sols, alimentation). Ce type d’études permet 

ensuite d’orienter la recherche de ces composés dans les matrices biologiques pour évaluer une 

possible imprégnation de la population à ces insecticides.  
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I.1.a. Une famille d’insecticides à utilisations multiples 

Les pyréthrinoïdes sont actuellement la famille d’insecticides la plus utilisée (InVS 2013). Leurs 

applications sont à la fois professionnelles et domestiques. Ils sont utilisés dans le milieu agricole 

(fruits et légumes, antiparasitaires pour animaux d’élevage), pour la protection des bois 

(arboriculture, scierie, traitement des meubles…), le traitement des immeubles publics (hôpitaux, 

bureaux) et des véhicules de transport (voiture, avion). Ils sont aussi présents dans les insecticides 

domestiques (logement, jardin, antiparasitaire pour animaux domestiques) et les antiparasitaires 

humains. Le logement reste à ce jour le lieu privilégié de l’utilisation de ces insecticides, à la hauteur 

de 89 % (Bouvier et al. 2005).  

I.1.b. De nombreuses sources d’exposition 

La population est exposée quotidiennement aux pyréthrinoïdes par différentes voies d’exposition  

(Figure 3)(ANSES 2010; Zartarian et al. 2012).  

La voie orale demeure la principale source d’exposition, par l’alimentation principalement, lors de 

l’ingestion de produits traités directement (fruits, légumes) ou avant transformation (viande) (Sassine 

et al. 2004). Certains résidus de pyréthrinoïdes ont été en effet détectés dans les aliments tels que 

les fruits et les céréales (Dong et al. 2008; EFSA 2013; Jardim and Caldas 2014; Melnyk et al. 2014; 

Sannino et al. 2003; Schettgen et al. 2002a). Lors d’une étude menée dans l’Union Européenne, les 

résidus en cyperméthrine ont été mesurés au-dessus de la limite maximum de résidus autorisée dans 

les aliments (poireau). La cyperméthrine était le pyréthrinoïde le plus souvent détecté (salades, 

fraises, pêches). La perméthrine, second pyréthrinoïde recherché dans cette étude, n’a été retrouvée 

que dans la viande porcine, et uniquement à l’état de traces (EFSA 2013). 

L’inhalation est une autre voie d’exposition. Les pyréthrinoïdes peuvent être présents sous forme de 

fines gouttelettes dans l’air intérieur des logements (sols, canapés) suite à l’utilisation d’aérosols ou 

de fumigènes (Berkowitz et al. 2003; Morgan 2012; Morgan et al. 2007). Ils sont aussi retrouvés dans 

l’air extérieur suite au traitement des cultures domestiques (Zhang et al. 1991) ou à l’épandage des 

cultures agricoles (Channa et al. 2012). Cependant, cette voie demeure minoritaire compte tenu de 

la faible volatilité des pyréthrinoïdes. En effet, la tension de vapeur, à 2 µPa à 20°C pour la 

perméthrine par exemple, se situe très en dessous de la limite qualifiant un composé de peu volatile 

(< 5 Pa).  

Enfin, la population peut être exposée par la voie cutanée. L’exposition peut se produire par simple 

contact avec une surface traitée ou lors de l’application de crèmes, shampoings ou sprays dans le cas 

d’un traitement curatif ou préventif antiparasitaire (Tomalik-Scharte et al. 2005). La voie cutanée 

demeure néanmoins minoritaire car la pénétration des pyréthrinoïdes à travers la peau reste difficile 

(InVS 2013; US EPA 2007).  

Ces voies d’exposition concernent la population générale, mais certaines sous-populations peuvent 

être plus exposées, selon leur âge ou leur profession. Les jeunes enfants demeurent les plus exposés 

aux pyréthrinoïdes. La voie orale est la source d’exposition privilégiée, pour plusieurs raisons. Des 

traces de pyréthrinoïdes ont été détectées dans l’alimentation pour enfants (Corcellas et al. 2012; 

Dobrinas et al. 2011; EFSA 2013). La présence fréquente des enfants sur le sol et leur contact avec les 

poussières où s’accumulent les pyréthrinoïdes (Starr et al. 2008), accompagnés du phénomène de 
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main à la bouche, accroissent l’exposition des enfants à ces composés. Certains professionnels sont 

plus largement exposés à ces insecticides comme les agriculteurs (Spencer and O'Malley 2006; Wang 

et al. 2007) ou le personnel travaillant dans les avions, lors de la désinsectisation de l’appareil (Wei et 

al. 2013). 

 

Figure 3. Présentation des différentes sources et voies d’exposition à la famille des pyréthrinoïdes (adapté de Santé 

Canada (2010)) 

I.1.c. Une population fortement exposée 

La biosurveillance au sein de matrices biologiques consiste à rechercher et mesurer des 

biomarqueurs d’exposition aux polluants. Les composés recherchés, dépendant du profil cinétique 

du polluant, correspondent soit au composé parent, soit à son ou ses métabolites. Ces derniers sont 

souvent plus stables dans l’organisme. Les méthodes de prélèvements sont de préférence non 

invasives avec des natures d’échantillons diverses (urine, méconium, cheveux, sang du cordon 

ombilical, lait maternel) (Berton et al. 2014; Corcellas et al. 2012; Corrion et al. 2005; Leng et al. 

2006). Les prélèvements sanguins sont donc peu privilégiés. Ces études sont réalisées sur un 

échantillon de la population d’un nombre assez important pour être représentatif de la catégorie 

étudiée. Le type de population choisi dépend de l’objectif de l’étude. Un échantillon de la population 

générale ou d’une sous-population choisie selon leur âge (enfant), leur état physiologique (femmes 

enceintes) ou leur habitat (urbain ou rural) peut être étudié. Ce type d’études de biosurveillance n’a 

cessé d’augmenter ces dernières années, détectant de plus en plus de polluants. Cependant, ces 

résultats sont à mettre en regard des avancées technologiques dans le domaine de la chimie 

analytique, permettant de détecter des concentrations en composés toujours plus basses. Les études 

de biosurveillance étant des études lourdes et longues, il est nécessaire d’intégrer la recherche d’un 

plus grand nombre de familles chimiques dans une étude afin d’être le plus exhaustif. 

Compte tenu du profil cinétique des pyréthrinoïdes, les métabolites et les composés parents servent 

de biomarqueurs d’exposition respectivement dans les urines et le sang, et les fèces et les cheveux. 

L’imprégnation de la population reste le plus souvent évaluée par la quantification de métabolites 

des pyréthrinoïdes, essentiellement dans les urines. Les métabolites recherchés sont au nombre de 

cinq : l’acide 3-phénoxybenzoïque (3-PBA), les acides cis- et trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-diméthyl 

cyclopropane carboxylique (cis-DCCA et trans-DCCA), l’acide 4-fluoro-3-phénoxybenzoïque (F-PBA), 

l’acide 3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-diméthyl cyclopropane carboxylique (DBCA).  
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Figure 4. Pyréthrinoïdes et leurs métabolites associés. Les métabolites en bleu sont ceux recherchés lors des études de 

biosurveillance (adapté d’Ueyama et al. (2010b)) 

Ces métabolites étant parfois communs à plusieurs pyréthrinoïdes, en particulier le 3-PBA, les 

résultats des études de biosurveillance seront le reflet d’une exposition globale aux pyréthrinoïdes et 

non à un pyréthrinoïde spécifique (Figure 4) (InVS 2013; Ueyama et al. 2010b).  

Une étude menée par l’Institut de Veille Sanitaire (InVS 2013) dans le cadre de l’étude nationale 

nutrition santé (ENNS) en 2006 a permis de montrer la présence des biomarqueurs d’exposition aux 

pyréthrinoïdes dans les urines  d’un échantillon de la population française âgée de 18 à 74 ans et non 

exposée professionnellement (Figure 5). Commun à de nombreux pyréthrinoïdes, le 3-PBA est 

quantifié en grande quantité. La concentration en 3-PBA est deux fois plus forte que celles en trans-

DCCA et en DBCA, elles-mêmes supérieures à celle en cis-DCCA. La médiane des concentrations en F-

PBA était en dessous de la limite de quantification (0,1 µg/L). Ce métabolite n’est spécifique qu’à la 

cyfluthrine. Les valeurs des concentrations en DBCA sont similaires à celles en trans-DCCA. Le DBCA 

est spécifique d’une exposition à la deltaméthrine tandis que le trans-DCCA est un métabolite 

commun à la cyfluthrine, la cyperméthrine et la perméthrine.  

La mise en perspective de ces résultats avec ceux obtenus dans d’autres pays permet de comparer le 

niveau d’exposition de la population française.  Les habitudes alimentaires, agricoles et sanitaires 

pouvant néanmoins varier d’un pays à l’autre. Les résultats présentés dans le Tableau 1 

correspondent à des études menées sur un échantillon important d’adultes non exposés 

volontairement aux pyréthrinoïdes, représentatif de la population du pays concerné.  

 

Figure 5. Distribution des concentrations en métabolites de pyréthrinoïdes dosés dans les urines d’un échantillon 

(n = 396) d’une population adulte (18-74 ans) considérée comme non exposée aux pyréthrinoïdes (InVS 2013) 
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Tableau 1. Valeur médiane (95
ème

 percentile) des concentrations urinaires (µg/L) en les métabolites 3-PBA, cis-DCCA, 

trans-DCCA, DBCA et F-PBA d’un échantillon de la population adulte française, allemande, canadienne, américaine et 

japonaise 

 
Références 

Concentrations (µg/L) 

 3-PBA Cis-DCCA Trans-DCCA DBCA F-PBA 

France  
(n = 396) 

InVS (2013) 
Etude ENNS 

0,65 (4,36) 0,13 (1,42) 0,31 (3,85) 0,36 (2,33) < 0,03
°
 (0,82) 

Allemagne  
(n = 211) 

Egerer et al.(2004) 0,04 (0,51) < 0,03
°
 (0,16) < 0,03

*
 (0,37) < 0,02

*
 (0,14) < 0,02

*
 (0,14) 

Canada  
(n = 5431  
à 5457) 

Santé Canada (2010) 
Etude ECMS 

0,23 (2,96) 0,07 (0,94) 0,17 (2,53) < 0,006
°
 (0,07) < 0,008

°
 (0,08) 

Etats-Unis 
(n = 1128) 

Barr et al. (2010) 
Etude NHANES 

0,27 (3,25) < 0,1
°
 (0,96) < 0,4

°
 (2,56) < 0,1

°
 (< 0,1) < 0,2

°
 (< 0,2) 

Japon  
(n = 448) 

Ueyama et al. (2010b) 0,29 (1,96) - - - - 

ENNS : étude nationale nutrition santé, ECMS : enquête canadienne sur la mesure de la santé, NHANES : étude nationale sur 

la santé et la nutrition, * : valeur de la limite de quantification,  ° : valeur de la limite de détection 

Dans chaque étude, les métabolites recherchés sont détectés, hormis pour le F-PBA. La France 

présente la plus forte concentration en 3-PBA, à un niveau deux à trois fois plus élevé que celui du 

Japon, des Etats-Unis et du Canada. Par ailleurs, toutes populations confondues, les concentrations 

en 3-PBA sont supérieures à celles en trans-DCCA, supérieures à celles en cis-DCCA, elles-mêmes 

supérieures à celles en DBCA et F-PBA. Une exception est à souligner pour la population française. 

Les concentrations en DBCA sont très importantes, alors que ce composé n’est pas détecté au sein 

des populations des autres pays. En Allemagne, deuxième pays européen consommateur de 

pesticides, la population semble être la moins exposée aux pyréthrinoïdes. La population française, 

avec les plus fortes concentrations en métabolites, en est la plus imprégnée. D’autres études de 

biosurveillance dosant les métabolites des pyréthrinoïdes dans les urines ont été réalisées dans la 

population adulte allemande (Heudorf and Angerer 2001; Heudorf et al. 2004; Heudorf et al. 2006; 

Leng et al. 2006), canadienne (Couture et al. 2009; Fortin et al. 2008a), américaine (Berkowitz et al. 

2003; Lu et al. 2006; Trunnelle et al. 2014) et française (Le Grand et al. 2012). Les résultats obtenus 

concordent pour la plupart avec les données présentées dans le Tableau 1.  

Concernant l’imprégnation des jeunes enfants, plus sensibles et supposés plus exposés aux 

pyréthrinoïdes, des études allemandes et américaines ont été menées sur des enfants âgés 

respectivement entre 3-14 ans et 6-11 ans. Leur niveau d’exposition était globalement plus 

important que celui de la population adulte. La concentration médiane en 3-PBA chez les enfants 

était en Allemagne de 0,43 µg/L, soit 10 fois plus importante que celle de la population adulte (FEA 

2008) et aux Etats-Unis, de 0,33 µg/L, légèrement supérieure à celle chez l’adulte (Barr et al. 2010; 

Egeghy et al. 2011). Actuellement des études chez l’enfant sont en cours en France (projet ELFE, 

étude longitudinale française depuis l’enfance) mais aucun résultat n’a encore été publié sur les 

pyréthrinoïdes. Une étude menée aux Philippines a consisté à rechercher certains pyréthrinoïdes 

dans les cheveux d’enfants âgés de 2, 4 et 6 ans. La transfluthrine, la bioalléthrine étaient détectés 

chez l’enfant dès l’âge de 2 ans. Ces deux pyréthrinoïdes, la cyfluthrine et la cyperméthrine, étaient 

détectés en concentration importante chez l’enfant âgé de 4 ans, avec des moyennes respectives de 

108 ng/g, 271 ng/g, 361 ng/g et 537 ng/g (Ostrea et al. 2014). 
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Récemment, l’exposition à un niveau plus précoce du développement (fœtus) a été évaluée (Berton 

et al. 2014; Ostrea et al. 2012). Le sang du cordon ombilical et le méconium, premières selles du 

nouveau-né, étaient alors prélevés et isolés. Dans l’étude menée sur des nouveaux nés picards, les 

composés parents (deltaméthrine, cyfluthrine et cyperméthrine) et le métabolite DCCA ont été 

recherchés. La deltaméthrine n’a pas été détecté, tandis que les valeurs moyennes pour la 

cyfluthrine et la cyperméthrine étaient respectivement de 424 ng/g et 188 ng/g. Le DCCA a été 

retrouvé à la concentration de 22 ng/g (Berton et al. 2014).  

 

I.2. La toxicocinétique in vivo des pyréthrinoïdes 

La toxicocinétique s’attache à décrire et comprendre le devenir de la molécule au sein de 

l’organisme. La molécule va être absorbée, atteindre la circulation sanguine, être distribuée au sein 

des organes et transformée en métabolites par des enzymes. La molécule parente et les métabolites 

sont ensuite excrétés via les fèces ou les urines. L’ensemble de ces étapes correspondent au 

processus d’absorption, distribution, métabolisme et excrétion (ADME) de la molécule. La 

toxicocinétique des pyréthrinoïdes a pu être caractérisée aux cours des études menées chez le rat sur 

deux composés: la deltaméthrine (Godin et al. 2010; Kim et al. 2008; Kim et al. 2010; Mirfazaelian et 

al. 2006; Tornero-Velez et al. 2010) et la perméthrine (Anadon et al. 1991; Elliott et al. 1973; 

Gaughan et al. 1977; Gray and Rickard 1982; Starr et al. 2014; Tornero-Velez et al. 2012). Le profil 

cinétique des pyréthrinoïdes en général sera présenté ci-dessous. 

Suite à une exposition par voie orale, l’absorption des pyréthrinoïdes est faible chez le rat, avec une 

biodisponibilité entre 18-28 % (deltaméthrine) (Godin et al. 2010; Kim et al. 2008) et 61 % 

(perméthrine) (Anadon et al. 1991). L’absorption des pyréthrinoïdes est rapide, avec un pic de 

concentration dans le sang 1 à 2 h après l’administration. Une étude chez l’homme a permis de 

souligner la différence du niveau d’absorption entre la voie cutanée et orale pour la perméthrine 

(Woollen et al. 1992). A partir des concentrations urinaires en DCCA, l’absorption de la perméthrine 

est estimée à 1 % de la dose au niveau cutané, et de 35 à 60 % lors d’une ingestion orale. 

Par leur caractère lipophile, les pyréthrinoïdes s’accumulent dans les organes, en particulier les 

graisses, la peau et les muscles (Gaughan et al. 1977; Kim et al. 2008). Le pic de concentration en 

pyréthrinoïde dans les graisses se situe 6 h à 12 h après l’ingestion. Pour les autres organes comme le 

cerveau, le foie et les reins, le profil cinétique des pyréthrinoïdes est similaire à celui observé dans le 

sang.  

Les pyréthrinoïdes sont métabolisés au niveau de la muqueuse intestinale, du foie et du sang. Ce 

dernier site est une particularité du rat. Les carboxylestérases (CE), une des familles d’enzymes 

impliqués dans le métabolisme des pyréthrinoïdes, sont présents dans le sang uniquement au sein de 

cette espèce (Li et al. 2005; Satoh and Hosokawa 2010). La distribution du pyréthrinoïde dans les 

différentes phases du sang (globules rouges, plasma) a été étudiée sur la deltaméthrine. Celle-ci a été 

retrouvée très majoritairement dans le plasma (83 %) (Kim et al. 2008).  

Le métabolisme des pyréthrinoïdes est rapide avec une demie vie inférieure à 2 h dans le sang et le 

foie (Starr et al., 2012). Cependant, selon l’isomérie de la molécule, le temps de résidence dans 

l’organisme peut varier. Pour la perméthrine, l’isomère cis est plus persistant que l’isomère trans, 

d’un facteur de 2 à 16 au niveau du sang et des tissus (Tornero-Velez et al. 2010).  
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Figure 6. Représentation de l’ensemble des voies métaboliques empruntées par la cis- et trans-perméthrine chez les 

mammifères (Gaughan et al. 1977) 

Les pyréthrinoïdes vont être détoxifiés par hydrolyse et oxydation entrainant la formation de 

nombreux métabolites inactifs, dont ceux recherchés couramment dans les campagnes de 

biosurveillance. Ceux-ci peuvent rester sous forme libre ou être conjugués à des groupements sulfate 

ou glucuronide (Elliott et al. 1973; Gaughan et al. 1977).  

L’étude menée sur des isomères de la perméthrine par Gaughan et al. (1977) a permis de 

comprendre le devenir des pyréthrinoïdes chez les mammifères (Figure 6). L’étude a consisté à suivre 

l’évolution des isomères de la perméthrine chez le rat exposé oralement. Le radiomarquage sur la 

partie acide ou sur la partie alcool de la molécule a permis d’étudier la formation des métabolites. La 

radioactivité dans les organes, ainsi que dans les sites d’excrétion (urine et fèces), a été quantifiée 

après 24 h, puis au 12ème jour après l’exposition. Après 24 h, la moitié de la radioactivité était 

retrouvée sur les sites d’excrétion. La moitié des composés parents et des métabolites était donc 

éliminée au bout d’une journée. Après 12 jours, la radioactivité était plus intense dans les urines 

suite à l’absorption de trans-perméthrine. Pour l’isomère cis, elle était aussi intense dans les urines 

que dans les fèces (Tableau 2). Les sites d’élimination des composés parents et des métabolites 

dépendent ainsi de l’isomérie de la molécule. 

Une étude plus approfondie a été réalisée sur la radioactivité retrouvée à 24 h sur les sites 

d’excrétion, pour discriminer les composés parents des métabolites (Tableau 3). Les dérivés de 

l’isomère cis sont les seuls composés parents à avoir été retrouvés dans les fèces. Les formes 

majoritaires étaient la cis-perméthrine non oxydée et la 4’-OH, trans-OH-perméthrine (4’-OH, trans-

OH-per). Quel que soit l’isomère, le DCCA était majoritairement présent dans les urines (forme 

glucuronidée essentiellement) avec une faible présence dans les fèces. Les formes libres et 

conjuguées de l’acide 4’-OH-phénoxybenzoïque-sulfate (4’-OH-PBA-sulfate) et du 3-PBA ont été 

retrouvées uniquement dans les urines, dans un rapport 2 : 1. La proportion de métabolites DCCA et 

3-PBA de la trans-perméthrine par rapport à ceux de la cis-perméthrine était respectivement 3 fois et 

1,5 fois plus importante. 
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Tableau 2. Pourcentage de radioactivité retrouvé dans les urines et les fèces après l’administration des formes séparées 

(1RS) trans-perméthrine et (1RS) cis-perméthrine chez le rat (Gaughan et al. 1977) 

 Radiomarquage de la partie acide Radiomarquage de la partie alcool 

 Trans-perméthrine Cis-perméthrine Trans-perméthrine Cis-perméthrine 

Urine     

0 - 1
er

 jour 57 34 74 44 

1
er

 - 12
ème

 jour 25 20 5 8 

Fèces     

0 - 1
er

 jour 9 27 12 26 

1
er

 - 12
ème

 jour 5 15 2 18 

Total  
(0 - 12

ème
 jour) 

 
96 

 
96 

 
93 

 
96 

 

Tableau 3. Pourcentage de radioactivité dans les urines et les fèces à 24 h en composés parents et métabolites après 

l’administration orale des formes séparées (1RS) trans-perméthrine et (1RS) cis-perméthrine chez le rat (Gaughan et al. 

1977) 

 Radiomarquage de la partie acide Radiomarquage de la partie alcool 

 Trans-perméthrine Cis-perméthrine Trans-perméthrine Cis-perméthrine 

 Urine Fèces Urine Fèces Urine Fèces Urine Fèces 

Perméthrine 0 2,8 0 6,7 0 5,3 0 7,3 

2’-OH-per 0 0 0 0,5 0 0 0 0,9 

4’-OH-per 0 0 0 2,7 0 0 0 2,4 

4’-OH, trans-OH-per 0 0 0 3,9 0 0 0 3,8 

DCCA 47,5 2,7 14,5 0,5 - - - - 

OH-DCCA 2,7 1,6 11,8 3,8 - - - - 

3-PBA - - - - 29,3 1,5 10,1 0 

2’-OH-PBA-sulfate - - - - 0 0 2,9 0 

4’-OH-PBA-sulfate - - - - 42,8 0 29,3 0 

Total  50,2 7,1 26,3 18,1 72,1 6,8 42,3 14,4 

Chez l’homme, des rapports différents entre les concentrations urinaires en métabolites ont été 

observés selon la voie d’exposition. Suite à une exposition orale à la cyperméthrine, la proportion de 

concentration en DCCA par rapport à la somme des concentrations en 3-PBA et 4’-OH-PBA est 

identique. Suite à une exposition cutanée, les concentrations en formes phénoxy sont supérieures à 

celles en DCCA (Woollen et al. 1992). Pour la perméthrine, le ratio (1 : 1,2) entre les concentrations 

urinaires des formes trans- et cis-DCCA indique une exposition cutanée et le rapport (2 : 1) une 

exposition orale (Eadsforth and Baldwin 1983). Chez l’homme, l’élimination du DCCA s’effectue 

majoritairement dans les 24 premières heures et est complète au bout de 168 h. La quantité de 4’-

OH-PBA formée est moins importante chez l’homme que chez le rat. 

Ces études sur les pyréthrinoïdes ont permis d’évaluer d'autres points de cinétique. Aux doses 

étudiées, la distribution des pyréthrinoïdes a été qualifiée de dose-dépendante contrairement à la 

vitesse d’élimination (Kim et al. 2008). La cinétique de la deltaméthrine étudiée à différents stades 
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de développement du rat confirme une activité métabolique plus faible chez le jeune rat (Kim et al. 

2010).  

Les pyréthrinoïdes et leurs métabolites ont le plus souvent été étudiés séparément (Ueyama et al. 

2010a), hormis les études d’Anadon (1991) et de Gaughan (1977) dont l’objectif était de comprendre 

le métabolisme de la perméthrine. L’étude d’Ueyama et al. (2010a) a consisté à injecter par voie 

intraveineuse du 3-PBA chez le rat. L’élimination du composé au niveau du sang s’est avérée 

biphasique, avec respectivement une demi-vie de 0,01 h et 1,5 h. Récemment, la cinétique des 

pyréthrinoïdes et de leurs métabolites couramment dosés dans les études de biosurveillance (3-PBA 

et le cis et trans-DCCA) a été caractérisée dans le sang et le cerveau chez le rat (Starr et al. 2014). Les 

métabolites possédant un groupe cyclopropane (DCCA par exemple) sont plus persistants dans le 

cerveau et dans le sang que ceux présentant un groupe phénoxy (3-PBA). Les métabolites dérivés du 

3-PBA ont cependant une demi-vie plus grande que les composés parents. L’hypothèse d’une 

diffusion des métabolites dans le cerveau a été avancée puisque les concentrations en métabolites 

étaient supérieures à celles des parents dans le cerveau, mais inférieures dans le sang.  

 

I.3. Des effets toxiques neuronaux et hormonaux recensés  

I.3.a. Un mécanisme d’action basé sur la modification de la transmission 

nerveuse chez l’insecte 

Les pyréthrinoïdes agissent sur la transmission de l’influx nerveux chez l’insecte, au niveau des 

canaux sodium voltage dépendant (Figure 7). Lors de la transmission du message nerveux en 

condition basale, les canaux sodium permettent de dépolariser la membrane des cellules (neurones), 

habituellement maintenue un potentiel d’action de – 70 mV. La dépolarisation de la membrane va 

permettre l’ouverture des canaux sodium (état « ouvert ») et l’entrée d’ions dans la cellule. Les 

canaux passent ensuite à l’état « inactivé » (imperméables aux ions mais encore activables) et 

« inactivé-fermé » (imperméables aux ions et inactivables) pour enfin atteindre un état de « repos-

fermé». Cette dernière étape est essentielle pour limiter les flux d’ions et la durée de la 

dépolarisation avant la réouverture. 

Lors d’une exposition aux pyréthrinoïdes, pendant la phase de dépolarisation, la membrane va 

s’hyperpolariser par rapport à la situation physiologique. Le temps d’ouverture des canaux va être 

augmenté, ainsi que le passage d’ions (Ray and Forshaw 2000; Shafer et al. 2005). Les pyréthrinoïdes 

de Type I vont provoquer la génération de plusieurs potentiels d’action identiques lors d’une seule 

dépolarisation. Les pyréthrinoïdes de Type II vont entraîner une dépolarisation encore plus forte de 

la membrane que celle obtenue avec les pyréthrinoïdes de Type I. Plusieurs potentiels d’action à 

amplitudes différentes seront cette fois-ci générés. Ces modifications provoquent au niveau 

physiologique une hyperexcitabilité.  

Les canaux sodium sont les plus impliqués dans l’apparition des signes de toxicité, mais récemment la 

participation d’autres réseaux (glutamatergique, très abondant au niveau du système nerveux) a 

aussi été identifiée (Shafer et al. 2008; Soderlund et al. 2002). 
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Figure 7. Modification de la polarisation de la membrane et de la génération du potentiel d’action à l’état basal et suite à 

une exposition aux pyréthrinoïdes (adapté de Shafer et al.(2005)) 

I.3.b. Des effets toxiques recensés chez les mammifères 

La présence des signes de toxicité chez les mammifères est directement corrélée à la dose et la voie 

d’exposition. Les valeurs des concentrations en composé provoquant la mort de 50 % d’une 

population d’étude (DL50) peuvent varier selon la nature du solvant (aqueux ou lipophile) utilisé pour 

dissoudre la molécule. Chez le rat, la DL50 de la deltaméthrine passe de 95 mg/kg à plus de 

5 000 mg/kg selon que la molécule soit dissoute dans de l’huile de maïs ou dans de l’eau (Soderlund 

et al. 2002). L’apparition des signes de toxicité dépend aussi du temps de présence du pyréthrinoïde 

dans l’organisme. La vitesse de transformation des pyréthrinoïdes dépendra de l’activité des 

enzymes impliquées dans leur métabolisme et de leur structure chimique. Par exemple, un 

pyréthrinoïde restera plus longtemps dans l’organisme d’un jeune animal, où l’activité enzymatique 

n’est pas encore mature (Cantalamessa 1993; Kim et al. 2010). Les pyréthrinoïdes présentant la 

configuration (1R)-cis plutôt que (1R)-trans ou le carbone portant le groupement alpha cyano en 

configuration (R) au lieu de (S) seront plus stables, entraînant une plus forte toxicité (Lawrence and 

Casida 1982). Enfin, l’exposition aux pyréthrinoïdes conjointe à d’autres composés peut diminuer 

leur vitesse de métabolisation. C’est le cas des organophosphorés, inhibiteurs d’estérases, famille 

d’enzymes impliquées dans le métabolisme des pyréthrinoïdes (He et al. 1989). L’ensemble des 

études de toxicité menées sur les pyréthrinoïdes est décrit par Bradberry et al. (2005), Burns et al. 

(2013), Gray et Soderlund (1985) et Miyamoto (1976). 

Tableau 4. Toxicité aiguë intracérébrale (DL 50) en différents pyréthrinoïdes chez la souris  

Pyréthrinoïdes 
Groupement 

halogénés 
Isomères 

Groupement 
cyano 

DL 50 
(µg/g cerveau) 

Perméthrine  Cl trans Non > 860 

Perméthrine Cl cis Non 11 

Cyperméthrine Cl trans Oui (S) 1,6 

Cyperméthrine Cl cis Oui (S) 0,6 

Deltaméthrine Br cis Oui (S) 0,5 

Na+ Na+ Na+

Intracellulaire

Extracellulaire

Etat du canal

Repos
Fermé

Ouvert Inactivé Inactivé
Fermé

Repos
Fermé

Repos
Fermé

Ouvert Inactivé Ouvert Repos
Fermé

Etat basal Modifications dues aux pyréthrinoïdes

Niveau cellulaire Dépolarisation 
membranaire

Courant 
sodium

Potentiel 
d’action

Dépolarisation 
membranaire

Courant 
sodium

Potentiel 
d’action

Type I Type II
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I.3.b.i. Toxicité neuronale 

Par leur mécanisme d’action, les pyréthrinoïdes provoquent à fortes doses des effets toxiques sur le 

système nerveux central. L’évaluation de la toxicité neuronale se base sur les aspects 

comportementaux de l’animal comme l’activité motrice, la coordination des gestes, la réponse 

neuromusculaire, les tremblements mais aussi sur les sens comme la sensibilité acoustique, 

l’apprentissage, la mémoire, les réponses sensorielles…. (Wolansky and Harrill 2008). Dans les cas 

d’une exposition aiguë, ces paramètres seront évalués avant le traitement, au temps où l’effet est 

maximal, puis 7 et 14 jours après l’exposition (Soderlund et al. 2002). 

Chez l’animal, deux types de syndrome, avec un mécanisme d’action différent, peuvent apparaître 

suite à une forte exposition aux pyréthrinoïdes. La description du syndrome T (Tremblements) et du 

syndrome CS (Choréoathétose) se base sur le comportement du mammifère suite à une exposition 

(Tableau 5). Leur nature et leur importance dépendent du pyréthrinoïde et de la dose à laquelle 

l’animal est exposé (Breckenridge et al. 2009; Verschoyle and Aldridge 1980). L’association de cette 

classification basée sur le type d’effets toxiques provoqués (Verschoyle and Aldridge 1980) à celle 

établie selon la structure chimique des pyréthrinoïdes (Lawrence and Casida 1982) permet d’établir 

une classification générale : la survenu du syndrome T fait suite à une exposition aux pyréthrinoïdes 

de Type I (sans groupement cyano) et le syndrome CS à une exposition à ceux de Type II (avec un 

groupement cyano). Cette classification peut comporter cependant quelques exceptions. L’ensemble 

des études de neurotoxicité est détaillé par Wolansky et al. (2008). 

L’expression de la toxicité neuronale a toujours été étudiée dans le cas d’une exposition à un seul 

pyréthrinoïde. Une étude récente a consisté à exposer des rats mâles à un mélange de 

pyréthrinoïdes, se voulant représentatif d’une exposition chez l’homme (Starr et al. 2012). Deux 

doses ont été réalisées : 11,2 mg/kg et 27,4 mg/kg. Cette dernière contenait 7,9 mg/kg de 

cyperméthrine, 0,9 mg/kg de deltaméthrine, 0,7 mg/kg d’esfenvalérate, 5,7 mg/kg de cis-

perméthrine, 8,6 mg/kg de trans-perméthrine et 3,5 mg/kg de β-cyfluthrine.  

Tableau 5. Classification simplifiée des pyréthrinoïdes selon leur structure et les effets toxiques provoqués chez l’animal 

 Signes Pyréthrinoïdes 

Syndrome T 
(Tremblements) 

Agressivité 
Augmentation de la sensibilité aux stimuli 
Tremblements légers 
Prostration 
Hyperthermie 

Type I  
(sans groupement cyano) 

Syndrome CS 
(Choréoathétose) 

Coup de patte 
Action de creuser 
Salivation abondante 
Mouvements  
   Involontaires 
   non coordonnés 
   brusques 
   réguliers 
Attaque clonique 
Hypothermie 

Type II 
(groupement cyano) 
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A ces deux doses, les signes de toxicité étaient modérés : alternance de repos et de mouvements non 

locomoteurs (grattements) et légère secousse du corps. Aucun signe de toxicité caractéristique d’une 

forte exposition aux pyréthrinoïdes comme l’hypersalivation et le tremblement du corps entier n’a 

été observé. Une diminution de l’activité motrice de l’animal exposé par rapport au groupe contrôle 

a été observée, expliquée par l’additivité des doses. Une relation dose-réponse linéaire a été établie 

entre les concentrations en pyréthrinoïdes dans le cerveau et les activités motrices.  

Chez l’homme, les signes d’intoxication aux pyréthrinoïdes ont été recensés lors d’expositions 

professionnelles (vaporisation des cultures ou utilisation au laboratoire), accidentelles ou volontaires 

(suicide). Les signes diffèrent selon la voie d’exposition. Des sensations anormales au visage 

(picotements, brûlures) apparaissent 30 min à 3 h après une exposition cutanée professionnelle ou 

accidentelle à certains pyréthrinoïdes (cyperméthrine, perméthrine, fenvalerate ou fenpropathrine). 

Ces signes disparaissent dans un délai maximum d’un jour. Même si elle est imprécise, la dose 

d’exposition demeure faible. En effet, l’exposition cutanée est due le plus souvent à des projections, 

reçues par exemple lors du nettoyage de cuves contenant des solutions à base de pyréthrinoïdes  (He 

et al. 1989; Lequesne et al. 1981). Lors de suicides, les signes de toxicité observés étaient similaires 

lors d’une ingestion à très forte dose de deltaméthrine (5 à 500 mL d’une émulsion à 2,5 %), 

fenvalerate (10 à 500 mL d’une émulsion à 20 %) ou cyperméthrine (10 à 70 mL d’une émulsion à 

10 %). Ils correspondaient à des vertiges, maux de têtes et problèmes digestifs (nausée, 

vomissement). Paresthésie, palpitation, oppression thoracique étaient plus rares (He et al. 1989). 

Dans des cas de suicide par ingestion de perméthrine (600 mL d’une émulsion à 20 %), les signes de 

toxicité au niveau du tractus gastro-intestinal étaient similaires. Certaines perturbations au niveau du 

système nerveux central (coma, convulsions) ont été aussi recensées (Gotoh et al. 1998; Yang et al. 

2002). 

I.3.b.ii. Perturbation hormonale 

Aux différents stades de développement (maturant et adulte), des effets sur la reproduction chez le 

rat et la souris mâle ont été observés suite à une exposition chronique par voie orale aux 

pyréthrinoïdes (cyperméthrine/perméthrine) (Tableau 6). De manière générale, aux plus fortes 

concentrations d’exposition, ont été recensées une modification histologique des testicules, une 

diminution dans le sérum de la concentration en testostérone et en hormone lutéinisante (LH) 

(impliquée dans la synthèse de la testostérone) ainsi qu’une décroissance de la production 

journalière de spermatozoïdes (Elbetieha et al. 2001; Jin et al. 2012; Zhang et al. 2008). Des 

perturbations de l’expression de certains gènes reliés à la synthèse de la testostérone ont été aussi 

observées. Dans des expériences d’accouplement, il a été conclu à une diminution de la fertilité chez 

les mâles exposés à la plus forte dose en cyperméthrine. Cela fait suite à l’observation d’une 

diminution du nombre d’implantations chez les femelles et du nombre de fœtus viables (Elbetieha et 

al. 2001). Par ailleurs, une étude a consisté à faire ingérer à des nouveau-nés mâles de la 

cyperméthrine via le lait maternel des femelles souris exposées. Une diminution du poids des 

testicules, une décroissance des couches de cellules impliquées dans la spermatogénèse et une 

augmentation du diamètre des tubes séminifères ont été observées. Si certaines modifications 

disparaissent une fois l’âge adulte atteint, la diminution du nombre de spermatozoïdes et du poids 

des testicules reste irréversible (Wang et al. 2011). Les études menées sur les différents isomères de 

la perméthrine ont confirmées que le niveau de toxicité était dépendant de la configuration de la 
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molécule. En effet les modifications hormonales n’apparaissaient qu’à la suite d’une exposition à la 

cis-perméthrine (Jin et al. 2012; Zhang et al. 2008). 

Chez l’homme, certaines perturbations physiologiques, souvent liées à la reproduction, ont été 

associées à la présence de métabolites des pyréthrinoïdes dans les urines. L’attribution de ces signes 

de toxicité à une imprégnation aux pyréthrinoïdes doit cependant être faite avec précaution. La 

population est en effet exposée simultanément à une multitude de polluants. Les résultats observés 

chez l’homme corroborent les observations faites chez l’animal mâle lors d’une exposition 

chronique : modification de la qualité du sperme, aneuploïdie des spermatozoïdes, diminution de 

leur nombre, de leur motilité et modification de leur ADN (Imai et al. 2014; Meeker et al. 2008; 

Young et al. 2013). Une modification des taux en LH et en hormones thyroïdiennes T3, T4 et 

thyréostimuline a aussi été diagnostiquée (Han et al. 2008; Meeker et al. 2006, 2009). 

Tableau 6. Etudes menées sur la souris et le rat pour évaluer la toxicité sur la reproduction suite à une exposition aux 

pyréthrinoïdes 

Etudes Molécules Espèces Ages 
Dose 

(par jour) 
Temps 

d’exposition 

Elbetieha et al. 
(2001) 

Cyperméthrine Rat mâle 80-90 jours 13,15 mg 
18,93 mg 
39,66 mg 

12 semaines 

Jin et al. 
(2012) 

4 isomères séparés 
de la perméthrine 

Souris mâle 3 semaines 0 mg/kg 
25 mg/kg 
50 mg/kg 
75 mg/kg 

100 mg/kg 

3 semaines 

Wang et al.  
(2011) 

Cyperméthrine Souris : 
- Femelles allaitantes 
- Nouveau-nés mâles 

Femelles exposées 
allaitant leurs 
nouveau-nés 

25 mg/kg 21 jours 

Zhang et al.  
(2007) 

Cis- Perméthrine Souris mâle 8 semaines 0 mg/kg 
35 mg/kg 
70 mg/kg 

6 semaines 

Zhang et al.  
(2008) 

Cis-perméthrine 
Trans-perméthrine 

Souris mâle 8 semaines 70 mg/kg 6 semaines 

I.3.b.iii. Autres signes de toxicité 

Des modifications histologiques et métabonomiques hépatiques et rénales ont été notées, pouvant 

être considérées comme de nouveaux marqueurs d’exposition aux pyréthrinoïdes (Bhushan et al. 

2013; Liang et al. 2013). L’étude a consisté à exposer des rats quotidiennement pendant 60 jours à la 

perméthrine ou à la deltaméthrine à la dose orale respective de 12 et 75 mg/kg/j et 1,02 et 

6,4 mg/kg/j. Des modifications au niveau urinaire et sérologique de certains composés organiques et 

sels confirmaient la présence de lésions rénales et hépatiques. Aucun effet carcinogène au niveau 

chronique n’a été recensé (Ishmael and Litchfield 1988).  
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I.4. Place de la perméthrine parmi les pyréthrinoïdes 

Les études de biosurveillance, de cinétique et de toxicité sur les pyréthrinoïdes associées à la 

compréhension de leur structure chimique ont permis de souligner les caractéristiques de certains 

pyréthrinoïdes, dont la deltaméthrine, la perméthrine et la cyperméthrine.  

La deltaméthrine est un composé fortement toxique, avec une DL 50 de 95 mg/kg par voie orale chez 

le rat mâle. A contrario la perméthrine et la cyperméthrine ont dans les mêmes conditions 

expérimentales une DL 50 respective de 1 200 et 297 mg/kg (Soderlund et al. 2002). 

Au niveau structural, la deltaméthrine présente l’avantage de ne posséder qu’une seule 

configuration chimique, rendant la caractérisation de sa cinétique plus aisée. C’est sans doute la 

raison pour laquelle le nombre et le contenu des études sur la deltaméthrine sont plus importants et 

plus poussés que pour les autres pyréthrinoïdes. Les autres pyréthrinoïdes présentent plusieurs 

configurations chimiques, de quatre isomères pour la perméthrine jusqu’à huit isomères pour la 

cyperméthrine. Les isomères d’un même composé peuvent être étudiés en mélange mais 

l’interprétation des données, en particulier au niveau des effets, sera plus difficile. Ils peuvent aussi 

être étudiés de manière individuelle ce qui alourdira d’autant le plan expérimental.  

Les résultats des études de quantification des polluants dans l’environnement ont montré une forte 

présence de cyperméthrine ou encore de perméthrine et non de deltaméthrine. Les pyréthrinoïdes 

sont les insecticides le plus souvent utilisés dans le traitement des logements et la perméthrine y est 

le plus souvent retrouvée. Cette molécule est aussi présente dans les produits pour le traitement des 

jardins (Stout et al. 2009). 

Même si la toxicité aiguë de la cyperméthrine et la perméthrine s’avère plus faible que celle de la 

deltaméthrine, les effets dus à une exposition quotidienne peuvent être préoccupants. A partir de 

l’ensemble de ces données, la perméthrine semble un bon compromis entre une toxicité suspectée 

et des plans d’expériences faisables au vu du nombre de ses isomères. Il existe quatre 

stéréoisomères de la perméthrine : deux isomères présentant la configuration cis (1R/1S ; 3R/3S) et 

deux autres présentant la configuration trans (1R/1S ; 3S/3R) (Figure 8). La perméthrine est plus 

souvent décrite et étudiée sous ses configurations cis et trans, les quatre stéréoisomères de la 

perméthrine étant rarement différenciés. La perméthrine est un pyréthrinoïde de Type I, provoquant 

une augmentation de la sensibilité aux stimuli (Syndrome T), une salivation excessive, des crises 

cloniques et un mouvement anormal des membres supérieurs (Syndrome CS).  

 

Figure 8. Les quatre stéréoisomères de la perméthrine 
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II. Génération et modélisation de données de cinétique in 

vivo 

La modélisation des données de cinétique via les modèles PBPK permet d’approfondir la 

compréhension de la cinétique de la molécule. La qualité de la valeur des paramètres estimés lors de 

la modélisation va dépendre en partie de la qualité des données générées. Une attention particulière 

envers le plan d’expériences et le traitement des données doit être faite.  

 

II.1. Démarche du développement d’une méthode analytique 

La quantification des composés recherchés dans les matrices étudiées est le socle de toute étude de 

cinétique. La qualité des données générées dépend en grande partie des performances de la 

méthode analytique mise au point. Le développement de la méthode analytique peut se décomposer 

en deux parties : la mise au point et l’évaluation de la méthode. 

II.1.a. Mise au point d’une méthode analytique 

Le choix des techniques d’analyse utilisées dépend des propriétés physico-chimiques des molécules 

recherchées (polarité, volatilité, solubilité). Dans le domaine de la bioanalyse, il est couramment fait 

appel à deux procédés physiques complémentaires: la chromatographie et la spectrométrie.  

L’appareil de chromatographie (chromatogramme) permet la séparation des différents composés 

présents dans un même échantillon. L’échantillon est entraîné par une phase mobile (liquide ou gaz) 

au contact d’une phase stationnaire (silice, papier, silice greffé). Chaque composé présent migre à 

une vitesse dépendant de ses caractéristiques chimiques et des phases mobiles et stationnaires 

employées. En fonction des applications, la chromatographie en phase gazeuse (GC), en phase 

liquide sur couche mince, en phase supercritique ou encore en phase liquide à haute performance 

(HPLC) peut être utilisée. Dans le cadre de la quantification des analytes, la GC et la HPLC couplées à 

une colonne sont les méthodes chromatographiques le plus souvent retenues. Les colonnes en 

chromatographie correspondent à un tube étroit à l’intérieur duquel est greffée une phase 

stationnaire et à travers lequel la phase mobile va progresser. Le choix de la nature de la phase 

stationnaire (polaire ou apolaire) va dépendre de la polarité des molécules à éluer.  

La spectrométrie va permettre, une fois l’élution terminée, de qualifier et de quantifier précisément 

les analytes. Le choix du spectromètre dépend du paramètre physique mesuré (longueur d’onde ou 

masse des molécules). 

Actuellement, la GC et la HPLC sont les deux types chromatographiques les plus couramment utilisés 

et sont très souvent couplées à un spectromètre de masse (Figure 9).  

 

Figure 9. Schéma général de l’analyse d’un composé par chromatographie gazeuse couplée à un spectromètre de masse 

Chromatographie Ordinateur
Source d’ions Analyseur Détecteur

Introduction 
du composé

Séparation en fonction du rapport m/z Numérisation 
du signal

Spectromètre de masse
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La chromatographie gazeuse fonctionne de la manière suivante. Le mélange à analyser est poussé à 

l’entrée de la colonne et transporté à travers elle par un gaz vecteur neutre (hélium, hydrogène, 

azote ou argon) sous un gradient de températures. La séparation des composés va se faire selon leur 

tension de vapeur et leur affinité pour la phase stationnaire présente à l’intérieur de la colonne. 

Dans le cas de la HPLC, l’échantillon à analyser est poussé par un liquide avec un débit d’écoulement 

élevé, entraînant une augmentation de la pression dans le système. Cette technique permet de 

réduire le temps nécessaire à la séparation des composés présents dans l’échantillon. La fine 

granulométrie de la phase stationnaire permet d’améliorer la qualité de la séparation des molécules 

car la surface d’échange est augmentée. La pureté de l’échantillon est alors accrue. Les phases 

mobiles peuvent être composées d’un mélange miscible d’eau et de solvants organiques dont les 

plus communs sont le méthanol et l’acétonitrile. Des gradients de solvants peuvent être réalisés au 

cours de l’analyse. Le changement de la polarité de la phase mobile participe alors à la séparation des 

composés, selon leur caractère hydrophobe par exemple. 

Par la suite, le spectromètre de masse permet de détecter et quantifier les molécules d’intérêt en 

fonction de leur masse et de caractériser leur structure chimique. Il réside sur le principe d’ionisation 

de la molécule, réalisée par ionisation chimique ou par impact électronique (GC). Dans ce dernier cas, 

une fois sorties de la colonne de chromatographie, les molécules vont arriver au niveau de la source 

du spectromètre de masse, émettrice d’électrons. Ces électrons vont ioniser les molécules, en leur 

arrachant un électron selon l’énergie produite. Ces molécules ionisées seront sélectionnées selon la 

valeur masse/charge (m/z) choisie. Dans le cas d’un spectromètre de masse en tandem, ces ions vont 

être fragmentés par un gaz de collision (hélium) en ions fils qui seront à nouveaux sélectionnés selon 

leur valeur m/z (Figure 10). 

Ainsi, le temps de rétention associé à une double identification du composé permet d’avoir une 

empreinte très spécifique de la molécule. Elle présente aussi l’avantage d’éliminer les molécules 

ayant une structure chimique similaire aux composés étudiés. Cette étape est souvent réalisée dans 

un premier temps pour chaque composé pris individuellement, avant d’être optimisée pour identifier 

l’ensemble des composés dans une seule analyse, selon les attentes de la méthode. 

 

 

Figure 10. Principe de la fragmentation des composés par un spectromètre de masse (MS) en tandem 
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Une fois la méthode instrumentale choisie, un traitement chimique de la matrice contenant les 

composés doit être réalisé. Ce processus est plus complexe et plus long. L’extraction dépend du 

nombre de molécules à isoler, de leurs propriétés chimiques, de la quantité et de la nature de la 

matrice (eau, matrice biologique…). La difficulté de l’extraction réside dans le compromis entre un 

extrait exempt de résidus matriciels et présentant un taux de récupération satisfaisant (entre 80 et 

120 %) pour le composé d’étude. Le taux de récupération correspond à l’écart mesuré entre la valeur 

expérimentale et théorique de la teneur en molécule. La présence d’une quantité importante de 

résidus matriciels dans l’échantillon peut entraîner, au cours des analyses, une augmentation du 

bruit du fond provoquant des perturbations lors de l’identification et la détection des molécules 

étudiées. Pour corriger les pertes dues à l’extraction ou à l’analyse, des étalons internes peuvent être 

ajoutés à une concentration connue. La réponse de ces molécules au niveau analytique (extraction, 

dosage) doit être similaire au composé étudié : l’étalon interne peut être par exemple la molécule 

d’étude avec un poids moléculaire différent (marquage au carbone 13). Dans le cas d’une matrice 

très chargée en lipides ou protéines (graisse, aliment), il est parfois nécessaire d’ajouter une étape de 

purification lors de l’extraction de l’échantillon. Une fois la mise au point analytique et l’extraction 

réalisée, plusieurs paramètres sont évalués pour qualifier la méthode analytique. 

II.1.b. Critères d’évaluation de la performance d’une méthode analytique  

Plusieurs critères sont vérifiés pour qualifier les performances de la méthode d’analyse. Ils ont pour 

but d’évaluer la capacité de la méthode à annoncer la concentration exacte lors d’un dosage 

(Ducauze 2014; IPCS 1986). Dans un premier temps, la limite de détection d’un composé (LOD) de la 

méthode permettra d’évaluer la capacité de la méthode à détecter des concentrations très basses. 

Son signal est le plus souvent égal à trois fois le signal provoqué par le bruit provenant de la matrice. 

La méthode analytique est le plus souvent caractérisée par sa limite de quantification (LOQ), valeur 

plus intéressante dans le cadre des applications toxicologiques. La LOQ est la plus faible 

concentration de composé pouvant être dosée, de manière exacte et précise, dans les conditions 

expérimentales. Trois fois supérieure à la LOD, sa valeur correspond le plus souvent au premier point 

de la gamme de calibration servant à quantifier les concentrations en composé. Ainsi, un composé 

peut être détectable mais non quantifiable. Les valeurs de LOD et LOQ vont dépendre du degré de 

pureté de l’extrait et de la sensibilité de l’appareil de mesure. Le processus d’évaluation d’une 

méthode analytique suit communément l’étude des critères suivants (Shabir et al. 2007):  

- Domaine de linéarité : l’étendu du domaine de linéarité sera mise en face de la gamme de 

concentrations. L’idéal est que la méthode d’analyse choisie puisse couvrir la gamme de 

concentrations de l’étude, afin d’éviter de réaliser des dilutions. 

- Sensibilité : la sensibilité d’une méthode est évaluée par la pente de la droite d’étalonnage. 

Une méthode sensible permet de distinguer facilement deux échantillons de concentrations 

voisines. 

- Exactitude : cela correspond au degré de concordance entre la valeur mesurée et la valeur 

théorique de concentration en composé. 

- Précision (ou aussi justesse) : cela équivaut au degré d’accord entre les résultats obtenus lors 

de différents essais (dispersion). 

- Répétabilité (ou aussi fidélité): cette mesure de la variation des résultats au sein d’un même 

laboratoire caractérise la précision obtenue lorsque la méthode est répétée par le même 
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analyste dans les mêmes conditions (réactifs, matériel, réglage, laboratoire) dans un court 

intervalle de temps (variabilité intra jour, par exemple).  

- Reproductibilité : cela correspond à la précision de la méthode lorsqu’elle est appliquée dans 

des conditions différentes (autre laboratoire, par exemple) à des échantillons distincts, mais 

provenant du même lot. La reproductibilité peut aussi être évaluée par la variation des 

résultats obtenus sur le dosage d’un échantillon toujours préparé de façon identique (point 

de gamme de concentrations, par exemple) à différentes dates. 

- Robustesse : cela correspond à la capacité d’une méthode d’annoncer des résultats d’une 

exactitude et d’une précision acceptable dans des conditions diverses. Elle permet d’évaluer 

l’influence des changements extérieurs (appareil, solvant) sur les résultats obtenus pour un 

échantillon provenant toujours du même lot. 

Selon le contenu de la méthode et les exigences de qualité liées à son utilisation future (qualité 

Bonnes Pratiques de Laboratoire ou du Comité français d’accréditation), les critères de validation 

sont plus ou moins stricts (CEAEQ 2009). Au minima trois tests pour chaque critère doivent être 

réalisés et les résultats doivent être compris dans l’intervalle 80 – 120 %. Les sources d’incertitudes 

sur les données obtenues peuvent venir de l’étape d’extraction et de la justesse de la méthode.  

II.1.c. Méthodes analytiques développées pour quantifier les 

pyréthrinoïdes et leurs métabolites 

Les méthodes de détermination des pyréthrinoïdes, perméthrine en particulier, et de ses métabolites 

ont évoluées au cours des années. Le choix des méthodes d’analyse a varié en fonction de l’évolution 

technologique, et des matrices dans lesquelles les composés étaient présents (Tableau 7).   

La quantification simultanée de la perméthrine et de ses métabolites, 3-PBA et ses formes oxydées le 

plus souvent, a d’abord été effectuée par HPLC-UltraViolet (UV) dans des matrices biologiques 

comme le plasma, le cerveau, le foie et l’intestin (Anadon et al. 1991; Choi et al. 2002; Nakamura et 

al. 2007). La GC-MS couplée à différents modes d’ionisation a été ensuite adoptée pour chercher ces 

composés dans les urines ou le plasma (Leng and Gries 2005; Leng et al. 1997). La méthode LC-

MS/MS, permettant d’atteindre une LOQ plus basse, est désormais privilégiée. Cette méthode a 

permis de quantifier, dans le cerveau et le sang, plusieurs pyréthrinoïdes comme la deltaméthrine, la 

cis- et trans-perméthrine et la cyperméthrine et leurs métabolites (Starr et al. 2014). Au fil des 

méthodes, la valeur de la LOD de la perméthrine dans le sang est passée de 0,1 mg/L par HPLC-UV 

(Anadon et al. 1991) à 5 µg/L (plasma) par GC- détecteur à capture d’électrons (ECD) (Leng et al. 

1997) pour diminuer encore à 0,3 µg/L par LC-MS/MS (Starr et al. 2012).  

Pour l’analyse du composé parent, l’utilisation d’une colonne chirale a permis de séparer les quatre 

stéréoisomères de la perméthrine présents dans le sang, foie, cerveau et graisse, associée à une 

HPLC-UV (Jin et al. 2008) puis à une LC-MS/MS (Starr et al. 2012).  

Pour la recherche exclusive des métabolites dans les urines lors des études de biosurveillance, de 

même, la GC-MS était le plus souvent utilisée (Leng and Gries 2005; Schettgen et al. 2002b) faisant 

place actuellement à la LC-MS/MS (Baker et al. 2003; Le Grand et al. 2012). La valeur des LOQ 

s’avèrent cependant similaires.  

Simultanément aux différentes méthodes de dosage des pyréthrinoïdes, des méthodes relatives à la 

conservation et à la préparation de l’échantillon ont été étudiées (Leng et al. 1997; Schettgen et al. 

2002b).  
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Tableau 7. Valeurs des LOD et LOQ du 3-PBA, cis-DCCA, trans-DCCA, trans-perméthrine et cis-perméthrine obtenues dans 

des matrices biologiques liquides (urine, sang, plasma) et solides (cerveau, foie, graisse) par différentes techniques 

d’analyses 

Etudes 
Méthodes 
Matrices 

3-PBA Cis-DCCA Trans-DCCA 
Trans-

perméthrine 
Cis-

perméthrine 

LOD (LOQ) LOD (LOQ) LOD (LOQ) LOD (LOQ) LOD (LOQ) 

Anadon et al. 
(1991) 

HPLC-UV      

Plasma 100 (-) - - 100 (-) 100 (-) 

Foie 200 (-) - - 200 (-) 200 (-) 

Leng et al. 
(1997) 

GC-MS      

Urine 0,5 (-) - - - - 

GC-ECD      

 Plasma - - - 5 (-) 5 (-) 

Leng et al. 
(2005) 

GC-HRMS      

Urine 0,02 (-) 0,02 (-) 0,02 (-) - - 

Le Grand et al. 
(2012) 
  

LC-MS/MS      

Urine 0,015 (0,025) 0,015 (0,020) 0,015 (0,030) - - 

Starr et al. 
(2012) 

LC-MS/MS      

Sang - - - - (0,3) - (0,3) 

Cerveau 
Foie 
Graisse 

- - - - (3) - (3) 

Starr et al. 
(2014) 

LC-MS/MS      

Sang 0,19 (0,64) 0,29 (0,96) 0,46 (1,53) 0,02 (0,06) 0,09 (0,29) 

Cerveau 1,4 (4,7) 0,74 (2,45) 1,46 (4,86) 0,31 (1,04) 0,15 (0,49) 

HRMS : spectromètre de masse à haute résolution 

La stabilité dans les urines des métabolites cis-DCCA, trans-DCCA et F-PBA a été étudiée sur 30 jours 

à +4 °C et pendant un an à -21 °C. La décroissance moyenne entre les concentrations obtenues à ces 

deux tests est faible à 11 ± 3 %, valeur correspondant au coefficient de variation de la méthode. La 

stabilité dans le plasma des composés parents perméthrine, cyperméthrine et cyfluthrine a aussi été 

étudiée. En effet, les estérases impliquées dans l’hydrolyse des pyréthrinoïdes peuvent encore agir 

une fois l’échantillon isolé. L’effet de l’acide formique 1 % (v/v), inhibiteur total des cholinestérases, a 

été testé. La stabilité de l’échantillon a été évaluée sur huit jours à deux températures (+4 °C et -

21 °C). A +4 °C, sans acide formique, les valeurs des concentrations en perméthrine diminuaient 

d’environ 33 %. L’ajout d’acide formique à +4 °C n’améliorait pas la stabilité. En revanche, la 

présence d’acide formique avait un impact sur la conservation des échantillons à -21 °C. Après huit 

jours, le pourcentage de perte de perméthrine sans acide formique était de 37,5 ± 3,8 % alors qu’en 

présence d’acide formique, les concentrations en perméthrine restaient stables. Pour les autres 

pyréthrinoïdes, même si une diminution des concentrations avait lieu en présence d’acide formique, 

celle-ci était plus faible qu’en son absence (Leng et al. 1997). Un autre inhibiteur d’estérase, le bis-

nitrophényl phosphate, a aussi été utilisé sur des préparations tissulaires (Jewell et al. 2007; 

Nakamura et al. 2007). 

Les métabolites issus des pyréthrinoïdes existent sous forme libre et conjugué. Afin de doser le 

métabolite sous ses deux formes, les composés présents dans l’échantillon peuvent être traités par 

différentes approches pour casser les liaisons de conjugaison. Certaines études ont eu recours à de 

l’acide chlorydrique (37 %). L’échantillon, une fois l’acide chlorydrique ajouté, était chauffé pendant 
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1 h à +90 °C (Schettgen et al. 2002b) ou 2 h à +100 °C (Leng and Gries 2005). Le recours à des 

enzymes, de types β-glucuronidases ou sulfatases, est envisageable, consistant à mettre en contact  

l’échantillon avec les enzymes pendant 16 h à +37 °C en milieu acide (pH = 4,5) (Baker et al. 2003; Le 

Grand et al. 2012). 

II.2. Elaboration des études de toxicocinétiques in vivo 

Avant la réalisation d’expériences in vivo chez l’animal, il est nécessaire d’avoir une vue d’ensemble 

sur les études déjà réalisées. La réalisation de nouvelles expériences chez l’animal doit avoir comme 

objectif d’apporter une information supplémentaire pour la compréhension de la cinétique du 

composé (nouvelle voie d’exposition par exemple). Le plan expérimental se basera sur les données 

déjà publiées sur la molécule et sur de nouvelles expériences pour répondre aux questions de 

cinétique posées. 

Les études de cinétique chez l’animal consistent à administrer une dose définie du composé par la 

voie d’administration désirée et à effectuer des prélèvements de sang et/ou d’organes et/ou 

matrices d’excrétion à différents temps. La dose administrée choisie doit permettre une détection du 

composé dans l’ensemble des tissus pour répondre aux impératifs de la méthode analytique. Chez 

l’animal, le prélèvement de sang, d’urine et de fèces est réalisable respectivement par la mise en 

place de cathéter ou l’utilisation de cage à métabolisme (Figure 11). Un même rat ne pouvant 

renseigné toute la cinétique du composé dans le tissu, l’approche suivante sera utilisée. Le début de 

l’exposition sera le même pour tous les rats, puis un animal différent sera sacrifié à un temps voulu. 

Le composé administré peut être radiomarqué dans le cas où la cinétique du composé est peu 

connue : cela permettra de doser la radioactivité dans les différents organes ou fluides. 

Plusieurs points sont cruciaux pour s’assurer de générer des données exploitables par la suite 

(Lipscomb et al. 2012). Le choix des temps de prélèvement est primordial pour rendre compte des 

phases complètes d’absorption et d’élimination du composé. Des temps rapprochés en début 

d’expérience permettent de caractériser la vitesse d’absorption du composé, et des temps longs de 

représenter l’ensemble du processus d’élimination. Les modèles PBPK de molécules au profil 

cinétique similaire à celui de la molécule étudiée peuvent être une aide pour l’élaboration du plan 

expérimental (Lipscomb et al. 2012). Les résultats des simulations de profils cinétiques guideront le 

choix de la dose. Elles permettront de s’assurer de la détection du composé dans chacun des tissus à 

des concentrations supérieures à la LOQ et de souligner aussi les temps importants de la cinétique. 

L’espèce retenue pour l’étude doit présenter une cinétique de la molécule comparable à celle de 

l’homme. Souvent, le rat est choisi car il est facilement manipulable et permet d’isoler une matrice 

en quantité suffisante pour l’étape de dosage analytique. Le choix du nombre d’animaux par temps 

doit permettre d’obtenir des résultats statistiquement exploitables, dans les limites de l’éthique. 

 

Figure 11. Cage à métabolisme pour le rat 
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II.3. Analyse des données cinétiques via les modèles PBPK 

La modélisation de la cinétique in vivo permet de quantifier et d’exploiter davantage les données in 

vivo obtenues. Les modèles PBPK sont des modèles mathématiques permettant de décrire les 

processus ADME de la molécule, en se basant sur la physiologie de l’individu et les propriétés 

physico-chimiques de la molécule (Reddy et al. 2013; Rowland et al. 2011). Fonctionnant sur le 

principe de transfert de masse, le modèle regroupe les organes du corps assimilés à des 

compartiments, reliés par le sang, et dans lesquels est suivie l’évolution des concentrations en 

composé en fonction du temps.  

Face au nombre croissant de modèles PBPK publiés, des règles de bonnes pratiques ont fait l’objet de 

plusieurs publications afin de promouvoir un cadre de développement commun aux modèles PBPK et 

d’ainsi accroître la confiance d’utilisateurs potentiels (Campbell et al. 2012; Loizou et al. 2008; 

Nestorov 2007). Le développement d’un modèle PBPK suit toujours le même processus. La structure 

du modèle est d’abord élaborée, basée sur les caractéristiques physiologiques de l’espèce, les 

propriétés physico chimiques de la molécule ainsi que son mode d’action. Une fois la structure 

établie, les valeurs des paramètres physiologiques et spécifiques de la molécule doivent être 

renseignées afin de pouvoir réaliser des simulations. Enfin, le modèle défini et paramétré est 

implémenté dans un logiciel. Il est ensuite évalué afin d’évaluer son aptitude à reproduire une 

situation expérimentale différente (Figure 12).  

 

Figure 12. Les différentes étapes de construction et de développement d’un modèle PBPK 

II.3.a. Structure d’un modèle PBPK 

Un modèle PBPK a pour objectif de décrire de manière plus ou moins détaillée le devenir d’une 

substance dans un organisme vivant. La structure d’un modèle PBPK repose sur l’anatomie et la 

physiologie de cet organisme mais aussi sur les interactions entre les tissus et la substance. Dans la 

majorité des cas, il n’est pas nécessaire de décrire de manière exhaustive l’ensemble des tissus et 

organes composant l’organisme et seuls les organes ou tissus nécessaires à la description des 

processus ADME sont retenus. En particulier sont toujours présents : 
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Données de la littérature 

-Mécanisme d’action
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-Caractéristiques physico-chimiques 

Ecriture du modèle
Mise en équation des processus ADME

Estimation statistique des paramètres 
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 Les voies d’entrée ou d’absorption (le tractus gastro-intestinal, les poumons ou la peau), 

 Les organes cibles c'est-à-dire là où l’action toxique ou thérapeutique a lieu, 

 Les sites de métabolisme (par exemple, le foie, les intestins ou les poumons), 

 Les sites de stockage (par exemple, les tissus adipeux ou les os),  

 Les voies d’élimination,  

 Les tissus ou fluides pour lesquels des données expérimentales ont été observées, 

 Un fluide permettant de lier les différents compartiments entre eux (généralement, le sang).  

Certains tissus non essentiels à la description des processus ADME peuvent être regroupés selon leur 

affinité pour le composé et leur degré de perfusion (Nestorov et al. 1998). Généralement, ces tissus 

sont agrégés en deux compartiments nommés « faiblement perfusés » (par exemple, les muscles et 

la peau) et « rapidement perfusés » (les viscères). D’autres méthodes d'agrégation basées 

uniquement sur la structure mathématique du modèle ont été aussi appliquées aux modèles PBPK 

(Brochot et al. 2005; Dokoumetzidis and Aarons 2009). Un exemple de modèle PBPK générique est 

présenté Figure 13.  

Deux dernières composantes importantes à prendre en compte lors de la construction d’un modèle 

PBPK sont : i) la question à laquelle l’exercice de modélisation doit répondre ; et ii) les données 

expérimentales disponibles au moment de l’étude pour la vérification du modèle. En fonction de ce 

questionnement et des données, différentes structures de modèle PBPK peuvent être proposées 

pour le même composé chez une même espèce (Brochot et al. 2007; Kohn and Melnick 1993). Les 

différences entre les modèles pour une même molécule se situent généralement au niveau de la 

description de l’anatomie (nombre de compartiments), ce qui peut par la suite affecter le nombre de 

sites de métabolisme ou de stockage en fonction de l’agrégation de certains tissus.  

 

Figure 13. Exemple de modèle PBPK comprenant différents sites d’absorption et d’excrétion 
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Un modèle PBPK comporte donc rarement une description exhaustive de l’organisme. La raison 

principale reste la difficulté d’obtenir des informations précises pour paramétrer le modèle. Plus le 

modélisateur souhaite décrire de façon détaillée les processus ADME au sein de chaque tissu ou 

organe, plus la complexité du modèle augmente. Cette complexité se traduit par un nombre 

important de paramètres à identifier et donc une augmentation du nombre de données nécessaires 

à la vérification ou validation du modèle. C’est pourquoi un équilibre doit être généralement obtenu 

entre une représentation simplifiée mais réaliste (Clewell and Clewell 2008). 

II.3.b. Mise en équation des processus ADME 

L’ensemble des processus ADME subis par la molécule sont transcrits sous la forme d’équations 

différentielles. Dans la majorité des modèles PBPK, les échanges entre les différents compartiments 

sont basés sur le transfert de masse via la circulation sanguine.  

II.3.b.i. Absorption 

L’absorption s’effectue par différentes voies : l’inhalation (voie pulmonaire), le contact cutané, 

l’ingestion (voie orale) ou l’injection par intraveineuse. Un ensemble de mécanismes complexes régit 

le passage de la substance entre le site d’administration et la circulation sanguine, que seule une 

fraction atteindra (à l’exception de l’injection par intraveineuse qui introduit directement le composé 

dans la circulation sanguine). La quantité de molécule absorbée dépend de la dose, de la voie 

d’administration, de la durée d’exposition, des propriétés physico-chimiques de la molécule 

(solubilité, vitesse de dissolution) et de la nature du transport emprunté par la molécule à travers les 

membranes cellulaires. Pour chaque voie d’exposition, la modélisation de ces mécanismes repose sur 

un nombre limité de paramètres spécifiques à la substance et sur la description physiologique des 

sites d’administration. Selon le type de molécules et des données existantes, plusieurs modèles sont 

disponibles pour chaque voie d’administration avec des niveaux de détails différents. Des modèles 

d’absorption pour les voies orale et pulmonaire sont présentés ci-dessous. 

Le modèle d’absorption orale le plus simple suppose le passage du composé de l’intestin vers la 

circulation porte hépatique selon une constante de vitesse d’ordre 1. Cette représentation considère 

que le tractus gastro-intestinal est un compartiment homogène et que la totalité du composé 

administré rejoint la circulation systémique. Ce modèle n’est pas valable pour toutes les molécules et 

une description plus fine du tractus gastro-intestinal et des interactions entre ce dernier et la 

molécule peut être requise (Huang et al. 2009). Ainsi le modèle CAT (Compartmental Absorption and 

Transit), développé pour des composés se dissolvant immédiatement dans l’estomac (Yu et al. 1996), 

propose de diviser le tractus gastro-intestinal en 3 segments représentant l’estomac, l’intestin grêle 

et le côlon. Peuvent être également pris en compte la vitesse de dissolution du composé, la fraction 

disponible ou encore la saturation de l’absorption (Yu and Amidon 1998, 1999). D’autres modèles 

basés sur le modèle CAT ont été développés ensuite, comme les modèles ACAT (Advanced CAT) et 

ADAM (Advanced Dissolution, Absorption, Metabolism). Les ajouts majeurs du modèle ACAT sont la 

description de 6 états de la molécule rendant compte de ses facteurs physico-chimiques (pKa, 

solubilité, perméabilité) et des facteurs physiologiques de l’individu (vidange gastrique, transport et 

métabolisme intestinal). Ces modèles décrivent les transferts entre compartiments et les interactions 

de la molécule avec les tissus intestinaux (Agoram et al. 2001; Chow and Pang 2013). Quant au 
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modèle ADAM, il permet de segmenter l’intestin en précisant leurs flux sanguins et l’activité du 

métabolisme et du transport (Darwich et al. 2010). 

La modélisation de la voie pulmonaire consiste, quant à elle, à représenter les échanges entre 

l’alvéole pulmonaire, site d’entrée et d’excrétion du composé, et le capillaire sanguin, lieu 

d’absorption du composé (Figure 14).  

En supposant un flux d’air constant dans les poumons et un équilibre rapide entre l’air et le sang 

alvéolaire, la concentration sanguine artérielle est donnée par (Ramsey and Andersen 1984): 
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où Calv, Cart, Cven, Cinh et Cexh correspondent respectivement à la concentration dans le sang alvéolaire, 

artériel et veineux et dans l’air inhalé et exhalé. Fcard, Falv et Fpul sont respectivement les flux sanguins 

cardiaque, alvéolaire et pulmonaire. PCS:A est le coefficient de partage du composé entre le sang et 

l’air. Cette description des échanges gazeux est notamment utilisée pour les composés organiques 

volatiles (Reddy et al. 2005). 

 

Figure 14. Représentation des échanges alvéolaires entre le sang et l’air. Les paramètres Fcard, Falv et Fpul sont 

respectivement les flux sanguins cardiaque, alvéolaire et pulmonaire. Calv, Cart, Cven, Cinh et Cexh correspondent 

respectivement à la concentration dans le sang alvéolaire, artériel et veineux et dans l’air inhalé et exhalé 

II.3.b.ii. Distribution 

La distribution correspond à la répartition de la molécule dans les différents organes du corps. La 

molécule, présente dans la circulation sanguine, passe du sang vers les organes selon son affinité 

pour ces derniers. Le processus de distribution dépend de plusieurs facteurs : l’état d’ionisation de la 

molécule, son caractère lipophile, mais aussi la composition des organes, la perméabilité des 

membranes tissulaires ou encore la perfusion des tissus. La distribution est caractérisée par le 

coefficient de partage tissu sur sang (PCT:S) défini comme le rapport de la concentration de la 

substance dans le tissu, CT, sur celle dans le sang veineux, Cven, lorsque les deux milieux sont à 

l’équilibre (Rowland 1985). 
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La distribution d’une molécule au sein d’un tissu peut être limitée par la perfusion de ce tissu ou bien 

par la perméabilité tissulaire (Gerlowski and Jain 1983). Selon la nature de la distribution, les 

équations régissant l’évolution de la quantité de molécule au sein du tissu diffèrent. Lors d’une 

distribution limitée par la perfusion, la molécule est supposée se distribuer uniformément et 

instantanément dans le volume total du tissu. Sont concernées principalement les molécules de 

faibles poids moléculaires, lipophiles ou possédant un transport de type diffusion passive ou facilitée. 

Ce transport bidirectionnel laisse diffuser les molécules selon la loi de Fick (Sugano et al. 2010). Ainsi, 

dans un tissu sans processus d’absorption ou d’élimination, l’évolution de la quantité QT dans le tissu 

est donnée par : 
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avec Cart la concentration dans le sang artériel, CT la concentration dans le tissu et FT le flux sanguin. 

Dans le cas d’une limitation par la diffusion, la distribution de la molécule est dépendante de la 

perméabilité de l’organe. Sont souvent concernés le cerveau, les graisses ou encore la peau (Godin et 

al. 2010; McDougal et al. 1986). Afin de retranscrire la lenteur du processus, l’organe est subdivisé en 

deux sous-compartiments : l’espace extracellulaire correspondant à la vascularisation du tissu et 

l’espace intracellulaire. La surface d’échange entre les deux compartiments est représentée par le 

coefficient de perméabilité PAT (dont l’unité est volume/temps/poids de tissu). Les quantités dans 

l’espace vasculaire et le tissu sont respectivement : 
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Les deux modèles de distribution sont représentés Figure 15.  

Enfin, il arrive qu’aucune de ces deux représentations ne parvienne à représenter correctement la 

cinétique de distribution du composé. L’inclusion du mécanisme de transport de la molécule peut 

alors être envisagée, en particulier si ce dernier est de type actif (Watanabe et al. 2010). En effet, les 

transporteurs actifs présents sur les membranes cellulaires et couplés à une source d’énergie 

permettent aux molécules (en particulier ionisées et hydrophiles) de traverser les membranes, 

indépendamment de leurs gradients de concentration. Les transporteurs peuvent être soit d’influx 

soit d’efflux, laissant respectivement entrer ou sortir la molécule de la cellule (Giacomini et al. 2010; 

Micallef et al. 2005). Ces transporteurs, présents dans la plupart des organes (intestin, foie, rein), 

peuvent être saturés au-delà d’une certaine concentration en composé, limitant sa distribution 

(Giacomini and Sugiyama 2010; Sugano et al. 2010). 
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Figure 15. Représentation de la distribution du composé dans un organe à perfusion limitée (A) et un organe à diffusion 

limitée (B). C désigne les concentrations dans, respectivement, l’artère (CA), le tissu (CT), la veine (CV), l’espace 

extracellulaire (CE,T) et intracellulaire (CI,T). VT correspond au volume tissulaire et PAT au coefficient de perméabilité entre 

les deux sous compartiments 

II.3.b.iii. Métabolisme 

Le métabolisme correspond à la transformation de la molécule parente en un ou plusieurs autre(s) 

composé(s), appelé métabolite(s). La molécule parente peut être transformée en métabolites actifs 

(thérapeutique ou toxique) ou bien être détoxifiée lorsqu’elle est déjà active. La réaction 

métabolique est catalysée par des enzymes, tels que les cytochromes P450 (CYP) pour le 

métabolisme de phase I ou les sulfotransférases ou glutathion transférases pour le métabolisme de 

phase II (Jancova et al. 2010). Le métabolisme de phase II permet généralement d’aboutir à la 

formation de composés conjugués hydrosolubles facilement éliminés via les urines ou la bile. En 

raison de la quantité d’enzymes présente dans les organes, le métabolisme a lieu de manière très 

importante dans le foie et plus faiblement dans les intestins, les poumons ou les reins (Anzenbacher 

and Anzenbacherova 2001). Le métabolisme aura un impact dès l’ingestion d’une molécule sur sa 

biodisponibilité, c'est-à-dire la fraction qui atteint la circulation systémique, en raison du 

métabolisme intestinal et du premier passage hépatique, où sont présents transports actifs et 

enzymes. 

Le processus de disparition du composé est caractérisé par la clairance, correspondant à la capacité 

d’un organe à épurer le sang du composé par unité de temps (Wilkinson 1987). Quand cette capacité 

est considérée indépendamment des facteurs physiologiques influant sur la clairance globale de 

l’organe (par exemple, le débit sanguin tissulaire et la fraction libre de substance dans le sang), la 

clairance est dite intrinsèque. Le métabolisme d’une substance est généralement décrit par un 

processus d’élimination de premier ordre ou par un processus non‐linéaire tel que la relation 

saturable de type Michaelis‐Menten.  

Dans le cas d’un processus saturable, la cinétique d’élimination du composé peut être modélisée par 

l’équation de Michaelis-Menten. L’élimination est alors caractérisée par deux paramètres Vmax et Km. 

Km , appelée constante de Michaelis, représente l’affinité entre le substrat et l’enzyme, et Vmax la 

vitesse maximale de transformation du substrat (Hacker et al. 2009). L’évolution de la quantité de 

matière au sein de l’organe est alors :  
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Lorsque la concentration en substrat est bien inférieure à celle du Km (ordre 1), la relation devient 

linéaire entre la vitesse d’élimination et la concentration en substrat et l’équation 5 peut alors être 

simplifiée en : 
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 tCCL
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tdQ
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









:

 (6) 

avec CLH la clairance de l’organe correspondant au ratio Vmax sur Km.  

II.3.b.iv. Excrétion 

Ce phénomène correspond à l’élimination du composé (molécule parente et/ou métabolites) de 

l’organisme. Les voies d’élimination peuvent être la voie rénale, fécale, pulmonaire, ou s’effectuer 

par le biais de la sueur ou du lait maternel. Le rein reste cependant l’organe principal d’élimination. 

Comme pour le métabolisme, une clairance rénale du composé est déterminée, permettant de lier 

les concentrations sanguines et urinaires du composé. L’équation 6 est aussi applicable dans ce 

contexte. 

II.3.c. Paramétrisation des modèles PBPK 

Une fois la structure du modèle PBPK établie, il est nécessaire d’informer les valeurs des paramètres 

avant de réaliser des simulations. L’ensemble des paramètres d’un modèle PBPK se compose de 

paramètres relatifs à l’anatomie de l’individu et aux processus physiologiques sous-jacents (tels que 

les volumes des organes ou les flux sanguins), de paramètres biochimiques spécifiques de la 

molécule étudiée et caractéristiques de ses propriétés pharmacocinétiques (tels que les coefficients 

de partage ou les constantes d'élimination), et de paramètres relatifs à l'exposition, c'est-à-dire la 

dose et la durée d'exposition, uniquement nécessaires à la conduite de simulations. Parmi ces 

paramètres, certains sont directement mesurables et donc connus (par exemple, les paramètres 

relatifs à l’anatomie de l’organisme). Pour les paramètres non-observables, différentes approches 

sont envisageables : la mise en place d’expérimentations in vitro dédiées à l’estimation d’un 

paramètre, l’utilisation de modèles « relation quantitative structure à activité » (QSAR) ou encore la 

calibration du modèle PBPK à des données expérimentales de cinétique.  

II.3.c.i. Paramètres observables 

Les paramètres physiologiques et anatomiques sont, en général, les seuls paramètres directement 

observables ou mesurables. Ils regroupent entre autres la masse corporelle, les volumes des organes, 

les flux sanguins, les temps de transits intestinaux… Pour une population humaine, seuls quelques 

paramètres démographiques, tels que la masse corporelle, la taille, l’âge et le sexe, sont typiquement 

mesurés lors d’une étude. Des relations entre ces paramètres démographiques et les paramètres 

physiologiques ont été proposées afin de pouvoir tenir compte des variations entre les individus. 

Ainsi il est possible de calculer les volumes de chacun des organes à partir de la masse, puisque ceux-

ci sont référencés en pourcentage de masse corporelle. De même les flux sanguins de chaque organe 

sont typiquement exprimés en fonction du débit cardiaque. La majorité des espèces utilisées en 

toxicologie et pharmacologie ayant fait l’objet de nombreuses études portant sur leur anatomie, ces 

paramètres sont bien connus et référencés dans la littérature (Brown et al. 1997; ICRP 2002). 
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II.3.c.ii. Estimation in vitro des paramètres 

L’expérimentation in vitro offre la possibilité de s’intéresser aux processus ADME de manière 

sélective afin d’estimer certains paramètres des modèles PBPK à partir de tests sur des cellules 

animales ou humaines (cellules, fractions cellulaires, micro‐coupes de tissu). Les tests in vitro 

peuvent être réalisés au sein d’environnement de culture à l’échelle macroscopique ou 

microscopique (puits de culture). Ces environnements sont en général artificiels, mais certains 

dispositifs expérimentaux récemment développés, tels que les microsystèmes perfusés, permettent 

une reproduction proche d’un environnement in vivo (Prot et al. 2011; Zhang et al. 2009). 

De nombreux modèles cellulaires de référence existent suivant le processus à reproduire.  

Ainsi, l’absorption par voie orale caractérisée par la biodisponibilité et la perméabilité apparente 

pourra être déterminée sur un système in vitro polarisé, composé d’un compartiment donneur 

(apical) et d’un compartiment récepteur (basolatéral) séparés par une membrane où sont cultivées 

des cellules Caco-2 (cellules cancéreuses de côlon) ou des cellules MDCK (Madin-Darby Canine 

Kidney) (Balimane and Chong 2005; Bohets et al. 2001; Irvine et al. 1999). La lignée cellulaire Caco-2 

est souvent utilisée pour prédire l’absorption intestinale de nombreuses substances, car cette lignée 

montre des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles similaires à celles des cellules 

épithéliales de l’intestin grêle sous des conditions de culture spécifiques. L’absorption cutanée est 

étudiée dans des systèmes d’exposition similaires avec des peaux natives animales ou humaines, des 

peaux artificielles ou encore des peaux reconstruites (Ehrhardt et al. 2008; Netzaff et al. 2005; 

Wagner et al. 2001).  

La caractérisation du métabolisme, essentiellement au niveau hépatique, par expérimentations in 

vitro se fait par la mise en contact de la molécule sur des cellules ou fractions hépatiques. La 

déplétion de la molécule ou l’apparition des métabolites est observée afin d’estimer une clairance in 

vitro, à laquelle des facteurs correctifs seront ensuite appliqués afin de l’extrapoler in vivo (Houston 

1994a; Riley et al. 2005). 

II.3.c.iii. Estimation QSAR des paramètres 

Les modèles QSAR regroupent diverses méthodes statistiques de régression ou de classification 

permettant de corréler la structure chimique d’une molécule à une activité ou propriété physico-

chimique. Ces modèles sont basés sur le principe selon lequel des molécules ayant des structures 

chimiques similaires auront des activités similaires. La molécule peut être caractérisée par des 

descripteurs de sa structure (par exemple, les groupements chimiques identifiés, la structure dans 

l’espace,…) ou par des propriétés physico-chimiques (par exemple, l’ionisation ou la lipophilie). Pour 

paramétrer les modèles PBPK, les modèles QSAR sont utilisés pour estimer soit certaines propriétés 

physico-chimiques non connues, soit directement certains paramètres spécifiques des molécules au 

sein des processus ADME. Par exemple, de nombreux modèles QSAR ont été développés afin de 

prédire l’affinité des molécules pour les tissus à partir de la lipophilie et de la composition des tissus 

(Balaz and Lukacova 1999; Poulin and Theil 2000), la perméabilité cutanée (Moss et al. 2002; Riviere 

et al. 2011), ou encore la biodisponibilité des molécules (Raevsky et al. 2000; Wessel et al. 1998). Le 

développement de modèles QSAR ne rencontre pas autant de succès pour d’autres processus ADME. 

Par exemple, la qualité des prédictions est moins satisfaisante pour la prédiction de la clairance 

métabolique pour laquelle les approches in vitro et in vivo sont encore préférées (Peyret and 

Krishnan 2011).  
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II.3.c.iv. Estimation statistique des paramètres 

Lorsque des données in vivo humaines ou animales sont disponibles, il est possible d’estimer certains 

paramètres toxicocinétiques à partir de l’ajustement d’un modèle PBPK à ces données. De nombreux 

auteurs utilisent une méthode d’estimation visuelle, c’est-à-dire plusieurs valeurs sont choisies par 

les modélisateurs pour le ou les paramètre(s) inconnu(s) et la valeur menant à une concordance 

satisfaisante entre la cinétique observée et les prédictions du modèle est retenue (Tornero-Velez et 

al. 2012).  

Parallèlement à ces méthodes visuelles, la calibration bayésienne de modèles PBPK à l’aide de 

données de cinétique rencontre un succès certain depuis une vingtaine d’années (Gelman et al. 

1996; Hack 2006; Teeguarden et al. 2013). Dans un contexte bayésien, toutes les entités inconnues 

sont considérées comme des variables aléatoires, notamment les paramètres du modèle (noté ). 

Avant d'analyser les données expérimentales, une distribution de probabilité a priori, P, est assignée 

à chaque paramètre à estimer. Les distributions a priori sont ensuite mises à jour avec les nouvelles 

données expérimentales afin d’obtenir une distribution de probabilité a posteriori. Cette mise à jour 

est réalisée par l’intermédiaire du théorème de Bayes qui stipule que la distribution de probabilité a 

posteriori P(|y) est proportionnelle au produit de toutes les distributions a priori, P, et de la 

vraisemblance des données, P(y|) (Equation 7) : 

      yPPyP   (7) 

La distribution de probabilité a posteriori ainsi obtenue représente la connaissance sur les 

paramètres, incluant l'information contenue dans les nouvelles données. Trois composantes sont 

donc essentielles à la mise en œuvre d’une calibration bayésienne : la définition des distributions a 

priori et de la vraisemblance, et l’algorithme de mise à jour. La Figure 16 présente graphiquement le 

principe de calibration bayésienne d’un modèle PBPK.  

Une distribution a priori doit traduire les connaissances sur le paramètre avant l'observation des 

données à analyser. La connaissance a priori inclut, par exemple, des données développées in vitro, 

des informations obtenues dans la littérature ou par l'expertise. Un vaste choix de distributions de 

probabilité est ensuite disponible pour traduire cette connaissance (par exemple, loi uniforme pour 

une distribution non-informative, ou une loi normale pour une distribution informative). La 

distribution a priori peut donc être interprétée en termes de degré de croyance sur les valeurs 

possibles du paramètre.  

La forme de la vraisemblance, P(y|), dépend d'une part du modèle déterministe (le modèle PBPK 

dans notre cas), mais aussi du modèle d'erreur sur les données. Dans le cadre d'études de cinétique, 

ces mesures correspondent souvent à des concentrations dans les biofluides (sang, urine) ou dans les 

tissus. Il est courant de recourir au modèle log-normal pour décrire l'erreur analytique de telles 

mesures. Pour définir la variance du terme d'erreur, deux approches sont possibles : soit la variance 

est constante (Mezzetti et al. 2003; Mork et al. 2009), soit elle est dépendante de la concentration 

mesurée et augmente pour les concentrations proches de la limite de quantification de l’appareil de 

mesure (Brochot and Bois 2005; Wakefield and Racinepoon 1995).  

Une fois les distributions a priori et la vraisemblance définies, l'expression analytique de la loi 

a posteriori P(|y) pourra être déterminée uniquement dans les cas les plus simples, tels que les 
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modèles linéaires. Dans les autres cas, il sera possible d’avoir recours aux méthodes de simulations 

Monte Carlo par Chaînes de Markov (MCMC) pour échantillonner des valeurs de paramètres issus de 

la distribution a posteriori sans connaître l’expression analytique de cette dernière. Plusieurs 

algorithmes ont été proposés pour construire des chaînes MCMC. Les plus utilisés pour la calibration 

de modèles PBPK sont l’algorithme de Metropolis-Hastings et l’échantillonnage de Gibbs, pour lequel 

la connaissance de l’expression analytique des lois de distributions conditionnelles de chaque 

variable du modèle en fonction des autres variables et des données est requise (Gelman et al. 1996; 

Gilks 2005).  

De nombreux logiciels sont disponibles pour résoudre les systèmes d’équations différentielles 

générés par un modèle PBPK. Ces logiciels peuvent être soit généralistes soit très spécifiques. Le 

choix du logiciel se fait donc selon le but recherché et, surtout, selon les compétences de l’utilisateur. 

 

Figure 16. Mise en œuvre de la calibration bayésienne d’un modèle PBPK 

II.3.d. Evaluation des modèles PBPK 

Le processus d’évaluation doit être une partie intégrante du développement du modèle. L’évaluation 

passe par la vérification du modèle et, si possible, sa validation. Ces étapes sont nécessaires pour 

démontrer objectivement la fiabilité et la pertinence du modèle et ainsi permettre son utilisation par 

d’autres utilisateurs (Chiu et al. 2007).  

Généralement, au moins un ensemble de données expérimentales est disponible pour vérifier le 

comportement du modèle. Ces données permettent de s’assurer que le modèle est capable de 
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reproduire la cinétique de la molécule, par exemple les pics et variations de la concentration. 

Cependant, l’étape de vérification ne se limite pas à cette confrontation entre les prédictions du 

modèle et les données mais nécessite aussi de s’assurer de la vraisemblance de la structure du 

modèle, de sa paramétrisation et de la justesse mathématique des équations (e.g. conservation du 

bilan massique et des flux sanguins) (IPCS 2010). En raison de la description mécanistique des 

processus ADME, la structure du modèle et les valeurs prises par les paramètres doivent être en 

accord avec la réalité biologique. Par conséquent, un modèle paramétré avec des valeurs 

incohérentes au regard des connaissances physiologiques et biologiques ne pourra pas être 

considéré dans un autre cadre que celui de son développement et nécessitera l’acquisition de 

nouvelles données afin d’expliquer ces phénomènes inattendus. Quant au processus de validation, ce 

dernier permet d’explorer les capacités prédictives du modèle PBPK pour différentes conditions 

expérimentales (dose, voies d’exposition…) et ainsi définir un domaine de validité (Micallef et al. 

2005).  

Dans le cadre des modèles PBPK, les termes vérification et validation sont souvent associés à un 

objectif prédéfini, à savoir une mesure de dose interne pertinente pour le mode d’action de la 

substance (par exemple, l’aire sous la courbe ou la concentration maximale dans les tissus cibles). Il 

est rarement possible de vérifier et valider le modèle dans sa globalité. Ceci nécessiterait un nombre 

important de données expérimentales, c’est-à-dire pour l’ensemble des variables d’état (évolution 

temporelle de la concentration dans tous les compartiments) et des paramètres du modèle pour 

divers scénarios d’exposition. L’acquisition de telles données est inenvisageable en raison des coûts 

financiers et éthiques qu’elle engendrerait. L’objectif ici reste donc d’établir de la confiance dans les 

prédictions du modèle pour un nombre restreint de variables en se basant sur des principes 

scientifiques et sur la qualité des valeurs des paramètres ainsi que sur la capacité du modèle à 

reproduire des données expérimentales indépendantes.  

La validation du modèle peut être complétée par une analyse de sensibilité, consistant à faire varier  

d’un faible pourcentage la valeur de chaque paramètre. Cette méthode permet identifier le 

paramètre dont une faible variation entraîne un fort impact sur la cinétique globale du composé 

(Loizou et al. 2008).  

II.3.e. Utilisation des modèles PBPK dans l’évaluation du risque 

Par leur structure les modèles PBPK peuvent être utilisés aux différentes étapes de l’évaluation du 

risque lié à l’exposition (Clark et al. 2004; IPCS 2010; Loizou et al. 2008; Meek et al. 2013; US EPA 

2006).  

II.3.e.i. Extrapolation à des conditions réelles d’exposition 

Par leur description physiologique de l’organisme et mécanistique des processus ADME, les modèles 

PBPK fournissent un cadre paramétrique adéquat pour extrapoler les résultats obtenus lors des 

études en laboratoire à des situations réelles d’exposition pour la population humaine. Les modèles 

PBPK permettent d’extrapoler le comportement cinétique des molécules entre espèces (animaux de 

laboratoires aux humains), entre voies d’exposition, de fortes à faibles doses, entre scénarios 

d’exposition (exposition continue ou aiguë), entre individus (variabilité inter-individuelle), et pour un 

même individu (variabilité intra-individuelle) (Abduljalil et al. 2012; Beaudouin et al. 2010; Price et al. 

2003). Ces simulations se basent sur le principe selon lequel la forme analytique de la cinétique de la 
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substance dans le corps est identique quel que soit les conditions expérimentales, les espèces ou les 

individus. Seules les valeurs des paramètres du modèle expliquent les différences observées sur les 

profils cinétiques. La seule précaution à prendre est de s’assurer que les nouvelles conditions 

expérimentales appartiennent bien au domaine de validité du modèle. Idéalement, les extrapolations 

obtenues devraient être validées avec au moins un ensemble de données indépendant.  

Les conditions expérimentales lors d’expositions en laboratoire sont souvent éloignées de celles 

rencontrées au quotidien. La dose, la durée et la fréquence des expositions sont des paramètres du 

modèle PBPK. Il suffit alors de modifier la valeur de ces paramètres pour prédire le comportement de 

la substance pour de nouveaux scénarios d’exposition. Ces extrapolations restent cependant 

délicates en raison de phénomènes de saturation pouvant affecter le métabolisme et l’élimination 

des composés à des fortes doses (Bailer and Dankovic 1997). Ces saturations engendreront des non-

linéarités au niveau de la cinétique qu’il sera nécessaire d’avoir pris en compte lors du 

développement du modèle PBPK. D’autres phénomènes peuvent aussi engendrer une cinétique non-

linéaire, tels que l’induction, l’inactivation ou la déplétion d’enzyme. En plus des extrapolations inter-

durée et inter-dose, il est possible de transposer entre voies d’administration (Mielke et al. 2011). 

Une fois dans le corps, la substance se distribue selon les mêmes mécanismes indépendamment de 

la voie d’administration. Pour extrapoler à une autre voie d’administration, il est nécessaire d’avoir 

modélisé la nouvelle phase d’absorption afin de quantifier la dose de substance atteignant la 

circulation systémique. Dans le cas d’expositions par voie orale, le métabolisme de premier passage 

et la circulation entéro-hépatique devront être modélisés si ces mécanismes résultent en une 

élimination significative de la substance.  

L’extrapolation inter-espèce avec un modèle PBPK se base sur le fait que les mammifères disposent 

d’une anatomie similaire de part la présence et l’agencement des organes au sein de leur organisme 

et d’un système circulatoire. Un modèle PBPK développé à partir de données animales est extrapolé 

à une espèce cible en affectant aux paramètres du modèle des valeurs concernant cette nouvelle 

espèce (Watanabe and Bois 1996; Welsch et al. 1995). Pour les paramètres substance-dépendant tels 

que les vitesses de métabolisme, l’extrapolation devra intégrer les différences inter-espèces au 

niveau de leur équipement enzymatique (présence ou pas de certaines enzymes et quantité des 

enzymes).  

Dans le cadre des extrapolations inter-individuelles, une source importante de variation sera 

l’activité enzymatique due au polymorphisme génétique. La variation intra-individuelle proviendra  

de l’anatomie et la physiologique du sujet (flux, volume organe). Ces paramètres évoluent au cours 

de la vie, de l’enfant à la personne âgée en passant par la personne en surpoids ou la femme 

enceinte. Ces phénomènes peuvent être transcrit sous la forme d’équations afin de pouvoir les 

intégrer dans un modèle PBPK (Beaudouin et al. 2010; Edginton et al. 2006; Gentry et al. 2003; 

Luecke et al. 1994). 

II.3.e.ii. Couplage à des modèles de toxicodynamie 

Les modèles dose-réponse traditionnellement utilisés en évaluation du risque lient la survenue 

d’effets indésirables à la dose administrée. Afin de préciser davantage cette relation, la 

toxicocinétique du composé peut être intégré à ces modèles. La relation dose-effet classique va être 

décomposé en relation dose administrée → dose interne efficace → effet. Ainsi va être associés aux 

effets toxiques observés, une concentration en composé au niveau du site d’action, et non plus une 
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dose administrée. Le modèle PBPK va relier la dose administrée et la dose interne efficace, et le 

modèle toxicodynamique, la dose interne efficace à l’apparition des effets (Clewell et al. 2002; Meek 

et al. 2013; US EPA 2006). Cette méthodologie simplifie l’extrapolation des effets de l’animal à 

l’humain. Elle se base sur le cadre paramétrique des modèles PBPK et sur le postulat que la 

toxicodynamie est indépendante de l’espèce (Louisse et al. 2010; Timchalk et al. 2002).  

II.3.e.iii. Prédiction de l’exposition externe 

Reliés avec les études de biosurveillance, les modèles PBPK peuvent être utilisés dans un contexte de 

dosimétrie inverse, consistant à lier des mesures biologiques individuelles collectées lors de 

campagnes de biosurveillance à un scénario d’exposition non connu (Clewell et al. 2008; Lyons et al. 

2008). Dans ce contexte, il s’agit d’estimer l’exposition la plus vraisemblable d’un individu ou d’une 

population à une substance, à partir de concentrations internes (par exemple, dans le sang ou les 

urines). Le profil toxicocinétique du composé actif (substance parente ou métabolites) dans les tissus 

cibles à l’aide de modèles PBPK est ensuite simulé. Ceci a pour but de placer les données de 

biosurveillance dans un schéma classique d’évaluation des risques « exposition → dose au niveau du 

tissu cible → effets néfastes sur la santé ». La dosimétrie inverse ou reconstruction de dose repose 

sur trois composantes : les mesures d’imprégnation de la population, le modèle toxicocinétique, et le 

scénario d’exposition. En effet, les données de biosurveillance attestent de la présence d’une 

imprégnation de la population mais ne fournissent pas une mesure directe de la dose de la substance 

au niveau du tissu cible. Utiliser des modèles PBPK permet d’estimer non seulement l’exposition par 

dosimétrie inverse mais aussi d’estimer des concentrations au niveau de tissus ou organes cibles qui 

ne peuvent être échantillonnés et ainsi faire le lien avec des effets sur la santé.  

II.3.e.iv. Couplage à d’autres modèles PBPK 

Selon la problématique de l’étude et le profil cinétique de la molécule, un modèles PBPK peut être 

couplé à d’autre modèle. Plusieurs modèles PBPK peuvent être couplés dans le cas d’exposition à un 

mélange de composés. L’objectif sera d’évaluer l’impact du mélange sur la cinétique des composés, 

en particulier lorsque ceux-ci partagent les mêmes voies métaboliques (Mumtaz et al. 2012; Price 

and Krishnan 2011). Un autre type de couplage peut être réalisé. Le modèle PBPK du composé parent 

peut être relié au niveau des sites de métabolisme à un modèle décrivant la cinétique du métabolite 

(Brochot et al. 2007; Gill et al. 2013; Heredia-Ortiz et al. 2011; McMullin et al. 2007a). Le modèle du 

métabolite peut être de type physiologique et décrire l’ensemble des processus ADME. Par exemple, 

le modèle PBPK du métabolite peut être simplifié à un site de transformation et un compartiment 

regroupant les autres organes. La cinétique du métabolite peut aussi être représentée de façon 

empirique. Le modèle contient alors 1 ou 2 compartiments sans notion physiologique où les 

échanges sont représentés par des constantes de transfert. La vitesse de formation du ou des 

métabolites peut être estimée individuellement (constantes d’ordre 1 ou 0) (Brochot et al. 2007) ou 

être dépendante de la clairance du composé parent, sous forme de fraction (Tornero-Velez et al. 

2012). Cette association de modèle permet de préciser la relation composé parent-métabolites. 

Cette approche est particulièrement intéressante dans le cas de la dosimétrie inverse, permettant 

l’interprétation des données en biomarqueurs.  
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II.4. Modèles PBPK publiés sur les pyréthrinoïdes 

Les deux seuls pyréthrinoïdes dont la cinétique a été modélisée par des modèles PBPK sont la 

deltaméthrine et le mélange d’isomères cis/trans de la perméthrine. Ces modèles font suite aux 

expériences in vivo. Leur structure reprend les caractéristiques cinétiques des pyréthrinoïdes avec 

l’inclusion du sang et du foie en tant que sites de métabolisme, le cerveau, organe cible, et les 

graisses, site de stockage (Figure 17). Par la suite, différentes approches de modélisation ont été 

suivies pour rendre compte des processus ADME. 

II.4.a. Structure des modèles PBPK des pyréthrinoïdes  

La voie d’exposition le plus souvent modélisée est la voie orale. Le processus d’absorption est alors 

décrit par deux compartiments représentant l’estomac et l’intestin. L’absorption a lieu soit au niveau 

de ces deux sites (Mirfazaelian et al. 2006; Tornero-Velez et al. 2010) soit uniquement au niveau de 

l’intestin (Godin et al. 2010). Le transfert du composé (absorption stomacale, intestinale et transfert 

entre estomac et intestin) a été considéré dans un premier temps comme un processus saturable 

(Mirfazaelian et al. 2006). Les derniers modèles le représentent désormais par des constantes de 

premier ordre.  

La distribution dans le sang et les organes a été modélisée de plusieurs façons. Le sang, dans un 

premier temps assimilé à un compartiment en diffusion limité, a été divisé en deux sous 

compartiments distinguant le plasma des globules rouges (Mirfazaelian et al. 2006). Les résultats de 

l’étude indiquant la répartition à 83 % des pyréthrinoïdes dans le plasma a permis par la suite de 

simplifier la représentation du sang à un seul compartiment (Kim et al. 2008). Les graisses, le cerveau 

et les tissus peu perfusés ont été toujours été assimilés à des compartiments en diffusion limité. Le 

foie a souvent été décrit comme un compartiment en flux limité, sauf par Godin et al. (2010) qui 

avait représenté l’ensemble des compartiments du modèle en diffusion limité (sauf ceux impliqués 

dans l’absorption). 

Le métabolisme était assimilé à un processus saturable avec l’utilisation de la relation de Michaelis-

Menten (Mirfazaelian et al. 2006), avant d’être représenté ensuite par une clairance in vivo (L/h), 

réduisant ainsi le nombre de paramètres à estimer. Cette simplification suppose qu’à la dose 

d’exposition choisie le métabolisme ne soit pas saturé. De plus, dans le premier modèle PBPK des 

pyréthrinoïdes, une distinction au niveau hépatique a été réalisée entre les métabolismes de type 

oxydatif et hydrolytique (Mirfazaelian et al. 2006). Par la suite, ces deux voies métaboliques ont été 

regroupées en un seul métabolisme hépatique par souci de simplification. Enfin, la cinétique d’un 

métabolite des pyréthrinoïdes a été une fois modélisée. Un modèle empirique monocompartimental 

du DCCA était associé à celui PBPK de la perméthrine (Tornero-Velez et al. 2012). 

L’excrétion des pyréthrinoïdes et du métabolite est toujours modélisée (constante d’ordre 1) pour 

conserver l’équilibre massique, bien que ces composés n’aient jamais été dosés dans les fèces et les 

urines lors des études réalisées pour calibrer les modèles. 
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Figure 17. Structure du modèle PBPK de la perméthrine développé par Tornero-Velez et al. (2012) 

Les valeurs initiales des paramètres (PC, PA, constantes de métabolisme et de transfert) sont 

déterminées à partir des données de la littérature ou par calcul. En particulier, les valeurs des 

paramètres métaboliques sont issues de résultats in vitro (Anand et al. 2006; Godin et al. 2007; 

Godin et al. 2006; Scollon et al. 2009). Les coefficients de partage ont pu être estimés à l’aide 

d’algorithmes (Poulin and Theil 2000) ou bien par le ratio d’aire sous la courbe des concentrations 

tissulaires et sanguines du composé. L’estimation des valeurs des paramètres a ensuite été réalisée 

par un ajustement visuel des prédictions aux données ou à l’aide d’algorithmes (Nelder-Mead).  

Un modèle PBPK à différents âges du rat a aussi été développé pour la deltaméthrine, tenant compte 

de l’augmentation de la taille des organes et de la variation des constantes de métabolisme selon 

l’âge (Lopez et al. 2000) pour évaluer la variation de l’exposition au cours de la vie (Tornero-Velez et 

al. 2010). 

A la suite de l’élaboration des modèles PBPK des pyréthrinoïdes chez le rat, des analyses de 

sensibilité ont réalisées. Une faible variation de la valeur du coefficient de partage du foie et du 

cerveau, des vitesses de métabolisme hépatique et des constantes d’absorption (intestinale et 

transfert estomac-intestin) et d’excrétion avait un impact sur la valeur prédite pour le pic de 

concentration en deltaméthrine dans le sang et le cerveau (Mirfazaelian et al. 2006). La justesse de la 

valeur de ces paramètres dans l’élaboration d’un futur modèle PBPK d’un pyréthrinoïde est donc 

importante pour prédire un profil cinétique précis.  

Les modèles PBPK de la deltaméthrine et de la perméthrine développés chez le rat ont été par la 

suite extrapolés à l’homme (Godin et al. 2010; Tornero-Velez et al. 2012). La structure du modèle 
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reste identique, à l’exception du métabolisme sanguin qui est supprimé car absent chez l’homme. Les 

valeurs des paramètres physiologiques (flux, volume des organes) ont été adaptées à la nouvelle 

espèce (Brown et al. 1997) et les données de métabolisme ont été le plus souvent extraites de la 

littérature (Anand et al. 2006; Knaak et al. 2012; Scollon et al. 2009). De nouveaux sites d’absorption 

(cutanée et pulmonaire) ont parfois été intégrés (Tornero-Velez et al. 2012), même si les valeurs des 

paramètres liés à ces sites d’exposition n’ont pas été déterminées. 

II.4.b. Validation des modèles PBPK des pyréthrinoïdes chez l’homme 

La validation des modèles PBPK développés pour les pyréthrinoïdes a consisté à retrouver, par le 

biais de simulations, la cinétique sanguine du composé parent et/ou les concentrations urinaires en 

DCCA. Les données de cinétique déjà existantes chez l’homme ont été obtenues suite à une 

exposition volontaire (Flannigan et al. 1985; Nassif et al. 1980; Tomalik-Scharte et al. 2005; Woollen 

et al. 1992) ou à une intoxication (Gotoh et al. 1998) (Tableau 8). La perméthrine et la cyperméthrine 

sont les molécules les plus étudiées, lors d’une exposition cutanée ou orale. Le métabolite le plus 

souvent recherché au niveau urinaire est le DCCA. Cependant,  même si les cinétiques des 

pyréthrinoïdes sont rares chez l’homme, les données faisant suite à exposition volontaire 

(application, ingestion) sont à préférer à celles obtenues dans le cas d’intoxication. En effet, dans 

cette situation, la cinétique mesurée n’est pas forcément représentative de la cinétique basale de la 

substance chimique. L’équilibre des masses peut être perturbé (perte due au vomissement) et les 

vitesses de métabolisme atteindre un ordre 0 (surdosage). 

Le modèle PBPK de la perméthrine extrapolé à l’homme a été utilisé pour estimer les concentrations 

en biomarqueurs urinaires suite à une exposition à la perméthrine, via différents scénarios.  

La première étude a consisté à simuler des profils cinétiques urinaires en DCCA en couplant le 

modèle PBPK à un modèle d’exposition. Le modèle « exposition humaine stochastique et de 

simulation de dose » (SHEDS  pour Stochastic Human Exposure and Dose Simulation) a été utilisé. Ce 

modèle, développé par l’US EPA, permet de quantifier l’exposition à de nombreuses substances 

chimiques, en tenant compte de la voie et de la fréquence d’exposition et des caractéristiques 

démographiques. Ensuite, les cinétiques estimées en DCCA ont été comparées à celles obtenues sur 

les populations de l’étude NHANES (Tornero-Velez et al. 2012).  

 

Tableau 8. Etudes in vivo d’exposition à différents pyréthrinoïdes menées chez l’homme 

Références 
Nature de 

l’exposition 
Molécule 

administrée 
Site 

d’administration 
Données obtenues 

Gotoh et al. 
 (1998) 

Intoxication Perméthrine Orale Sanguines 
(Perméthrine) 

Eadsforth and Baldwin 
(1983) 

Volontaire Cyperméthrine Orale Urinaires 
(DCCA) 

Nassif et al.  
(1980) 

Volontaire Perméthrine Cutanée Urinaires 
(DCCA) 

Tomalik-Scharte et al. 
(2005) 

Volontaire Perméthrine Cutanée Urinaires 
(DCCA) 

Woolen et al. 
(1992) 

Volontaire Cyperméthrine Cutanée 
Orale 

Urinaires 
(DCCA, 3-PBA,  
4’-OH-PBA) 
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La deuxième étude avait pour objectif l’estimation des profils urinaires chez le personnel aérien lors 

des séances de désinsectisation dans les avions (Wei et al. 2013). Plusieurs scénarii d’exposition ont 

été réalisés, tenant compte des habitudes de désinsectisation. Des distributions ont été attribuées 

aux concentrations d’exposition, pour obtenir, par des simulations de Monte-Carlo, un intervalle de 

confiance sur les concentrations urinaires en 3-PBA. Ces résultats ont pu être confrontés aux 

concentrations en 3-PBA obtenues chez le personnel aérien. Cette étude a permis de caractériser la 

source prédominante de l’exposition (cutanée ou orale) à la perméthrine selon le scénario associé, 

ainsi que l’exposition tissulaire en perméthrine dans le tissu cible (cerveau).  

En parallèle des modèles PBPK, des modèles non paramétriques ont relié le composé parent aux 

métabolites, dans un contexte de mélange (Côté et al. 2014; Fortin et al. 2008b). Malgré une 

description complète de la cinétique de la perméthrine, ce modèle est basé sur des constantes de 

transfert sans signification physiologique, limitant les possibilités d’extrapolation par la suite. 
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III. Extrapolation inter-espèce du métabolisme in vitro  

III.1. Méthodes de génération et d’analyse des données de 

métabolisme  in vitro 

Dans le cadre d’une utilisation future dans des modèles PBPK, les données in vitro à générer 

correspondent le plus souvent à la quantification de la vitesse de disparition du parent ou de 

formation du métabolite, et non à l’identification des enzymes impliquées dans le métabolisme.  

III.1.a. Principe des études in vitro de quantification du métabolisme 

III.1.a.i. Substances séparées 

La quantification du métabolisme d’une molécule peut être abordée via deux approches 

expérimentales.  

La première consiste à déterminer les valeurs des paramètres du couple (Vmax, Km) de la relation de 

Michaelis-Menten (Equation 8), où V représente la vitesse de la réaction et C la concentration en 

substrat. En effet, une cinétique michaelienne est classiquement envisagée pour le métabolisme, 

bien que d’autres modèles puissent exister (Houston and Kenworthy 2000). 

 
CK

CV
V

m 


 max  (8) 

Cette relation est d’abord linéaire (ordre 1) lorsque la concentration en substrat est faible. La 

réaction devient ensuite saturée à fortes concentrations (ordre 0), provoquant une quantité de 

produit formé constante. Lorsque la concentration d’incubation est inférieure à 10 % de la valeur du 

Km, la relation pourra ainsi se simplifier de la façon suivante (Equation 9), où CLint correspond à la 

clairance intrinsèque du composé, soit au ratio Vmax/Km : 

 CCLV int   (9) 

Plusieurs facteurs expérimentaux doivent être optimisés avant de réaliser l’expérience pour la 

détermination les valeurs de ces paramètres. Dans un premier temps, la quantité d’enzymes 

nécessaire à la réalisation de la réaction doit être évaluée : celle-ci doit être suffisante pour que le 

métabolisme du composé ait lieu, sans être instantané. De plus, le temps d’arrêt de la cinétique à 

chaque concentration d’incubation doit être défini. Celui-ci doit permettre d’obtenir une valeur de 

vitesse de réaction en zone linéaire, c'est-à-dire au début de la cinétique. Après avoir optimisé les 

conditions expérimentales, l’expérience pour la détermination des paramètres Vmax et Km consistera 

en l’incubation de concentrations croissantes en substrat. La valeur du paramètre Vmax sera 

déterminée lorsque la réaction aura atteint saturation. Le paramètre Km est ensuite défini comme la 

concentration à laquelle la vitesse de la réaction est égale à la moitié de la valeur de la Vmax (Figure 

18). 
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Figure 18. Représentation de la cinétique de Michaelis-Menten exprimant la vitesse de formation du métabolite en 

fonction des concentrations d’incubation 

La deuxième approche envisageable pour quantifier le métabolisme est de caractériser la vitesse de 

la réaction avec une seule concentration d’incubation. La vitesse doit être linéaire avec la 

concentration en substrat, cette dernière étant souvent inférieure à 10 % de la valeur du Km. En effet, 

dans le cas où des données de métabolisme ont déjà été publiées sur la molécule, une nouvelle 

détermination des paramètres (Vmax, Km) n’est pas toujours nécessaire. La population reste exposée 

au niveau aigu à des concentrations faibles en polluants environnementaux, et donc inférieures au 

Km. Avec cette approche, une cinétique complète de la molécule doit être obtenue. La clairance 

intrinsèque correspond théoriquement au ratio des valeurs du couple (Vmax, Km) (Lipscomb and Poet 

2008; Yoon et al. 2012).  

III.1.a.ii. Co-incubation 

Dans un contexte de mélange, l’effet de la co-incubation sur la cinétique respective de chaque 

composé devra être en plus évalué. Classiquement, si les deux composés sont supposés partager le 

même chemin métabolique, la première étape consiste à identifier la présence ou non d’une 

interaction entre les deux composés. L’interaction est le plus souvent de type inhibiteur ou 

inducteur.  

Dans le cas d’une inhibition, la concentration en substrat 1 responsable de 50 % de l’inhibition 

maximale (IC50) du métabolisme du composé 2 sera déterminée (Lee and Kim 2011). Si une 

interaction a lieu, alors son intensité et sa nature seront caractérisées par la valeur de la constante 

d’inhibition, Ki. Le paramètre Ki rend compte de l’affinité d’un inhibiteur pour une enzyme. L’affinité 

pour l’enzyme est d’autant plus grande que la valeur du Ki est faible. Les inhibitions peuvent être de 

différentes natures : 

- Inhibition compétitive : l’inhibiteur compétitif possède une ressemblance structurale avec le 

substrat. Les deux composés vont se fixer sur le même site enzymatique. L’inhibition peut 

être levée en augmentant la concentration en substrat. 

- Inhibition incompétitive : l’inhibiteur incompétitif va se fixer sur le complexe enzyme-

substrat. La formation du complexe provoque une modification de la conformation de 

l’enzyme permettant alors à l’inhibiteur de se fixer. L’inhibiteur va ensuite modifier à son 

tour la conformation du complexe, empêchant la réaction enzyme-substrat d’avoir lieu. 

L’inhibition ne peut être levée en augmentant la concentration en substrat. 
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- Inhibition non compétitive : l’inhibiteur non compétitif peut se lier avec la même affinité à la 

fois sur l’enzyme libre et le complexe enzyme-substrat. L’inhibition ne peut être levée en 

augmentant la concentration en substrat. 

- Inhibition mixte : ce sont les mêmes réactions que pour l’inhibition non compétitive, mais 

cette fois-ci l’affinité de l’inhibiteur pour l’enzyme et le complexe enzyme-substrat peut être 

différente. 

- Inhibition suicide : l’inhibiteur va former un complexe stable avec l’enzyme. Ce complexe va 

inactiver l’enzyme de façon permanente. L’enzyme reconnait l’inhibiteur comme son 

substrat et va entamer les premières modifications de ce dernier. Au cours de cette étape, 

l’inhibiteur modifié devient très réactif et se lie de façon très stable à l’enzyme. 

Au niveau expérimental, la valeur du paramètre IC50 du composé 1 sera déterminée en co-incubant 

une seule concentration en composé 2, égale à 10 % de la valeur de son Km, avec des concentrations 

croissantes en composé 1. La valeur du paramètre Ki, quant à elle, est définie lors d’expériences 

similaires à celles réalisées pour déterminer les valeurs des paramètres (Vmax, Km). Le composé 2 

(substrat) sera incubé à des concentrations croissantes avec une concentration constante en 

composé 1 (inhibiteur) équivalant à valeur de l’IC50 (Brown et al. 2008). Une interaction pouvant 

parfois entraîner une modification des valeurs de Vmax et Km (Tableau 9), les paramètres sont alors 

dénommés Vmax et Km apparents. 

Dans le cas d’une induction, le composé 1 (respectivement 2) va entraîner une augmentation de la 

synthèse des enzymes impliquées dans le métabolisme du composé 2 (respectivement 1). Le 

processus d’induction est long par comparaison avec l’inhibition, s’observant après plusieurs heures 

d’incubation. L’inducteur peut entraîner via les récepteurs nucléaires CAR et PXR par exemple, 

l’activation transcriptionnelle des gènes codant pour les enzymes de métabolisme. 

 

Tableau 9. Vmax et Km apparents obtenus lors d’une inhibition compétitive, incompétitive, non compétitive et mixte 
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III.1.b. Choix expérimentaux pour améliorer l’extrapolation in vitro-in 

vivo 

Les valeurs des paramètres de métabolisme doivent être générées dans des conditions optimales 

pour une utilisation ultérieure dans un contexte d’IVIVE. Pour cela, plusieurs éléments sont à évaluer 

et à quantifier lors de la réalisation des expériences, pour s’assurer de la bonne qualité des données. 

III.1.b.i. Choix du matériel cellulaire 

Plusieurs supports cellulaires peuvent être obtenus à partir d’un foie (Figure 19). Le choix du matériel 

cellulaire utilisé dépend de la nature et de la localisation des enzymes impliquées dans le 

métabolisme. Les caractéristiques du support cellulaire diffèrent selon que l’étude consiste à 

comprendre les voies métaboliques de la molécule ou bien à les quantifier. Dans le cadre d’une IVIVE 

du métabolisme, les valeurs des paramètres obtenues à la fin de l’expérience doivent refléter le 

métabolisme de manière complète et réaliste physiologiquement. 

Plusieurs articles ont recensés les différents systèmes cellulaires disponibles qui sont plus ou moins 

complexes (Blaauboer 2010; Hewitt et al. 2007; Lipscomb and Poet 2008; Pelkonen and Turpeinen 

2007; Yoon et al. 2012). Les caractéristiques de chaque support sont détaillées ci-dessous et 

résumées dans le Tableau 10 : 

- les tranches de foie : ce support a l’avantage de conserver l’architecture de l’organe, de 

maintenir les fonctions physiologiques ainsi que les activités enzymatiques et de transport. 

Néanmoins, l’utilisation de ce support entraîne un manque de flexibilité lors de la réalisation 

de l’expérience car la tranche doit être utilisée rapidement après l’isolement du foie.  

- les cellules recombinantes, surexprimant une enzyme d’intérêt : elles sont davantage 

utilisées pour caractériser l’enzyme impliquée dans le métabolisme du composé. Malgré 

l’application de facteurs correctifs à la valeur de clairance obtenue, le métabolisme est un 

processus faisant souvent intervenir plusieurs enzymes.  

- les fractions subcellulaires (microsomes, cytosol) : très souvent utilisées, elles ont l’avantage 

d’être faciles à préparer, peu onéreuses et stables dans le temps. Différents chemins de 

métabolisme (oxydation, hydrolyse) peuvent être étudiés, en faisant varier la quantité de 

cofacteurs (NADPH par exemple). Cependant, ces supports regroupant soit les enzymes de 

Phase I (microsomes), soit les enzymes de Phase II (cytosol), deviennent limités quand le 

métabolisme du composé est multi-étapes. De plus, ils n’intègrent pas le processus de 

liaison du composé à la membrane. Ces manques de réalité physiologique peuvent parfois 

entraîner une sous-prédiction de la clairance in vivo (Brown et al. 2007). 

- les hépatocytes : la structure cellulaire est intacte. Les deux fractions cellulaires (cytosol et  

microsomes) et les cofacteurs sont présents. La liaison du composé à la membrane est prise 

en compte. Il existe plusieurs natures d’hépatocytes comme les hépatocytes primaires, les 

HepaRG et les HepG2. Les hépatocytes primaires sont issus directement du foie du donneur. 

Ils prennent en compte la variabilité inter-individuelle par le regroupement de lots 

d’hépatocytes provenant de donneurs différents. Les hépatocytes primaires utilisés peuvent 

être cryopréservés ou frais puisque leurs activités et leur stabilité sont similaires avec ces 

deux préparations (McGinnity et al. 2004). Cependant, les échanges du composé parent ou 

du métabolite avec le milieu extracellulaire (transports actifs ou passifs) ne sont pas 
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totalement représentés. L’utilisation d’hépatocytes est onéreuse mais demeure accessible. 

Les cellules HepaRG sont une lignée cellulaire provenant d’un hépatocarcinome humain 

(Guillouzo et al. 2007; Marion et al. 2010). Elles n’expriment pas de variabilité inter-

individuelle. Venant d’une lignée cancéreuse, sa disponibilité est toujours assurée. La lignée 

possède peu de variabilité dans les activités fonctionnelles. Ces cellules sont plus souvent 

utilisées pour les études d’interaction. Les cellules HepG2, issues aussi d’une lignée 

cancéreuse, présentent l’avantage d’avoir une polarité conservée.  

Dans le cadre de l’IVIVE du métabolisme, les hépatocytes primaires se présentent comme le support 

le plus adapté pour quantifier le métabolisme.  

 

Figure 19. Différents supports cellulaires pouvant être obtenus à partir d’un foie 

Tableau 10. Caractéristiques des systèmes in vitro hépatiques utilisés dans les études de métabolisme (adapté de 

Lipscomb et al. (2008) et Yoon et al. (2012)) 

Systèmes in vitro Enzymes et autres 

Tranche d’organe Enzymes microsomales et cytosoliques, structure cellulaire conservée 

Enzyme surexprimée Enzyme d’intérêt (rCYPs, rUGTs), niveau de protéine et de lipide physiologique 
non conservé 

Microsomes Enzymes de Phase I: CYPs, FMO, estérases, GSH S-transférases, UGTs 

Cytosol Enzymes de Phase II : sulfotransférases, N-acétyltransférases, amino acide 
conjugases, GSH S-transférase, glucuronidases 

Hépatocytes Enzymes microsomales et cytosoliques, liaison membranaire prise en compte 

r : recombinant ; UGT : glucuronosyltransférase ; FMO : mono oxygénase à flavine ; GSH : glutathion 

III.1.b.ii. Evaluation des liaisons aspécifiques 

La concentration nominale (concentration théorique présente dans milieu) en composé est très 

souvent éloignée de la concentration totale (milieu + cellule) mesurée analytiquement (Groothuis et 

al. 2013). Or la cinétique du composé est dépendante de la concentration réellement disponible pour 

l’enzyme. Seul le composé libre peut traverser les membranes et être métabolisé. Pour estimer une 
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enzyme
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vitesse de disparition ou d’apparition pertinente, il est nécessaire d’évaluer et quantifier les facteurs 

modifiant la concentration en composé parent ou en métabolite (Figure 20) (Lipscomb and Poet 

2008; Pelkonen and Turpeinen 2007; Yoon et al. 2012): 

- la liaison au support d’étude : les tubes de préparation, les cônes de prélèvement ou les 

puits dans lesquels sont incubées les molécules sont des sources potentielles d’adsorption. 

Les molécules concernées par l’adsorption sont majoritairement lipophiles. Elles auront 

tendance à fuir le milieu aqueux dans lequel elles sont maintenues avec les cellules. Il est 

donc nécessaire de quantifier la fraction de molécules adsorbées (Palmgrén et al. 2006) et 

d’opter pour un matériel limitant ce phénomène (Fukazawa et al. 2010).  

- l’évaporation du composé dans l’étuve : cela concerne les molécules volatiles. La 

quantification de ce phénomène évitera d’assimiler la totalité de la disparition du composé 

dans le puits à du métabolisme (Groothuis et al. 2013). 

- la liaison aux protéines : la molécule présente dans le puits peut se lier à des protéines de 

différentes natures : lipides, protéines membranaires ou sérum. La microdialyse ou 

l’ultracentrifugation sont des outils capables de déterminer la valeur de la fraction non liée 

aux protéines. Dans le cadre de l’extrapolation in vitro-in vivo, il est préférable de reproduire 

au mieux les conditions in vivo, par l’ajout de protéines plasmatiques au milieu d’incubation. 

Les liaisons entre les molécules et les protéines du sérum sont plus fortes que celles envers le 

plastique. La présence de sérum permet de créer ainsi dans le puits un équilibre entre les 

liaisons pour les molécules (Blanchard et al. 2004; Kramer et al. 2012; Li 2007). 

La détermination de la concentration disponible est de plus en plus souvent effectuée pour associer 

une concentration précise à une cinétique, ou à un effet lors des tests de toxicité. Le phénomène 

d’adsorption (Kramer et al. 2012; Ouattara et al. 2011) et la liaison de la molécule aux protéines 

(Baker and Parton 2007) peuvent être aussi modélisés, par des constantes de premier ordre. 

L’objectif est de minimiser l’incertitude sur les valeurs des concentrations disponibles pour le 

métabolisme. 

 

Figure 20. Représentation schématique des différents processus déterminant la disponibilité du composé dans le puits 

(adapté de Kramer et al. (2012) et Pelkonen et al. (2007)) 
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III.1.b.iii. Caractérisation de l’activité du lot 

Dans le cadre de la quantification du métabolisme d’un nouveau composé, une étape indispensable 

avant le début de toute expérimentation est l’évaluation de l’activité enzymatique du support 

d’étude. Les enzymes impliquées dans le métabolisme du composé doivent être auparavant 

identifiées. Ainsi, certains substrats, dont la transformation est spécifique d’une seule enzyme, sont 

utilisés pour caractériser l’activité de l’enzyme (Tableau 11) (US FDA 2011; Yuan et al. 2002). La 

caractérisation de l’activité de l’enzyme permet de qualifier le niveau d’activité du lot. Elle facilite 

aussi l’interprétation et la mise en perspective de la valeur de clairance in vitro intrinsèque obtenue 

pour le composé étudié.  

Tableau 11. Réactions utilisées pour caractériser l’activité d’une enzyme, basé sur Yuan et al. (2002) 

Enzyme Nature de la réaction sur le substrat spécifique de l’enzyme 

CYP1A1 Ethoxyrésorufine O-deéthylation 

CYP1A2 Phénacétine O-deéthylation 

CYP2A6 Coumarine 7-hydroxylation 

CYP2B6 7-éthoxy-4-trifluorométhyle coumarine O-déalkylation 

CYP2C9 Tolbutamide 4-hydroxylation 
S-warfarine 7-hydroxylation 
Diclofénac 4-hydroxylation 

CYP2C19 S-méphénytoine 4’-hydroxylation 

CYP2D6 Dextrométhorphane O-deméthylation 
Bufuralol 1-hydroxylation 

CYP2E1 Chlorzoxazone 6-hydroxylation 

CYP3A4/5 Testostérone 6-hydroxylation 
Hydroxylation des benzodiazépines (midazolam, triazolam, alprazolam) 

 

III.1.c. Méthodes pour l’amélioration de l’analyse des données in vitro 

L’estimation des valeurs des paramètres Vmax et Km régissant la vitesse de réaction a longtemps été 

réalisée avec des méthodes plus ou moins graphiques (Hacker et al. 2009). Parmi ces méthodes, les 

plus connues sont les méthodes de Lineweaver-Burke et d’Eisenthal & Cornish-Bowden. La première, 

méthode graphique, consiste à représenter l’inverse des vitesses de formation en fonction de 

l’inverse des concentrations d’incubation. Ces différentes transformations ont l’inconvénient de 

propager l’incertitude existant sur les concentrations mesurées et d’augmenter ainsi celle sur les 

valeurs des paramètres Vmax et Km. La méthode d’Eisenthal & Cornish-Bowden, considérée comme 

non graphique, n’implique pas la transformation des données (Eisenthal and Cornish-Bowden 1974). 

Les vitesses de formation sont représentées en fonction des concentrations d’incubation en composé 

exprimées négativement. L’intersection des droites, idéalement en un point, correspond aux valeurs 

de Vmax et Km (Figure 21).  
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Figure 21. Exemples de représentation graphique pour la détermination des valeurs des paramètres Vmax et Km 

Suite au développement des calculateurs, il est fortement recommandé d’analyser les données en les 

modélisant. Lors de la modélisation de l’équation de Michaelis-Menten, l’estimation des valeurs des 

paramètres (Vmax, Km) est alors effectuée par régression linéaire. L’ajustement peut être réalisé par 

différentes approches. La méthode des moindres carrés, souvent utilisée dans les logiciels 

d’enzymologie (GraphPad Prism), est très sensible aux points de données. Une grande incertitude sur 

la valeur des paramètres estimés peut donc avoir lieu. Le recours aux méthodes bayésiennes 

présente l’avantage d’analyser simultanément l’ensemble des données générées selon différents 

plans d’expérience pour un même composé. 

Lorsque la concentration d’incubation est largement inférieure à la valeur du Km, l’estimation de la 

clairance intrinsèque peut être réalisée par la transformation de la valeur de la demi-vie 

d’élimination. Celle-ci est alors obtenue par la régression linéaire des concentrations restantes en 

parent en fonction du temps (Obach 1999). Néanmoins, le recours à la calibration bayésienne 

demeure préférable. 

La valeur du paramètre de clairance intrinsèque in vitro peut aussi être déterminée par la 

modélisation dynamique et mécanistique de l’évolution du composé au sein de la cellule. L’approche 

peut être empirique ou physiologique. Le métabolisme et les échanges entre les milieux intra et 

extracellulaires via les transporteurs au sein d’un hépatocyte ont été modélisés pour mieux 

comprendre leur impact sur la clairance hépatocytaire du composé (Paine et al. 2008; Poirier et al. 

2009). Les modèles regroupent la description des concentrations dans la cellule et au niveau de la 

membrane d’une part et celle des concentrations extracellulaires (milieu) d’autre part. Ainsi, les 

vitesses de métabolisme, mais aussi d’échanges (actifs ou passifs) à travers la membrane, peuvent 

être estimées.  

La transformation du composé parent en métabolite peut aussi être modélisée (Li et al. 2012; Mazur 

et al. 2007). Cette approche reste encore peu décrite dans la littérature car les études in vitro 

consistent le plus souvent à étudier soit la disparition du parent, soit l’apparition du métabolite. 

Pourtant, la modélisation de ces données permet de déterminer simultanément les vitesses de 

disparition du composé parent et celles d’apparition des métabolites de manière indépendante et de 

mettre en valeur des phénomènes tels que les interactions (McMullin et al. 2007b).  
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III.2. Conditions d’extrapolation des données in vitro 

Une fois les valeurs des paramètres de métabolisme estimées, plusieurs éléments sont à prendre en 

compte pour utiliser la valeur in vitro de clairance intrinsèque en tant que valeur initiale de la 

clairance in vivo intrinsèque dans le modèle PBPK (Houston 1994b; Lavé et al. 1999). Des facteurs 

d’extrapolation doivent d’abord être appliqués à la valeur de clairance déterminée in vitro (Figure 

22). L’extrapolation in vitro-in vivo part du postulat que la vitesse globale de la réaction enzymatique 

est directement proportionnelle à la quantité d’enzymes présentes. La clairance in vitro estimée est 

alors corrigée, selon le support d’étude, par le nombre de cellules, de microsomes ou d’enzymes 

surexprimées par gramme de foie, puis ensuite par le poids du foie par kilogramme du poids du corps 

(pc). Les valeurs de ces facteurs correctifs sont dépendantes de l’espèce étudiée (Tableau 12). De 

nombreuses études dans la littérature ont mesuré ces paramètres physiologiques chez le rat et 

l’homme. En compilant tous les résultats, Barter et al. (2007) a établi une moyenne de 99×106 

hépatocytes par gramme de foie humain, avec un intervalle de confiance à 95 % allant de 74 à 

131 × 106 hépatocytes par gramme de foie. 

Une correction de la valeur de la clairance intrinsèque estimée in vivo par la valeur de la fraction liée 

aux protéines est envisageable. L’estimation de la clairance hépatique in vivo est ainsi parfois 

améliorée, selon les propriétés physico-chimiques de la molécule (Obach 1999; Riley et al. 2005). 

Cependant, la présence de sérum dans le milieu d’incubation s’avère parfois suffisante à l’obtention 

d’une valeur de clairance intrinsèque in vivo représentative de celle hépatique (Blanchard et al. 

2004). 

Lors de l’extrapolation des valeurs des paramètres (Vmax et Km), alors que la valeur in vitro du 

paramètre Vmax peut être extrapolée directement, la valeur du paramètre Km est éventuellement 

corrigée. Les paramètres (adsorption, fraction liée) décrits précédemment sont alors appliqués, selon 

l’intensité de ces phénomènes. Lors de l’intégration des valeurs de ces paramètres au sein d’un 

modèle PBPK, une correction par le coefficient de partage foie : sang (molécules lipophiles en 

particulier) a aussi été proposée (Mazur et al. 2007). 

 
    prot : protéines  

Figure 22. Facteurs d’échelle à appliquer à la CLint in vitro pour obtenir la CLint in vivo hépatique 

Systèmes in vitro Clint in vitro Fac teur d’échelle 1 Facteur d’échelle 2

Microsome µL/min/mg prot microsomales × nombre de prot microsomales / g de foie 
(MPPGL)

× Poids du foie
(g de foie/ kg pc)

Hépatocytes µL/min/106 cellules × nombre d’hépatocytes / g de foie 
(HPGL)

× Poids du foie
(g de foie/ kg pc)

Cellules surexprimant
un isoforme de CYP

µL/min/pmol de CYP surexprimé × (pmol CYP surexprimé 
/ mg prot microsomales) 

× MPPGL

× Poids du foie
(g de foie/ kg pc)

Système in vitro

CLint in vitro CLint par g de foie CLint hépatique

Facteur d’échelle 1 Facteur d’échelle 2
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Une fois déterminée, la valeur de CLint in vivo hépatique peut être corrigée par l’activité spécifique 

mesurée des enzymes. Une valeur de clairance intrinsèque in vitro indépendante de l’activité du 

support d’étude sera ainsi obtenue (Lipscomb and Kedderis 2002). Cette correction est intéressante 

pour l’extrapolation de la clairance dans des sous-populations connues pour avoir une activité 

enzymatique différente (ethnie, âge…).  

Tableau 12. Valeurs de référence pour l’extrapolation in vitro-in vivo chez le rat et l’homme (Lipscomb and Poet 2008) 

Paramètres Valeurs de paramètre Facteurs d’échelle Références 

Rat   Houston (1994b) 

Poids du corps 0,25 kg   

Poids du foie 4,5 g/kg pc 11 g  

Flux sanguin hépatique 1,8 mL/min/g foie 20 mL/min  

Nombre d’hépatocytes 1,35 × 10
8 

cellules/g foie 1,5 × 10
9 

cellules  

Taux de protéines 45 mg/g de foie 500 mg   

Homme    

Poids du corps 70 kg   

Poids du foie 2,6 g/kg pc 1 820 g  

Flux sanguin hépatique 0,71 mL/min/g foie 1 292 mL/min Brown et al. (1997) 

Nombre d’hépatocytes 99 × 10
6 

cellules/g foie 1,8 × 10
11 

cellules Barter et al (2007) 

Taux de protéines 34 mg/g de foie 61 880 mg  Barter et al  (2007) 

 

III.3. Données in vitro sur les pyréthrinoïdes 

Les nombreuses études in vitro sur les pyréthrinoïdes (deltaméthrine, perméthrine) ont permis de 

caractériser et de quantifier leur métabolisme chez le rat et l’homme. Les données quantitatives sur 

le métabolisme de la deltaméthrine ne seront pas présentées ici (Anand et al. 2006; Godin et al. 

2007; Godin et al. 2006) pour ne s’intéresser qu’aux résultats relatifs à la perméthrine. Le 

métabolisme de la perméthrine chez le rat et l’homme a été étudié sur cellules recombinantes 

(Lavado et al. 2014; Nakamura et al. 2007; Nishi et al. 2006; Yang et al. 2009), microsomes et cytosols 

(Crow et al. 2007; Lavado et al. 2014; Ross et al. 2006; Scollon et al. 2009; Tange et al. 2014) et 

autres fractions cellulaires purifiées (Choi et al. 2002). 

III.3.a. Identification des voies métaboliques des pyréthrinoïdes 

Les études in vitro de métabolisme sur les pyréthrinoïdes ont permis de préciser les connaissances 

obtenues lors des expérimentations de cinétique in vivo. Les chemins métaboliques empruntés par 

les pyréthrinoïdes ainsi que les enzymes impliquées ont pu être identifiés chez le rat comme chez 

l’homme. Les pyréthrinoïdes peuvent être soit hydrolysés (processus rapide) soit oxydés (processus 

lent). Dans le cas de la perméthrine, la part des voies oxydatives et hydrolytiques pour chaque 

isomère est dépendante de l’espèce. La voie majoritaire de métabolisme est, pour l’isomère trans, 

l’hydrolyse chez le rat et l’oxydation chez l’homme, et pour l’isomère cis, l’oxydation chez les deux 

espèces (Scollon et al. 2009; Shono et al. 1979).  



Extrapolation inter-espèce du métabolisme in vitro 

85 

III.3.a.i. Hydrolyse 

La perméthrine est hydrolysée par des CEs, enzymes ubiquitaires, présentes chez les mammifères, au 

niveau du foie, de l’intestin, des reins et des poumons (Satoh and Hosokawa 2006). 

Les CEs sont classées en cinq familles dont les deux plus importantes sont les familles CES1 et CES2 

(Satoh and Hosokawa 2010). La répartition de ces enzymes dans l’organisme dépend de l’organe et 

de l’espèce (Tableau 13).  

Les CEs appartenant à la famille CES1 sont majoritairement présentes au niveau du foie. Sont 

recensés la carboxylestérase humaine 1 (hCE1), spécifique de l’homme, et les hydrolases A et B, 

présentes chez le rat. La sous famille CES1G regroupe des CEs ayant la particularité d’être sécrétées 

dans le sang. Ces CEs circulantes n’existent que chez le rat et la souris (Satoh and Hosokawa 2010). La 

localisation précise (plasma ou globules rouges) de l’enzyme demeure inconnue (Sanghani et al. 

2004).  

Les CEs de la famille CES2 sont présentes au niveau de l’intestin. Peut être citée l’hCE2, présente chez 

l’homme (Satoh and Hosokawa 2010). 

Le métabolisme des pyréthrinoïdes par les CEs est complexe car les sites diffèrent selon l’espèce 

(Tableau 14).  

Chez le rat, l’hydrolyse se situe au niveau de trois sites : le foie principalement, le sang et l’intestin. 

Dans le foie, la perméthrine est métabolisée par les hydrolases A et B, qui représentent 80 % des CEs 

du foie (Godin et al. 2006; Morgan et al. 1994; Ross et al. 2012). La présence d’une CE circulante 

permet l’hydrolyse de la perméthrine dans le sang.  

Chez l’homme, les sites d’hydrolyse sont au nombre de deux : le foie et l’intestin. Les enzymes 

impliquées sont l’hCE1 au niveau du foie (Crow et al. 2007; Mikata et al. 2012; Scollon et al. 2009) et 

l’hCE2 dans l’intestin (Nishi et al. 2006). L’hydrolyse de la perméthrine n’existe pas au niveau du sang 

chez l’homme car le sang humain ne contient pas de CEs. Il contient cependant des estérases d’autre 

nature comme les butyrylcholinestérases ou les paraoxonases (Crow et al. 2007; Li et al. 2005; Ross 

et al. 2006).  

 

Tableau 13. Expression des familles CES1 et CES2 selon les tissus chez le rat et l’homme (Satoh and Hosokawa 2010) 

 Isoenzymes Foie Intestin Rein Poumon 

Rat CES1 +++ - +++ +++ 
 CES2 - +++ - - 
Homme CES1 +++ - + +++ 
 CES2 + +++ +++ - 

- : non détectable ; + : faiblement exprimée; ++ : modérément exprimée ; +++ : fortement exprimée 
 

 

Tableau 14. Sites d’hydrolyse des pyréthrinoïdes chez le rat et l’homme avec les enzymes impliquées 

Rat Homme 

Foie (Hydrolase A et B) 
Intestin 

Sang 

Foie (hCE1) 
Intestin (hCE2) 
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III.3.a.ii. Oxydation 

L’oxydation de la perméthrine, réalisée par des CYPs, a lieu au niveau du foie et de l’intestin. 

Les CYPs sont des enzymes de type mono-oxygénase, localisées au niveau du réticulum 

endoplasmique de la cellule et consommatrice d’oxygène et de NADPH (Gueguen et al. 2006). Les 

CYPs, enzymes de phase I, ont la caractéristique d’avoir une spécificité chevauchante et relative. Un 

seul isoforme peut métaboliser plusieurs substrats et un seul substrat peut être métabolisé par 

plusieurs isoformes. La répartition des CYPs dans l’organisme dépend de l’organe et de l’espèce. La 

part oxydative (CYP) du métabolisme peut être déterminée sur microsomes  par la variation de la  

quantité de cofacteurs, NADPH en particulier (Scollon et al. 2009). 

Pour les deux isomères de la perméthrine, les CYP 1A1, 1A2, 2C6, 2C11, 3A2 (et 3A1 pour la cis-

perméthrine) et les CYP 1A1, 1A2, 2C8, 2C9, 2C19 (et 3A4 pour la cis-perméthrine) sont impliqués 

respectivement dans l’oxydation de la perméthrine chez le rat et l’homme (Mikata et al. 2012; 

Scollon et al. 2009). Une hiérarchisation de l’implication de ces CYPs dans l’oxydation de la 

perméthrine (Scollon et al. 2009) a été réalisée en incubant pendant 10 min les deux isomères sur 

des supersomes exprimant un seul isoforme de CYP (Tableau 15). Chez le rat, les CYP2C6 et 2C11 

métabolisent en plus grande quantité la cis- et trans-perméthrine, avec un métabolisme évalué à 

80 % après 10 min d’incubation. Chez l’homme, le CYP2C19 est le plus impliqué dans le métabolisme 

des deux isomères. Les autres CYPs étudiés ne les métabolisent qu’à la hauteur de 30 %. La forme 

oxydée de la perméthrine peut ensuite être hydrolysée par les CEs. 

L’hydrolyse et l’oxydation de la perméthrine vont entraîner l’apparition de formes oxydées ou non 

des métabolites directs DCCA et de l’alcool 3-phénoxybenzoïque (3-PBAlc). Le 3-PBAlc subira 

plusieurs transformations pour devenir le métabolite final 3-PBA (Figure 23). Le 3-PBAlc est 

rapidement transformé en l’aldéhyde 3-phénoxybenzyle (3-PBAld). Les enzymes impliquées chez le 

rat sont principalement le CYP2C6 suivi du CYP3A1 (Nakamura et al. 2007). L’activité métabolique 

mesurée sur des cellules surexprimant les CYP2C6 et CYP3A1 étaient respectivement de 40 et 

8 nmol/min/nmol de CYPs. L’activité métabolique par les autres isoformes étudiés (CYP1A1, CYP1A2, 

CYP2B1, CYP2D1 et CYP2E1) était inférieure à 5 nmol/min/nmol de CYPs (Nakamura et al. 2007). 

Chez l’homme, l’alcool déshydrogénase (ADH) permet la formation du 3-PBAld (Choi et al. 2002). 

Tableau 15. Pourcentage de métabolisme par isoforme de CYP450 chez le rat et l’homme de la cis- et trans-perméthrine 

(Scollon et al. 2009)  

Rat  Homme 

CYP Cis-perméthrine Trans-perméthrine  CYP Cis-perméthrine Trans-perméthrine 

1A1 47 ± 8 58,3 ± 7,5  1A1 13,3 ± 3,8 27 ± 2,6 

1A2 12,3 ± 4,5 38,3 ± 7,5  1A2 22 ± 2,6 24,3 ± 2,1 

2A1 N.S. N.S.  2B6 N.S. N.S. 

2B1 N.S. N.S.  2C8 19,3 ± 2,3 18,3 ± 2,5 

2C6 83,7 ± 5 88,7 ± 2,1  2C9*1 39,3 ± 2,9 N.S. 

2C11 77,7 ± 15,9 82 ± 5,3  2C9*2 N.S. 22,6 ± 2,1 

2C12 N.S. N.S.  2C9*3 N.S. N.S. 

2C13 N.S. N.S.  2C19 83,3 ± 4,5 89,7 ± 0,6 

2D1 N.S. N.S.  3A4 25 ± 9,6 N.S. 

2D2 N.S. N.S.     

3A1 30,3 ± 5,5 N.S.     

3A2 16,7 ± 1,2 13,3 ± 3,5     
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Figure 23. Schéma des différentes étapes de formation du 3-PBA à partir du 3-PBAlc avec les enzymes impliquées chez le 

rat et l’homme 

Ensuite, le 3-PBAld est métabolisé en 3-PBA, le métabolite final. Chez le rat, les CYP 1A2, 2B1, 2C9, 

2D1 et 3A1 présentaient une activité métabolique sur cellules recombinantes entre 25 et 

35 nmol/min/nmol de CYPs. L’activité des CYP1A1 et CYP2E1 était inférieure à 10 nmol/min/nmol de 

CYPs (Nakamura et al. 2007). L’enzyme impliquée chez l’homme est l’aldéhyde déshydrogénase 

(ALDH) (Choi et al. 2002). Chez l’homme, les CYPs ne semblent pas impliqués dans la formation du 3-

PBA à partir du 3-PBAlc. L’incubation des deux isomères sur microsomes de foie ou cytosol humain 

avec un système régénérant (NADPH) entraînait la formation des métabolites de la perméthrine. 

Cependant, l’expérience menée sur des isoformes spécifiques de CYPs humains, selon le même 

procédé que l’étude de Nakamura et al. (2007), a montré une absence de 3-PBA.  

La forme oxydée du 3-PBAlc provenant, soit de l’oxydation et de l’hydrolyse de la perméthrine, soit 

de l’oxydation du 3-PBAlc par les CYP2E1, 2D6 et 2C19 chez l’homme (Takaku et al. 2011) subit les 

mêmes étapes de transformation pour former le 4’-OH-PBA.   

Les formes oxydées ou non du DCCA et 3-PBA sont ensuite conjuguées avec des groupements 

glucuronide ou sulfate par des enzymes de phase II comme l’UGT 1A9 (Takaku et al. 2011). Leur 

élimination vers les urines ou la bile est ainsi facilitée. L’ensemble des voies de métabolisation de la 

cis- et trans-perméthrine et de formation des métabolites 3-PBA et DCCA et leur formes oxydées est 

représenté sur la Figure 24. 

 
Figure 24. Représentation de l’ensemble des voies métaboliques empruntées par la cis- et trans-perméthrine chez les 

mammifères (Gaughan et al. 1977) 
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III.3.b. Quantification du métabolisme de la perméthrine chez le rat et 

l’homme 

Parallèlement à la compréhension du métabolisme de la cis- et trans-perméthrine, le métabolisme in 

vitro de la perméthrine a pu être quantifié chez le rat et l’homme. Alors que la plupart des études in 

vitro se sont intéressées à la vitesse de formation du métabolites direct 3-PBAlc de la perméthrine 

(Crow et al. 2007; Ross et al. 2006), une seule étude a quantifié la disparition du composé parent. 

Cette approche tient compte alors de l’ensemble des chemins de métabolisme de la perméthrine, 

c’est-à-dire oxydation et hydrolyse (Scollon et al. 2009). 

La formation du 3-PBAlc est le plus souvent étudiée sur microsomes sans la présence de cofacteurs, 

caractérisant uniquement la voie d’hydrolyse (Crow et al. 2007; Ross et al. 2006). Les études menées, 

chez le rat et l’homme, sur sérum et microsomes et cytosol d’hépatocytes ont permis de déterminer 

les valeurs des paramètres Vmax et Km (Tableau 16). L’hydrolyse de la trans-perméthrine dans le 

sérum semble importante chez le rat, mais rapportée au poids corporel, elle devient minoritaire par 

rapport à celle dans le foie. L’étude de Crow et al. (2007) sur les fractions hépatocytaires a permis de 

démontrer l’implication du cytosol dans le métabolisme des pyréthrinoïdes. Chez le rat, 40 % de 

l’hydrolyse hépatique de la trans-perméthrine est due aux estérases présentes dans le cytosol (Crow 

et al. 2007). Une étude plus approfondie a démontré la présence d’hCE1 dans le cytosol. Le taux de 

cette enzyme est alors trois fois plus faible dans le cytosol que sur les microsomes. Pour l’hydrolyse 

de la cis-perméthrine, des différences inter-espèces existent. Au niveau des microsomes hépatiques, 

l’hydrolyse est plus rapide chez l’homme que chez le rat, dans un ratio de 2,5. De plus, la part 

d’hydrolyse attribuable au cytosol par rapport aux microsomes est aussi plus importante chez 

l’homme que chez le rat.  

 

Tableau 16. Valeurs des paramètres Vmax (nmol/min/mg prot ou mL sérum), Km (µM) et du ratio Vmax/Km (mL/min/mg 

prot ou mL sérum) de l’hydrolyse de la cis- et trans-perméthrine obtenus sur sérum de rat et microsomes et cytosol 

hépatiques de rat et d’homme, issues de Crow et al. (2007) (a) et Ross et al. (2006) (b) 

Espèce Condition 
Cis-perméthrine Trans-perméthrine 

Vmax Km Vmax/Km Vmax Km Vmax/Km 

Rat Sérum 
a
 - - - 4,2 ± 0,5 29,4 ± 8,3 0,143 

Rat 
Microsome 
hépatique 

b
 

0,10 ± 0,01 30,78 ± 9,25 3,25.10
-3

 1,34 ± 0,27 19,16 ± 3,24 0,068 

Homme 
Microsome 
hépatique 

b
 

0,02 ± 0,002 2,49 ± 2,14 8,03.10
-3

 1,12 ± 0,05 20,66 ± 2,95 0,053 

Rat 
Cytosol 

hépatique 
a
 

- - - 0,56 24,6 0,023 

Homme 
Cytosol 

hépatique 
a
 

- - - 0,47 ± 0,02 3,4 ± 0,8 0,138 
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Tableau 17. Activités spécifiques du plasma, de fraction cellulaire de l’intestin, du foie et du poumon (nmol/min/mg prot) 

sur la cis- et trans-perméthrine chez le rat (issues de Nakamura et al. (2007) (a) et Crow et al. (2007) (b)) 

 Cis-perméthrine Trans-perméthrine 

Plasma - 2,53 ± 0,21
 a

 

Intestin    

     Microsomes 0,09 ± 0,05
 a

 
0,7 ± 0,2

 a
 

0,42 ± 0,07 
b
 

     Cytosol - 0,29 ± 0,02 
b
 

Foie (microsomes) 0,14 ± 0,07
 a

 2,23 ± 0,27
 a

 

Poumon (microsomes) - 0,42 ± 0,07
 a

 

Par la suite, d’autres sites de métabolisme ont été étudiés grâce à la trans-perméthrine (Crow et al. 

2007; Nakamura et al. 2007) (Tableau 17). Au niveau de l’intestin, l’activité spécifique sur 

microsomes humains (1,88 ± 0,55 nmol/min/mg de protéines) était 2,6 à 4,5 fois plus importante que 

celle chez le rat. Chez le rat, l’activité spécifique d’hydrolyse hépatique et plasmatique de la trans-

perméthrine est similaire, comme ce qu’il avait été observé pour les valeurs de Vmax et Km 

(Tableau 16). Cependant, la comparaison des valeurs de Km pour les CEs du sérum et du foie montre 

que la trans-perméthrine a une plus faible affinité pour les enzymes sériques qu’hépatiques. 

L’hydrolyse sanguine chez le rat ne représenterait que 4 % de la capacité totale d’hydrolyse du rat. 

L’hydrolyse intestinale, quant à elle, équivaudrait à 2,5 %. Ces résultats soulignent la faible 

implication de l’hydrolyse sanguine et intestinale dans le métabolisme total in vivo de la perméthrine 

chez le rat. 

La seule étude traitant de la disparition du composé parent a permis d’estimer la clairance hépatique 

de la cis- et trans-perméthrine, seule et en mélange, chez le rat et l’homme (Scollon et al. 2009). Les 

valeurs des paramètres Vmax et Km ont été déterminées uniquement chez le rat, lors de l’incubation 

des composés séparée et en mélange (Scollon et al. 2009). Comparée à la cis-perméthrine, la trans-

perméthrine présente une affinité 2,4 fois plus faible pour les enzymes responsables de sa 

dégradation, mais une vitesse de transformation 6,9 fois plus élevée. Les valeurs de Vmax pour les 

deux isomères sont identiques entre l’expérience étudiant l’hydrolyse (Ross et al. 2006) et le 

métabolisme complet de la perméthrine (Scollon et al. 2009). En revanche, les valeurs de Km sont 

plus élevées dans l’expérience de Ross et al. (2006). Les valeurs obtenues pour le ratio Vmax/Km (Ross 

et al. 2006) correspondent respectivement à 8 et 62 % du métabolisme total de la cis- et trans-

perméthrine décrit par Scollon et al. (2009). Ces résultats confirment que chez le rat, la trans-

perméthrine est majoritairement hydrolysée et la cis-perméthrine fortement oxydée. Lors de l’étude 

sur  le mélange d’isomères, les valeurs moyennes des paramètres diffèrent de celles obtenues suite à 

l’incubation séparée des substances. Pour la cis-perméthrine, les valeurs moyennes du Vmax et du Km 

ont toutes les deux augmentées. Pour la trans-perméthrine, la valeur du Vmax reste constante et celle 

du Km diminue d’un facteur 2. La distribution des valeurs entre les deux conditions est cependant 

chevauchante, hormis celle du Vmax de la cis-perméthrine. 
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Tableau 18. Valeurs moyennes avec l’intervalle à 95 % des paramètres Vmax (nmol/min/mg prot), Km (µM) et du ratio Vmax 

/Km (mL/min/mg prot) de la cis- et trans-perméthrine obtenues sur microsomes hépatiques de rat (Scollon et al., 2009) 

 
Cis-perméthrine Trans-perméthrine 

Vmax Km Vmax/Km Vmax Km Vmax/Km 

Seule 
0,14 

(0,11 – 0,20) 
3,70 

(1,60 – 9,20) 
0,04 

0,97 
(0,82 – 1,23) 

9,03 
(5,66 – 15,42) 

0,11 

Mélange 
0,41 

(0,35 – 0,52) 
5,39 

(3,11 – 10,39) 
0,08 

0,82 
(0,61 – 1,25) 

4,48 
(1,80 – 12,86) 

0,18 

Dans cette même étude, les clairances intrinsèques in vitro hépatiques ont été obtenues pour 

chaque composé chez le rat et l’homme à des concentrations d’incubation inférieures à la valeur du 

Km de chaque isomère (Tableau 19).  

Une différence inter-espèce existe cependant au niveau de la valeur de vitesse de métabolisme : 

l’élimination est 0,7 et 10 fois plus lente chez l’homme que chez le rat pour respectivement la trans-

perméthrine et la cis-perméthrine. Lors de cette étude, l’estimation des vitesses de disparition du 

mélange cis/trans-perméthrine a montré une possible interaction entre ces deux composés. Chez 

l’homme, la clairance de la cis- et trans-perméthrine était diminuée respectivement d’un facteur 1,7 

et 2,8. Chez le rat, la clairance diminuait d’un facteur 2 pour la trans-perméthrine. Aucune 

interaction n’était observée pour la cis-perméthrine, s’expliquant par des voies de métabolisme 

majoritaires différentes selon les deux espèces. Chez l’homme, l’oxydation est la voie majoritaire 

pour les deux isomères, pouvant alors entraîner une compétition au niveau des sites d’oxydation. 

Une inhibition de type compétitive a été suggérée. 

Des études d’induction sur hépatocytes primaires de rat et humains, sur plusieurs jours, ont montré 

que la perméthrine induit les CYP2B1 et 3A23 chez le rat (Heder et al. 2001). Certains pyréthrinoïdes 

(perméthrine non testé) augmenteraient l’expression du CYP3A4. Celle des CEs n’était pas affectée 

(Yang et al. 2009). 

En dehors du métabolisme in vitro, la fraction liée aux protéines, autre paramètre parfois pris en 

compte lors de l’extrapolation in vitro-in vivo, a été estimée. Dans le plasma humain, à une 

concentration proche de celle retrouvée lors d’une exposition à la perméthrine, le pourcentage de la 

fraction libre de cis ou trans-perméthrine était faible, avec la valeur d’environ 12 %, avec un 

pourcentage lié aux lipoprotéines d’environ 30 % et aux protéines (albumine) d’environ 60 % (Sethi 

et al. 2014). 

Tableau 19. Valeurs de clairance intrinsèque in vivo (µL/min/kg) de la cis- et trans-perméthrine obtenues sur microsomes 

hépatiques en présence de NADPH de rat et d’homme (Scollon et al., 2009) 

Conditions 
Cis-perméthrine Trans-perméthrine 

CLint rat CLint homme CLint rat CLint homme 

Seule 529 ± 19 52 ± 12 438 ± 46 636 ± 53 

Mélange 591 ± 32 31 ± 13 267 ± 25 226 ± 68 
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OBJECTIFS 
 

La présence de résidus de pyréthrinoïdes dans l’environnement et dans certaines matrices 

biologiques montre une imprégnation de la population humaine à ces insecticides. Au vu des sources 

d’expositions multiples, la quantification de l’exposition réelle demeure difficile. Associés aux 

perturbations neuronales et hormonales suspectées, ces résultats soulignent la présence d’un risque 

potentiel lié à l’exposition de la population aux pyréthrinoïdes. Le niveau de toxicité dépendant de la 

concentration du composé parent présent dans l’organisme, la quantification de l’exposition interne 

au niveau des tissus cibles est désormais nécessaire. Parmi les pyréthrinoïdes, la perméthrine a été 

retenue pour ce travail de thèse, existant sous deux formes isomériques cis et trans. La population 

est quotidiennement exposée à cet insecticide. 

La détermination de la cinétique des pyréthrinoïdes chez l’homme est une étape essentielle à la 

compréhension du risque. Or les seules données disponibles chez l’homme sont les biomarqueurs 

d’exposition, présents le plus souvent dans les urines. Dans le cas des pyréthrinoïdes, les 

biomarqueurs d’exposition sont leurs métabolites. Une autre difficulté lors de la quantification de 

l’exposition externe aux pyréthrinoïdes réside dans l’existence de métabolites communs entre ces 

composés. L’attribution d’un métabolite à l’exposition à un composé parent spécifique est alors 

difficile. L’accès direct aux concentrations tissulaires en pyréthrinoïdes est impossible chez l’homme 

pour des raisons évidentes. En cela les modèles PBPK sont un outil capable de relier les données de 

biosurveillance aux données internes dans les tissus cibles. Pour cela, ce lien doit être en premier lieu 

modélisé chez le rat pour chaque isomère de la perméthrine. Au sein de cette espèce, la 

quantification simultanée des concentrations tissulaires en pyréthrinoïdes et en métabolites dans les 

urines est en effet réalisable. Actuellement, les différentes phases ADME des isomères de la 

perméthrine et de ses métabolites couramment dosés en biosurveillance (3-PBA et DCCA) n’ont 

jamais été caractérisées simultanément chez le rat. De plus, au commencement de la thèse, il 

n’existait aucune méthode analytique permettant de doser simultanément les isomères cis et trans 

de la perméthrine et de ses métabolites cis- et trans-DCCA et 3-PBA dans des matrices biologiques 

solides et liquides, à composition extrêmement différente. 

Les modèles PBPK permettent par leur cadre paramétrique l’extrapolation inter-espèce et la 

simulation de différents scénarios d’exposition. Pour cela, la relation entre parents et métabolites 

doit être déterminée au sein de la nouvelle espèce. Les résultats actuels des études in vitro ont 

permis de quantifier certaines voies métaboliques de la cis- et trans-perméthrine, sans préciser la 

formation des différents métabolites 3-PBA et DCCA. Afin d’estimer des vitesses de métabolisme in 

vivo de qualité, certains points expérimentaux au niveau in vitro sont à prendre en compte. Les 

propriétés lipophiles de la perméthrine font de l’évaluation des liaisons aspécifiques dans le système 

une étape indispensable. Le choix d’un système cellulaire complet comme les hépatocytes est 

nécessaire, compte tenu de l’implication des microsomes et du cytosol dans le métabolisme de la 
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perméthrine. Les hépatocytes primaires sont de plus un support de choix dans le cadre d’une 

extrapolation in vitro-in vivo des données de métabolisme. 

Nous proposons ainsi de caractériser la relation entre le composé toxique, la perméthrine, et ses 

biomarqueurs urinaires, 3-PBA et DCCA chez le rat et l’homme. Plusieurs étapes ont été suivies pour 

y répondre : 

- Une méthode analytique capable de quantifier simultanément les isomères de la 

perméthrine et ses métabolites (3-PBA, cis- et trans-DCCA) dans différentes matrices a tout 

d’abord été mise en place 

- Un modèle PBPK pour chaque isomère de la perméthrine, associé à un modèle pour chaque 

métabolite, a ensuite développé. Des expériences de cinétique chez le rat ont  été réalisées 

avec les deux isomères séparés de la perméthrine pour calibrer le modèle. Les paramètres 

toxicocinétiques relatifs au processus ADME, en particulier l’excrétion, ont été estimés pour 

chacun des composés 

- Le métabolisme hépatocytaire de la perméthrine chez l’homme a ensuite été quantifié. Des 

expériences in vitro sur des hépatocytes primaires humains avec les isomères cis et trans 

séparés ont été menées dans des conditions expérimentales optimales pour l’extrapolation 

in vitro-in vivo des données. L’effet de la co-incubation des deux isomères sur leur cinétique 

respective a aussi été évalué. 
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I. METHODE DE DOSAGE DE LA 

PERMETHRINE ET DE SES METABOLITES 
Publié dans Analytical and Bioanalytical Chemistry (2014) 406, 3477-3487 

Une méthode analytique a été développée pour quantifier simultanément les composés parents (cis- 

et trans-perméthrine) et ses métabolites couramment dosés dans les études de biosurveillance les 

cis- et trans-DCCA et le 3-PBA. Une des contraintes lors du développement de la méthode était de 

pouvoir doser ces différents composés dans des matrices biologiques de nature très diverse : tissus 

(rein, cerveau, foie, muscle, testicule, graisse, fèces) et fluides (sang total, plasma, globules rouges). 

Les composés d’intérêt présents dans l’échantillon ont été dérivés en utilisant un mélange 

méthanol/acide chlorhydrique et extraits ensuite par du toluène. L'analyse a été réalisée en 

chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectromètre de masse de type "trappe d'ion" en 

mode MS/MS. La sélectivité obtenue pour des matrices complexes telles que les organes de rat a 

permis d'éviter l'utilisation d'une étape de purification pour toutes les matrices étudiées, hormis les 

graisses. L’analyse des graisses avec cette méthode présentait un bruit de fond très important 

provenant des lipoprotéines présentes dans l’échantillon. La détection des composés était alors 

masquée. Une autre méthode d’extraction a donc été développée pour ce tissu, comprenant une 

étape de purification de l’échantillon avec du Stata X-AW. L’extraction était cette fois-ci réalisée avec 

de l’acétonitrile.  

Dans les fluides, les limites de quantification ont été établies à 50 ng/mL pour les composés parents 

et le 3-PBA, et à 25 ng/mL pour les cis- et trans-DCCA. Pour les tissus, les limites de quantification de 

la cis- et trans-perméthrine s’étendent de 50 ng/g dans les muscles à 100 ng/g dans le cerveau et les 

testicules. Les rendements d'extraction varient entre 80 et 120 % pour les matrices testées. L’ajout 

d'acide formique à 1 % V/V aux fluides a permis d’améliorer la stabilité des composés dans 

l’échantillon. Les méthodes mises au point ont été appliquées à une étude de toxicocinétique 

préliminaire. Des rats adultes Sprague-Dawley ont été exposés oralement aux doses de 5 et 20 mg/kg 

de cis- ou trans-perméthrine. Les différentes matrices décrites précédemment ont été prélevées aux 

temps 2, 6 et 24 h. La cis-perméthrine et ses métabolites ont été quantifiés dans toutes les matrices 

tandis que la trans-perméthrine a été quantifiée uniquement dans le sang, le plasma, les fèces et les 

graisses. Les concentrations en perméthrine dans les graisses étaient encore très importantes à 24 h 

et similaires à celles obtenues après 2 h d’exposition. Les concentrations en métabolites de la trans-

perméthrine étaient plus élevées que celles des métabolites de la cis-perméthrine. 
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Abstract 

An analytical method was developed to measure cis-permethrin and trans-permethrin in different 

biological rat matrices and fluids (whole blood, red blood cells, plasma, brain, liver, muscle, testes, 

kidneys, fat and faeces). The method was also suitable for the simultaneous quantification of their 

associated metabolites [cis-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane) carboxylic acid (cis-

DCCA), trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane)carboxylic acid (trans-DCCA) and 3-

phenoxybenzoic acid (3-PBA)] in blood (whole blood, red blood cells, plasma) and liver. 

The target analytes were derivatised in samples using a methanolic/hydrochloric acid solution and 

then extracted with toluene. The analysis was performed by gas chromatography, and detection 

using ion trap tandem mass spectrometry. The selectivity obtained for complex matrices such as rat 

organs allowed the use of a purification step to be avoided for most of the matrices investigated. In 

the case of fat, where permethrin is suspected to accumulate, a dedicated purification step was 

developed. In fluids, the limits of quantification were at the 50 ng/mL level for the parent compounds 

and 3-PBA and at 25 ng/mL for cis-DCCA and trans-DCCA. For solid matrices excluding fat, the limits 

of quantification ranged from 50 ng/g for muscle to 100 ng/g for brain and testes for both cis-

permethrin and trans-permethrin. The extraction recoveries ranged primarily between 80 and 120 % 

for the matrix tested. The stability of blood samples was tested through the addition of 1 % v/v 

formic acid. The methods developed were applied in a toxicokinetic study in adult rats. cis-

Permethrin and the metabolites were detected in all corresponding matrices, whereas trans-

permethrin was detected only in blood, plasma and faeces. 

Key words: Biological samples - Bioanalytical methods - Gas chromatography - Mass 

spectrometry/ion trap mass spectrometry - Pesticides/endocrine disruptor 
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Where R may be 

R1 : [1R,3R] cis 

 

R3 : [1R,3S] trans 

 

R2 : [1S,3S] cis 

 

R4 : [1S,3R] trans 

 
 

Figure 25. Metabolic pathway of permethrin with the formation of 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA) and 3-(2,2-

dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane) carboxylic acid (DCCA) 

 

  

  

  



Introduction 

101 

Introduction 

Pyrethroid insecticides represent approximately one quarter of the worldwide insecticide market. 

They have been widely used in wood preservation, disinfection, mosquito control and also in wool 

carpets and textiles to prevent insect damage [1,2]. Pyrethroids are now detected in indoor and 

outdoor environments [3,4] as well as in humans [5]. Although reported to be less toxic to mammals 

than other pesticides, pyrethroids are suspected to induce neurotoxicological and developmental 

alterations in mammals [6-10].  

Permethrin  [3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR)-cis,trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclo-

propanecarboxylate)] is one of the most widely used pyrethroids. Permethrin is a chiral compound 

with two stereocentres in the cyclopropane ring (Figure 25) [11] and is usually produced as a mixture 

of the two stereoisomers (cis/trans ratios of 40:60, 80:20 or 25:75). As neurotoxicants, cis- 

permethrin and trans-permethrin both act on the nervous system of insects by interfering with 

sodium channels to disrupt neuronal activity [12]. In mammals, once absorbed, permethrin is rapidly 

distributed to various organs/tissues (liver, brain, adipose tissues, etc.) and is transformed into 

metabolites that are subsequently excreted in urine and faeces [13, 14]. In rats, cis-permethrin and 

trans-permethrin are hydrolysed in the blood, small intestine and liver by an ester cleavage, due to 

the presence of carboxylesterases, to cis- and trans-3-(2,2Dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-

cyclopropane) carboxylic acid (cis- and trans-DCCA) and 3-phenoxybenzoic alcohol [11,15]. 3-

phenoxybenzoic alcohol is then oxidized to form 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA) in the liver by 

cytochromes P450 or deshydrogenases (Figure 25) [16,17]. Even though they share the same 

metabolic pathways, the cis isomer is metabolized three times more slowly than the trans isomer 

[18].  

Several analytical strategies have been proposed to measure the different permethrin isomers and 

their metabolites in biological matrices. Analyses have been performed using high-performance 

liquid chromatography (LC) coupled with ultraviolet detection, in which cis and trans forms were 

separated [17, 16]. The use of a special chiral column makes possible separation of the four 

enantiomers (1R,3R)- cis, (1S,3S)-cis, (1R,3S)-trans, (1S,3R)-trans [6]. cis-Permethrin and trans-

permethrin have also been monitored by LC coupled with tandem mass spectrometry (MS/MS) to 

improve sensitivity in comparison to high-performance LC coupled with ultraviolet detection [19]. As 

permethrin is a non-polar and semivolatile compound, it is more commonly analysed by gas 

chromatography (GC) coupled with flame ionization detection [20], electron capture detector [21] or 

mass spectrometry (MS) [22]. The metabolites cis-DCCA, trans-DCCA and 3-PBA are very polar 

substances and can be monitored by LC-MS/MS [23] since they are easily ionized in a positive 

electrospray ionization mode. They can also be analysed by GC using a derivatization step [24, 21]. In 

this case, they have been primarily analysed by GC-MS [21] or GC coupled with high resolution MS 

[25]. Permethrin has been previously monitored in blood or plasma and organs such as the brain, 

whereas metabolites have been primary measured in urine or plasma [14,21,13]. To the best of our 

knowledge, the metabolites and the permethrin compounds have not been monitored 

simultaneously in organs, but have been monitored only in cellular fractions of organs (such as liver 

or intestine microsomes) exposed during in vitro experiments [16,17]. 

In this study, we aimed to develop an analytical method to monitor simultaneously cis-permethrin, 

trans-permethrin and their metabolites (cis-DCCA, trans-DCCA and 3-PBA) in the biological fluids and 
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organs of rats. According to the toxicokinetic properties and the target organs for toxicity of 

permethrin, the following fluids, organs or tissues were of interest: whole blood, red blood cell 

(RBCs), plasma, fat, brain, testes, liver, kidney, muscle and faeces. Urine was not analysed in this 

study as analytical methods are already available for this matrix [26,21]. Despite the differences in 

physico-chemical properties and content of the investigated matrices, the extraction method was 

intended to be relatively simple and single step. With this objective, the selectivity of the detection 

was of utmost importance. Therefore, the analysis of these samples by GC-MS/MS ion trap detection 

was investigated and the experimental parameters optimized. The validated analytical method was 

applied to a toxicokinetic study in adult rats exposed to cis- and trans-permethrin separately.  
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Chemicals 

For analytical measurements, cis-permethrin (purity, 99 %) was purchased from Sigma-Aldrich (St 

Quentin Fallavier, France) and trans-permethrin (99 %) from Cluzeau Info Labo (Sainte-Foy-La-

Grande, France). A mixture of the metabolites cis-DCCA and trans-DCCA (54:46 cis/trans) was 

acquired from Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany), and 3-PBA (98 %) was obtained from 

Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, USA). The internal standards cis-[13C6]permethrin 

(98 %) (50 ng/µL in nonane), trans-[13C2]DCCA (98 %) and [13C6]3-PBA (98 %) (both 100 ng/µL in 

nonane) were acquired from Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, USA). For the 

toxicokinetic study, cis-permethrin (purity, 99.4 %) was provided by ChemService (West Chester, PA, 

USA) and trans-permethrin (99 %) was provided by Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany).  

Hydrochloric acid was purchased from CarloErba (Val de Reuil, France) and methanol, toluene, 

acetonitrile and dichloromethane from Merck (Darmstadt, Germany). Solid-phase extraction 

cartridges (C18) were provided by JT Baker (Phillipsburg, NJ, USA), and Florisil was provided by Grace 

(Epernon, France). Strata X-AW was from Phenomenex (Le Pecq, France). 

Preparation of internal standard solutions 

Stock solutions (250 µL) of cis-[13C6]permethrin, [13C6]3-PBA and trans-[13C2]DCCA were reduced until 

dryness and then dissolved in 1 mL of methanol to obtain a mixture with respective concentrations of 

12.5, 25 and 25 ng/µL. 

Analytical system 

A model 3800 gas chromatograph (Varian, Les Ullis, France) coupled with a Varian ion trap mass 

spectrometer 4000 was used. Injections were performed using a split/splitless injector equipped with 

a quartz wool liner and run in splitless mode at 250°C. The injection volume was 1 µL.   

The GC column was a ZB-5MS (30 m × 0.25-mm inner diameter, 1.0-µm film thickness; Phenomenex, 

Le Pecq, France). It was used in pulse pressure at 16.8 psi for 1 min and then in constant flow at 

1.3 mL/min. The temperature program started at 70°C for 1 min and then was ramped up by 

10°C/min for 23 min to yield a final temperature plateau at 300°C for 10 min. The transfer line 

temperature was set at 250°C, the temperature of the manifold at 50°C and the trap and source 

temperatures at 200 and 220°C respectively. 

The controls of the instrument and the data acquisition were performed using MS Workstation 

(Varian). 

Animals 

Male Sprague Dawley rats (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle, France) were used to provide blank 

biological matrices and to characterize the toxicokinetics of cis- permethrin and trans-permethrin. 

For the toxicokinetic study, each rat was housed in a cage with a 12 h light/12 h dark cycle at ambient 

temperature (22°C ± 2°C) and relative humidity (55 ± 15 %). Food (Altromin for rat and mouse, 

Genestil, Royaucourt, France) and tap water were provided ad libitum.  
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Preparation of biological samples 

Blood was collected in heparinized tubes after the rats had been euthanized with CO2. To separate 

plasma and RBCs, blood samples were centrifuged for 5 min at 6,100 rpm using the model 5417R 

centrifuge (Eppendorf, Le Pecq, France). Formic acid (1 %) was added to the blood after collection 

and to the plasma after centrifugation to inhibit the metabolism of cis-permethrin and trans-

permethrin by carboxylesterases and to preserve the stability of the compound [21]. All samples 

were frozen at -80°C. The liver, brain, testes, muscle, kidneys, fat and faeces were also immediately 

frozen at -80°C after collection. After they had been thawed, organs and faeces were manually 

ground with a mortar and pestle. 

Extraction procedure 

Biological fluids (blood, red blood cells, plasma) 

Before extraction, all fluids were thawed and maintained at 4°C. Depending on the sample volume 

available, 0.5-1 mL of fluids were spiked with 40 µL of the internal standard solutions and mixed by 

vortex for 1 min. Then 1 mL of methanol and 1 mL of concentrated hydrochloric acid (10 M) were 

added and then stirred by vortex for 1 min. Samples were heated at 80°C for 20 min to produce a 

methyl ester derivate of the metabolites (3-PBA-Me, cis-DCCA-Me, or trans-DCCA-Me) and the 

internal standards. The samples were left to cool for 15 min, and then 2 mL of toluene was added. 

After they had been shaken for 20 min, the samples were centrifuged for 15 min at 3,000 rpm. Then, 

1 µL of the supernatant was injected for GC-MS/MS analysis. 

Organs (brain, muscle, testes, liver, kidney), fat and faeces 

The extraction/derivatization method used for all organs (except fat) and faeces was similar to that 

developed for the fluids. For this, 40 µL of the internal stock solutions and 0.5 mL of methanol were 

added to 1 g of each matrix. This mixture was then ground with microbeads in Precellys homogenizer 

(Bertin, Montigny le Bretonneux, France). Then, 0.5 mL of methanol and 1 mL of concentrated 

hydrochloric acid (10 M) were added to each sample, then vortex mixing was applied for 1 min. After 

this step, the procedure was identical to that described for the biological fluids [described in 

“Biological fluids (blood, red blood cells, plasma)” ], i.e. followed by a heating phase.  

For fat, the extraction consisted in adding 40 µL of the internal stock solution to 0.5 g of fat mixed 

with 3 mL of 75:25 v/v acetonitrile/dichloromethane. Vortex mixing was performed for 1 min and 

centrifugation at 3,000 rpm was performed for 20 min at -10°C. After the reduction of 2 mL of the 

supernatant until dryness, the residue was dissolved in 2 mL of acetonitrile and a purification step 

was applied.  

Two methods were considered for purification. The first method, based on NF EN 1528 [27], 

consisted in purifying the solvent extract using C18 sorbent. C18 sorbent (1 g) was added directly to 

the acetonitrile extract for dispersive solid-phase extraction. An alternative purification method was 

evaluated as conducted by Rawn et al. [28] on fish samples using Strata X-AW sorbent. The same 

extraction process was used but in this case, the purification step was performed with a blend of 

100 mg of Strata X-AW and 150 mg of Na2SO4.  

For both purification steps, the extract was then stirred by vortex for 1 min followed by a 

centrifugation at 3,000 rpm for 5 min. The supernatant was then extracted, reduced until dryness 

and dissolved in 1 mL of toluene. Then, 1 µL of this solution was injected for GC-MS/MS analysis. 
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Application in toxicokinetic studies 

The analytical method was applied to study the distribution of cis-permethrin, trans-permethrin and 

their metabolites in adult rats. Rats were separated into two groups exposed to two different doses, 

5 and 20 mg/kg bodyweight. These two doses were tested to check the relevance of our analytical 

method for low and high doses of permethrin. The substance was dissolved in corn oil in a total 

volume of 1 mL per kilogram of bodyweight and was administered orally to the rats. Food and water 

were provided ad libitum 3 h after the administration. Groups of two rats were euthanized by CO2 at 

2, 6 and 24 h after administration. Fluids and organs were collected by the procedure described in 

“Preparation of biological samples”. The experimental protocol was approved by an internal ethics 

committee. 

Quality control tests 

For sample analysis, each sequence was checked with several quality control solutions at respective 

concentrations of 100 ng/mL and 600 ng/mL. The control samples were analysed every ten samples. 

When the measured concentrations of the control samples deviated from the expected 

concentrations beyond an 80 – 120 % range, a new calibration curve was obtained. 
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Figure 26. Chromatogram in selected ion monitoring mode of a standard solution for permethrin and derivatized 

metabolites (each 100 ng/ml) 

Tableau 20. Settings for detection target analytes by ion trap tandem mass spectrometry 

Compound 
Retention 

time 
(min) 

Acquisition 
segment 

(min) 

Parent 
ion 

(m/z) 

Excitation 
storage 

level 
(m/z) 

Excitation 
Amplitude 

(V) 

Quantification 
ion 

(m/z) 

Qualifier 
ion 

(m/z) 

cis-Permethrin 26.98 25-34 183 60.5 48 168 165 

trans-Permethrin 27.18 25-34 183 60.5 48 168 165 

cis-DCCA-Me 12.22 10-15 187 61.8 1.05 151 123 

trans-DCCA-Me 12.49 10-15 187 61.8 1.05 151 123 

3-PBA-Me 18.59 15-25 228 75.3 43 196 195 

cis-[13
C6]-Permethrin 26.97 25-34 189 60.5 48 174 / 

trans-[13
C2]DCCA-Me 12.35 10-15 190 61.8 1.05 154 / 

[13
C6]3-PBA-Me 18.59 15-25 234 75.3 43 202 / 

Settings are provided for the derivatized form of cis-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane) carboxylic acid (cis-DCCA), trans-3-
(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane) carboxylic acid (trans-DCCA), 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA) and their related internal 
standards. For cis-permethrin, trans-permethrin, cis-[13C6]permethrin, 3-PBA-Me and [13C6]3-PBA-Me, the wave form type is of high 
resonance (high voltage), and is of low resonance for the other analytes (low voltage). –Me indicates a methyl ester derivative. 

 

.  

 
Figure 27. Examples of mass spectra obtained for target analytes: a) Full scan mass spectrum for cis-permethrin, b) full 

scan mass spectrum of derivatized trans-DCCA, c) daughter full scan spectrum obtained for the m/z 183 ion of cis-

permethrin and d) daughter full scan spectrum obtained for the m/z ion 187 of derivatized cis-DCCA  
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Results and discussion 

Method development and performances 

Chromatographic separation 

GC was selected since it allowed the cis and trans isomers and their respective metabolites to be 

separated (a representative chromatogram is displayed in Figure 26). The method was developed on 

the basis of the description of Corrion et al. [24]. The retention times of permethrin compounds were 

around 27 min, with a gap of 0.2 min between the cis and trans isomers, which was sufficient to 

achieve baseline resolution. Both derivatized cis and trans metabolites were also separated from 

each other and were eluted before the parent compounds (12.2 and 12.5 min, respectively). 3-PBA 

eluted at 18.6 min. The retention times are summarized in Table 20. The relative long retention times 

obtained for the permethrin enantiomers also allowed the target compounds to be better separated 

from the matrix interferences.  

Choice of mass spectrometry parameters 

An external source was used to reduce the rate of contamination from multiple sample injections. 

The detection parameters were optimized for each substance. The parent ion was first selected from 

the injection of a high-concentration standard. Then, the fragmentation patterns were determined 

by applying various energies. Daughter ions were chosen from the ions that provided the maximum 

intensities for the various fragments. Examples of mass spectra obtained during the method 

optimization are presented in Figure 27. For GC-MS/MS detection, according to the 

SANCO/12495/2011 guide [29], a minimum of two transitions from one parent ion is required to 

confirm the identification of a substance. Therefore, two transitions, one for the quantification and 

one as the qualifier, were determined. The acquisition was segmented into windows, corresponding 

to transitions of target components to increase the acquisition rate, the sensitivity and selectivity of 

the detection.  

The MS parameters optimized for cis-permethrin, trans-permethrin and their derivatized metabolites 

are listed in Table 20.  

Calibration procedure and linear range  

The calibration standards were prepared following the extraction and derivation procedure used for 

fluids and organs [see “Biological fluids (blood, red blood cells, plasma)”]. As the method was 

intended to be applied to different biological matrices producing specific interferences, an isotopic 

labelled internal standard was added for each class of studied compound to take into account these 

phenomena. The calibration curves displayed good linearity in the 50-2,000 ng/mL range for cis-

permethrin and trans-permethrin (R2>0.99) and 3-PBA (R2>0.99). For cis-DCCA and trans-DCCA, 

linearity ranged from 25 and 1,000 ng/mL (R2=0.98 for cis-DCCA and R2=0.99 for trans-DCCA).  

The accuracy and precision of the analytical method were evaluated at the concentrations of 100 and 

600 ng/mL for cis-permethrin, trans-permethrin, 3-PBA and the mixture of cis-DCCA and trans-DCCA. 

These concentrations were analysed every ten samples per day to evaluate intraday accuracy and 

precision, with a final number of samples between ten and twelve. Interday accuracy and precision 

were determined by comparing analyses performed over three different days (n between 32 and 36).   
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Tableau 21. Intraday (n= 10 - 12) and interday (n = 32 - 36) accuracy and precision of the analytical method at 100 and 

600 ng/mL doses of cis-permethrin, trans-permethrin,  3-PBA and a mixture of cis-DCCA and trans-DCCA in methanol 

Compound Accuracy (%) Precision (%) 

Intraday comparisons   

cis-Permethrin 12 ± 7 11 ± 6 

trans-Permethrin 10 ± 6 8 ± 1 

cis-DCCA 13 ± 9 11 ± 5 

trans-DCCA 11 ± 11 10 ± 4 

3-PBA 12 ± 10 9 ± 6 

Interday comparisons   

cis-Permethrin 11 ± 8 7 ± 3 

trans-Permethrin 15 ± 16 12 ± 3 

cis-DCCA 15 ± 10 12 ± 6 

trans-DCCA 16 ± 11 19 ± 9 

3-PBA 11 ± 7 8 ± 3 

 

 

 

 

 

Tableau 22. Recovery (%) after extraction in the different matrices (n = 3) spiked with a 500 ng/mL dose of cis-

permethrin, trans-permethrin, cis- and trans-DCCA and 3-PBA 

Compound Blood Plasma RBCs Liver 

cis-Permethrin 88 ± 7 99 ± 1 90 ± 13 97 ± 15 

trans-Permethrin 109 ± 7 99 ± 6 106 ± 18 109 ± 16 

cis-DCCA 85 ± 14 101 ± 5 113± 5 98 ± 24 

trans-DCCA 102 ± 2 111 ± 18 120 ± 15 132 ± 24 

3-PBA 76 ± 5 79 ± 9 76 ± 4 71 ± 8 

 

Compound Faeces Testes Brain Muscle Kidney Fat 

cis-Permethrin 65 ± 5 112 ± 10 105 ± 8 96 ± 9 98 ± 5 91 ± 6 

trans-Permethrin 105 ± 11 131 ± 24 116 ± 49 121 ± 20 128 ± 3 102 ± 2 

All values are expressed as the mean ± the standard deviation. Recovery was calculated as the amount of 

compound in the different matrices compared with the expected concentration. RBCs : red blood cells. 

 

  



Results and discussion 

109 

Accuracy was the mean of the accuracy of each sample, calculated by (|measured concentration – 

added concentration|/added concentration) × 100. Precision was given by the standard deviation 

divided by the mean of the detected concentration. The results are reported in Table 21. The 

intraday comparisons provided results for all components in a range between 10 and 13 % for 

accuracy and in a range between 8 and 11 % for precision. The interday comparisons provided 

accuracy values between 11 and 16 % and precision between 7 and 19 %. 

Sample preparation and method performances for biological fluids (blood, red blood cells, 

plasma), organs and faeces 

To simplify the analytical protocol and take advantage of the selective MS/MS detection, a single 

sample preparation technique was developed for most of the target matrices and analytes. Thus, the 

method used by Corrion et al. [24] for the analysis of umbilical cord and maternal blood for 

pyrethroids (but not permethrin) and their metabolites was adapted for this study. The method 

proved to be compatible with all matrices tested except fat. Table 22 presents the recoveries 

determined for the extraction of the compounds studied in each matrix. The derivatization step did 

not influence the recovery of the parent compounds; therefore, the extraction procedure was 

satisfactory for all target analytes since all recovery factors were within the 65 – 132 % range. In light 

of these results, no correction was applied for the compounds studied. Representative 

chromatograms obtained after extraction of cis-permethrin and its metabolites in samples are shown 

in Figure 28. 

Selection of extraction method for fat 

Preliminary tests (results not reported) demonstrated that the extraction method used for organs 

and faeces did not provide satisfactory results for the analysis of fat. Indeed, the extracted lipids 

generated severe interferences during the chromatographic analysis. An extraction method based on 

the standard NF EN 1528 [27] was therefore selected. Metabolites were not quantified in fat, so the 

method was only optimized for analysis cis- permethrin and trans-permethrin.  

Two methods of purification were considered [details for the extraction and purification steps are 

provided in “Organs (brain, muscle, testes, liver, kidney), fat and feaces”. The method was tested 

with samples containing no fat to verify the recovery step of the method and then with spiked fat 

samples. Purification with C18 provided recoveries at 109 % and 114 % without and with the matrix. 

Purification with Strata X-AW also provided satisfactory results, as the recoveries were of 104 % and 

118 % without and with the matrix, respectively. 

The results obtained either with C18 and Strata X –AW sorbents yielded acceptable recoveries. Strata 

X-AW sorbent was chosen since the chromatograms obtained contained fewer interfering peaks than 

those obtained with the C18 sorbent. 

A representative chromatogram for fat extraction is displayed in Figure 28. 

Limits of quantification 

The limits of quantification (LOQ) were determined as a signal-to-noise ratio of 10. The LOQ were 

established in each matrix by considering the results of the toxicokinetic experiments.   
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Figure 28. Chromatograms obtained after extraction in plasma for (a) cis-DCCA and trans-DCCA, (b) 3-PBA and (c) cis-

permethrin, and for cis-permethrin in (d) muscle and (e) fat  
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In fluids, the LOQ were at a 50 ng/mL level for the parent compounds and 3-PBA and at 25 ng/mL for 

cis-DCCA and trans-DCCA. For solid matrices excluding fat, the LOQ were ranged from 50 ng/g for 

muscle to 100 ng/g for brain and testes for both cis-permethrin and trans-permethrin. In fat, because 

of the purification step, which produced a low level of noise, a LOQ of 50 ng/g was obtained.  

The method and detection chosen generally provided enough sensitivity and selectivity to avoid the 

necessity of developing any further concentration or purification steps for most matrices tested, 

which would have complicated the analytical process. However, to increase sensitivity, extracts could 

be concentrated by nitrogen evaporation to reduce the 1-mL of volume extract to 200 µL (or even 

further). The limits of quantification could then be reduced by a factor of 5. To prevent the 

accumulation of non-volatile interferences from the extract in the analytical system (injector, column 

or mass spectrometer parts), this preconcentration process was performed only when needed, i.e., 

when no response was obtained with the standard protocol and a low amount of target compounds 

were expected, e.g. in testes.  

Application of permethrin analysis to toxicokinetic studies in rats 

Formic acid to inhibit metabolic reactions in blood  

cis-Permethrin and trans-permethrin are metabolized in the liver and intestines but also in the blood. 

The use of formic acid to inhibit metabolic reactions after sampling was tested. To that end, blank 

matrices were spiked with cis-permethrin and trans-permethrin. For samples treated with 1 % of 

formic acid, the recoveries for cis-permethrin and trans-permethrin were 76 ± 6 % and 85 ± 13 % in 

blood, 67 ± 5 % and 81 ± 7 % in plasma, 63 ±12 % and 84 ± 22 % in RBCs, respectively. Without formic 

acid, the recoveries were at 50 ± 7 % and 21 ± 6 % in blood, 45 ± 3 % and 1 ± 1 % in plasma, 53 ± 16 % 

and 28 ± 5 % in RBCs, respectively. Lower recoveries were obtained without formic acid.  

Similar results were observed with biological samples collected from two rats exposed to a dose of 5 

mg/kg of bodyweight or a dose of 20 mg/kg of bodyweight. After an oral administration of a 5 mg/kg 

dose, the concentration of trans-permethrin was measured at 0.10 µg/mL in a blood sample with 

formic acid whereas it was not detected in a blood sample without formic acid. For cis-permethrin, 

formic acid resulted in higher measured concentrations (0.34 ± 0.11 µg/mL) as compared with the 

concentrations (0.16 ± 0.04 µg/mL) obtained without formic acid. In plasma, 2 h after a 20 mg/kg 

dose of trans-permethrin or cis-permethrin had been administered, without formic acid, trans-

permethrin was not detected, and cis-permethrin was determined at a concentration of only 

0.60 ± 0.50 µg/mL. When formic acid was added to samples collected at the same time point, the 

measured concentrations were 0.41 µg/mL and 1.09 ± 1.14 µg/mL, respectively. Leng et al. [21] also 

observed that the addition of formic acid improved storage stability of permethrin in plasma. These 

results are consistent with their conclusions and confirmed the need to add 1 % formic acid to blood 

samples to inhibit permethrin metabolism after sampling. 
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Figure 29. cis-Permethrin (cis-P) (dots), trans-permethrin (trans-P) (crosses), 3-PBA (squares), cis-DCCA (diamonds) and 

trans-DCCA (triangles) concentration versus time profiles in blood (A), plasma (B) and red blood cells (C) after an oral 

administration of 5 mg/kg (dashed line) and 20 mg/kg (solid line) doses of cis-permethrin or trans-permethrin. Mean 

values ± standard deviation (SD) for n = 2 at each time point except for point marked with an asterisk (n = 1) 

 

  

0,01

0,1

1

10

0 5 10 15 20 25

C
is

 a
n

d
 t

ra
n

s-
P

 c
o

n
ce

n
tr

at
io

n
s 

(µ
g

/m
L)

*

**
*

A

0,01

0,1

1

10

0 5 10 15 20 25

*

*

*

**

B

0,01

0,1

1

10

0 5 10 15 20 25

*

C

*

0,01

0,1

1

10

100

0 5 10 15 20 25

Tr
a

n
s-

D
C

C
A

 a
n

d
 3

-P
B

A
 c

o
n

ce
n

tr
at

io
n

s 
(µ

g
/m

L)

*

*

A

0.01

0.1

1

10

100

0 5 10 15 20 25

*

B

0.01

0.1

1

10

100

0 5 10 15 20 25

*

**

C

0,01

0,1

1

10

100

0 5 10 15 20 25

C
is

-D
C

C
A

 a
n

d
 3

-P
B

A
 c

o
n

ce
n

tr
at

io
n

s 
(µ

g
/m

L)

Time (h)

*
*

*
*

A

0.01

0.1

1

10

100

0 5 10 15 20 25

Time (h)

*

*
* *

B

0.01

0.1

1

10

100

0 5 10 15 20 25

Time (h)

*

C



Results and discussion 

113 

Toxicokinetic study 

The analytical method was applied to blood, plasma, RBCs and tissue samples collected in rats during 

the toxicokinetic study with administration doses of 5 and 20 mg/kg. The concentration versus time 

profiles of the different compounds in blood and plasma with formic acid, RBCs and tissues 

concentrations are presented in Figures 29, 30 and 31. 

In fluids, the maximum concentration was observed between 2 and 6 h after the administration of 

the parent compounds and the metabolites (Figure 29). trans-Permethrin was detected only at the  

2-h time point, whereas cis-permethrin was also detected at 6 h. At equivalent doses, cis-permethrin 

was found at higher levels than trans-permethrin, suggesting that trans-permethrin has a higher 

metabolic rate, as has been observed in other studies [18]. This is also supported by the higher blood 

concentration of the metabolite 3-PBA, 7.37 ± 2.50 µg/mL at 6 h after the administration of a 

20 mg/kg dose of trans-permethrin, compared with 1.69 µg/mL in the same condition following cis-

permethrin administration. Moreover, the maximum concentration of 3-PBA is higher than the 

maximum of cis-DCCA and trans-DCCA, e.g., 2.22 ± 0.57 µg/mL for 3-PBA and 0.21± 0.04 µg/mL for 

trans-DCCA in blood after the administration of a 5 mg/kg dose of trans-permethrin. The 

concentrations of the different compounds are similar in blood and plasma, whereas the 

concentrations in RBC are lower, especially for the cis-permethrin and trans-permethrin metabolites.  

cis-Permethrin was detected and quantified in all tissues at 2 and 6 h after the administration of each 

dose, except in testes, where it was determined only for a dose of 20 mg/kg bodyweight (Figure 30). 

The maximum concentration was generally observed at 6 h after administration in most of the 

tissues (brain, testes, muscle, fat). For these matrices, trans-permethrin was detected only in fat, and 

this for both doses (Figure 31). In faeces, high levels of cis-permethrin and trans-permethrin were 

measured. On average, 25 % of the administered dose of trans-permethrin and 38 % of the 

administered dose of cis-permethrin were excreted via faeces.  

Our data did not allow us to draw a conclusion about the linearity of the kinetics of cis-permethrin 

and trans-permethrin under the dose regimen. For cis-permethrin, the ratios of the concentrations 

measured in fluids and organs for the low dose over those measured for the high dose ranged 

between 0.9 in fat to 3.5 in kidneys. However, these ratios should be taken with caution because of 

the low number of data points collected and the large interindividual variability observed between 

the two rats in each group. The percentage of permethrin excreted in faeces was independent of the 

quantity administered for both isomers.  
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Figure 30. cis-Permethrin (cis-P) concentration versus time profiles in liver (A), brain (B), muscle (C), kidney (D) and testes 

(E) after an oral administration of 5 mg/kg (dashed line) and 20 mg/kg (solid line) doses of cis-permethrin. Mean values ± 

SD for n = 2 at each time-point except for point marked with an asterisk (n = 1) 

 

 

Figure 31. cis-Permethrin (cis-P) and trans-permethrin (trans-P) concentration versus time profiles in fat after an oral 

administration of 5 mg/kg (dashed line) and 20 mg/kg (solid line) of cis-permethrin or trans-permethrin. Mean values ± 

SD for n = 2 at each time point  
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Conclusion 

An analytical method for the simultaneous determination of cis- and trans-permethrin and their 

associated metabolites (cis-DCCA, trans-DCCA and 3-PBA) in several organs, fluids and faeces in rats 

was developed. Detection by ion trap MS/MS mode proved to provide sufficient sensitivity and 

selectivity to make possible measurement in a real matrix with easy-to-use methods. The methods 

developed were successfully applied to samples collected in toxicokinetic studies. Our observations 

are consistent with existing knowledge of cis-permethrin and trans-permethrin toxicokinetics, i.e., 

substantial elimination in faeces, rapid elimination from tissues, accumulation of both cis-permethrin 

and trans-permethrin in fat because of their lipophilic properties (log Kow = 6.5) and a higher 

clearance rate of of the trans isomer compared with the cis isomer.  
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Sera soumis avant fin 2014 à Toxicology Applied Pharmacology 

Un modèle PBPK chez le rat de la perméthrine et de quatre métabolites a été développé afin de lier 

la cinétique du composé toxique parent à celles des biomarqueurs d’exposition. Pour calibrer le 

modèle, des expériences in vivo chez le rat ont été mises en place. Le modèle PBPK de la perméthrine 

a ensuite pu être vérifié sur des données de cinétique d’un mélange cis/trans de perméthrine. 

Les expériences in vivo ont consisté à administrer séparément la dose de 25 mg/kg de cis- ou trans-

perméthrine à des rats mâles Sprague-Dawley. Sang, foie, cerveau, graisses, muscles, reins, 

testicules, urines et fèces étaient isolés. Les isomères cis et trans-perméthrine ont été dosés dans 

toutes les matrices, les métabolites cis et trans-DCCA uniquement dans le sang, le foie, les fèces et 

les urines et les métabolites 3-PBA et 4’-OH-PBA dans les urines et les fèces. La structure du modèle 

PBPK de la perméthrine est basée sur celle des modèles pyréthrinoïdes précédemment publiés, avec 

l’ajout de nouveaux organes tels que les testicules et les muscles. Le métabolisme de la perméthrine 

a lieu dans les intestins, le sang et le foie. Le modèle PBPK de la perméthrine est relié au niveau du 

foie à un modèle PBPK réduit du DCCA et à un modèle empirique du 3-PBA et 4’-OH-PBA. La vitesse 

de formation des métabolites est estimée sous forme de fraction de la clairance totale du composé 

parent. Les paramètres toxicocinétiques (coefficient de partage et de perméabilité, constantes de 

métabolisme et d’élimination) du composé parent et des métabolites sont estimés dans un contexte 

Bayésien. 

Le modèle calibré prédit des profils cinétiques en accord avec les concentrations observées dans 

l’ensemble des matrices. Une surestimation des concentrations de la trans-perméthrine dans les 

graisses est observée. De manière générale, les caractéristiques de la cinétique de la perméthrine 

sont retrouvées (large distribution dans les graisses, clairance hépatique de l’isomère cis 2,6 fois plus 

lente que celle de la forme trans). Cependant, aucune accumulation de la perméthrine dans les 

muscles n’a été retrouvée. La vitesse de formation du DCCA équivaut respectivement à 22 et 52 % de 

la clairance totale in vivo de la cis- et trans-perméthrine. Cette fraction est 10 à 40 fois plus faible 

pour le 3-PBA. Notre modèle PBPK calibré sur les isomères séparés de la perméthrine a permis de 

reproduire les profils cinétiques obtenus en condition de mélange.  

Le modèle PBPK chez le rat ainsi établi relie l’exposition externe et interne des composés parents aux 

concentrations en métabolites dans les sites d’excrétion. Il caractérise au niveau in vivo la relation 

parent-métabolite pour la perméthrine. 
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Abstract 

Permethrin, a pyrethroid insecticide widely used in house treatments, is suspected to induce 

neuronal and hormonal disturbances in humans. The large exposure of the populations was 

confirmed by the detection of urinary metabolites of permethrin and other pyrethroids in 

biomonitoring studies. Physiologically based pharmacokinetic (PBPK) models were previously 

developed for deltamethrin, a pyrethroid with one single chemical configuration, or permethrin as a 

mixture of the two isomers cis and trans. In this work, we propose to extent the PBPK model 

developed for permethrin to include new compartments such as the kidneys and the testes and to 

couple the permethrin model to models for three urinary metabolites, cis- and trans-3-(2,2 

dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane) carboxylic acid (cis- and trans-DCCA), 3-phenoxybenzoic 

acid (3-PBA) and 4’OH-phenoxybenzoic acid (4’-OH-PBA). New in vivo experiments in rats were also 

performed to determine the toxicokinetics of the two isomers separately since in vitro studies 

suggested a potential interaction between them. Key parameters of the toxicokinetics of permethrin 

(metabolic rates, partition coefficients…) were estimated in a Bayesian framework. The hepatic 

clearances in rats were estimated to 2.3 and 4.3 L/h/kg for respectively cis- and trans-permethrin and 

a large accumulation in fat was observed. DCCA and 4’-OH-PBA were largely recovered in urine 

compared to 3-PBA. The values of parameters and concentrations were consistent with previous 

works. The developed PBPK model linking urinary biomarkers concentrations to external and internal 

dose of exposure can be extrapolated to a human PBPK model to be used in biomonitoring 

framework. 

Keywords: PBPK models, cis/trans-permethrin, 3-phenoxybenzoic acid, cis- and trans-3-(2,2 

dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane) carboxylic acid, Bayesian calibration  
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Introduction 

Pyrethroids are widely used in house treatments, agriculture or medicine (Stout et al., 2009; US EPA, 

2011). Their consumption increased recently probably due to some restrictions on the use of other 

insecticides such as organophosphates and organochlorates. Several biomonitoring studies 

confirmed the large exposure of the human population by detecting urinary metabolites of 

pyrethroids, used as biomarkers of exposure (Heudorf et al., 2006; Barr et al., 2010; Ueyama et al., 

2010; Morgan, 2012). Among pyrethroids, permethrin (3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR)-cis,trans-

3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclo-propanecarboxylate) is one of the most commonly used, 

especially in house treatments (US EPA, 2005; Stout et al., 2009). With four stereoisomers arising 

from the two chiral carbons on the cyclopropane rings, permethrin is usually sold as a mixture of the 

two isomers cis/trans (40:60; 80:20; 25:75). Permethrin acts on the nervous system of insects by 

interfering with sodium channels to disrupt the function of neurons (Soderlund et al., 2002). In 

mammals, permethrin is suspected to induce disturbances on the neuronal and hormonal systems. 

Syndrome T (aggressive sparring, fine tremors) (Verschoyle and Aldridge, 1980; Wolansky and Harrill, 

2008) and reproductive modifications, especially on testosterone levels (Zhang et al., 2007; Zhang et 

al., 2008; Jin et al., 2012) were observed in rats after acute and chronic exposures. In humans, 

reported adverse effects are skin irritation, paraesthesia or headaches depending of the exposure 

routes (dermal or oral) (Lequesne et al., 1981; Flannigan et al., 1985; He et al., 1989; Gotoh et al., 

1998; Bradberry et al., 2005). Modifications of the sperm quality were also associated to detection of 

urinary pyrethroids metabolites (Meeker et al., 2008; Young et al., 2013; Imai et al., 2014).  

The kinetic of permethrin in rats was previously determined in vivo or on in vitro supports (Gaughan 

et al., 1977; Anadon et al., 1991; Scollon et al., 2009). Once absorbed with an oral bioavailability of 

about 60%, permethrin is distributed in the tissues/organs, is accumulated in fatty tissues due to its 

lipophilic properties (log P = 6.5), and is rapidly transformed into metabolites such as cis- and trans-3-

(2,2 dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane) carboxylic acid (cis- and trans-DCCA), 3-

phenoxybenzoic acid (3-PBA) and 4’OH-phenoxybenzoic acid (4’-OH-PBA) (Anadon et al. 1991) 

(ATSDR, 2003; Mirfazaelian et al., 2006; Tornero-Velez et al., 2012). The persistence of cis-

permethrin three times longer compared to the trans isomer explains its higher toxicity (Nakamura 

et al., 2007; Scollon et al., 2009).  

A physiologically based pharmacokinetic (PBPK) model for permethrin was previously developed in 

rats and extrapolated to humans to link the exposure dose to the internal levels in brain (Tornero-

Velez et al., 2012). A simple model for DCCA was associated to the PBPK model of the parent 

compound to predict the urinary elimination of the metabolite and to link this biomarker of exposure 

to the external exposure dose. The model of permethrin and DCCA was calibrated on kinetic results 

in rats orally dosed with respectively a commercial mixture of the cis and trans isomers (40:60) 

(Tornero-Velez et al., 2012) and radiolabeled permethrin (Gaughan et al., 1977). The PBPK model of 

permethrin once extrapolated to humans was already used to predict urine metabolite profiles and 

internal dose of exposure to permethrin for flight attendants to assess of the potential health risks 

during the disinfection (Wei et al., 2013). A recent study consisted in exposing rats to a mixture of 

pyrethroids and quantifying simultaneously the kinetic of the parent compounds and metabolites in 

target organs (Starr et al., 2012; Starr et al., 2014). No quantification of metabolites in urine was 

described. As pyrethroids share common metabolites (Figure 32), the link between parent compound 

and metabolites should be established first with separate form of pyrethroids. Indeed the 
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assignment of a biomarker in urine to the exposure to a specific pyrethroid remains actually difficult. 

Link between biomarkers DCCA and 3-PBA and permethrin was previously established with a non 

physiological approach, limiting the possibilities to extrapolate the models to other situations of 

exposure (Fortin et al., 2008; Côté et al., 2014). In this study we propose to associate the 

quantification of the internal dose of exposure to permethrin to the recovered amounts of 

metabolites in urine. Thus we developed in a Bayesian framework a PBPK model of the separate 

isomer cis and trans of permethrin associated to the prediction of kinetic of metabolites specific to 

permethrin (cis- and trans-DCCA) and common to pyrethroids (PBA and 4’-OH-PBA) (Scollon et al., 

2009; Ueyama et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Pyrethroids and theirs metabolites (framed compounds) commonly dosed in biomonitoring studies. This figure 

is adapted from Starr et al. (2012) 
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Figure 33. PBPK model of cis- and trans-permethrin and their metabolites cis- and trans-DCCA, 3-PBA and 4’-OH-PBA with 

an oral exposure. Distribution in brain, muscle, fat, testes and slowly perfused tissues of parent compounds and in rest of 

body of DCCA is represented as diffusion limited compartment and distribution in other organ as flow limited 

compartments. 3-PBA, DCCA, 4’-OH-PBA are formed in liver. 
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Experimental 

Chemicals 

Cis-permethrin (cis-P) (3-phenoxybenzyl(1RS)-cis-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane 

carboxylate, 99.4 % purity) and trans-permethrin (trans-P) (3-phenoxybenzyl (1RS)-trans-3-(2,2-

dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate, 99 % purity) was obtained respectively from 

ChemService (West Chester, USA) and Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany). The internal standards 

cis-[13C6]permethrin (98% purity) and trans-[13C2]DCCA (98% purity) were purchased from LGC 

standard (Cambridge Isotope Laboratories, USA). Corn oil was acquired from Sygma-Aldrich (St 

Quentin Fallavier, France). 

Animals 

Adult male Sprague-Dawley rats were purchased from Janvier (Genet de lisle, France). They weighed 

468 g ± 21 g (mean body weight (BW) ± standard deviation (SD)) and were 90-100 days old at the 

time of the experiments. The experimental protocol was approved by an internal ethic committee. 

Each rat was housed in a cage with a 12 h light/12 h dark cycle at ambient temperature (22°C ± 2°C) 

and relative humidity (55 ± 15 %). Food and tap water were provided ad libitum. The rats were 

allowed to a minimum acclimation period of 4 days before experiments.  

Experiments 

Rats were dosed per os with 25 mg/kg of either cis- or trans-permethrin dissolved in corn oil 

(2 mL/kg). Access to food was provided 3 h after dosing. Groups of 4 rats were sacrificed with CO2 at 

0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 10, 24, 48 h and 6 days after administration. All rats were housed individually in a 

metabolism cage until euthanasia with a time of residence always below 24 h. 

Blood samples were drawn from the inferior vena cava and collected in heparinized tubes. Formic 

acid 1 % was added V/V to blood to inhibit the metabolism of cis- and trans-permethrin due to 

carboxylesterases (CE) enzymes and to preserve the stability of the compounds. The median liver 

lobe, the perirenal fat, the muscle of the right thigh, the right kidney, the right testis and the brain 

were isolated and weighted. Urine and feces were collected every day with a metabolism cage until 

the 6th day. All matrices were frozen at -80 °C until analysis.  

Analysis 

The extraction and detection of analytes in organs and feces were performed by GC-MS/MS based on 

the analytical method developed by Lestremau et al. (2014). Parent compounds cis- and trans-

permethrin were dosed in each matrix and the metabolites cis- and trans-DCCA in blood, liver and 

feces. Parent compounds and the metabolites DCCA, PBA and 4’-OH-PBA were measured in the 

urine. Briefly, in 1 g (or mL) of all matrices (except urine) previously grinded, target analytes and their 

internal standards cis-[13C6]permethrin and trans-[13C2]DCCA were derivatized using a 

methanolic/hydrochloric acid solution and then extracted by toluene. The extraction of permethrin in 

fat was performed with an acetonitrile/dichloromethane solution containing a purification step with 

a blend of Strata X-AW and Na2SO4. A column ZB-5MS (30 m × 0. 25 mm I.D., 1 µm) and a Varian gas 

chromatograph 3800 coupled with a Varian ion trap mass spectrometer 4000 were used.  
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Figure 34. Metabolism of cis/trans-permethrin in rats. Permethrin is hydrolyzed mainly in blood and liver with a possible 

oxidation before (Gaughan et al., 1977). Cis/trans-DCCA and 3-PBA (framed compounds) are metabolites related to 

permethrin commonly dosed in biomonitoring studies. Derived from Choi et al. (2002), Hirosawa et al. (2011), Nakamura 

et al. (2007), Ross et al. (2006) and Scollon et al. (2009). 
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The limits of quantification for cis- and trans-permethrin were at 50 µg/L and for cis- and trans-DCCA 

at 25 µg/L. 

Both parents and metabolites were monitored in urine by LC-MS/MS (Le Grand et al. 2012). A 

column Atlantis T3 (150 mm × 2.1mm I.D., 5 µm) was required with Shimadzu LC-10 AD pumps 

coupled with a mass spectrometric AB Sciex API-5000. The limit of quantification (LOQ) for cis- and 

trans-DCCA, 3-PBA and 4’-OH-PBA was respectively 8 µg/L, 12 µg/L, 10 µg/L and 500 µg/L. 

Model Structure 

A full PBPK model for cis- or trans-permethrin was linked in the liver to a simplified PBPK model for 

the specific metabolite cis- or trans-DCCA and to empirical models for 3-PBA and 4’-OH-PBA. The 

relations between each model are represented in Figure 33. A detailed description of the model 

equations is provided in the annex.  

The structure of the PBPK model for cis- and trans-permethrin is based on existing PBPK models 

developed for two Type II pyrethroids deltamethrin and permethrin as a mixture of the two isomers 

cis and trans (Mirfazaelian et al., 2006; Godin et al., 2010) (Tornero-Velez et al., 2012). 

Compartments included are usually blood and liver where metabolism occurs, intestines as the route 

of entry of the compound, fat in which permethrin is accumulated, brain as the target tissue for 

neurotoxicity, and rapidly and poorly perfused tissues. We extended the permethrin model to 

include additional compartments for the tissues that were dosed in this study, i.e. testes (a potential 

target tissue), muscles in which permethrin is suspected to be distributed at high levels (Tornero-

Velez et al., 2012) and kidneys a very rapidly perfused tissue. As described in the previous models, 

the distribution of pyrethroids as deltamethrin and permethrin is not instantaneous in several 

tissues. Therefore the intestines, kidney, liver and the rapidly perfused tissues were described as 

flow-limited compartment, and the other compartments (brain, fat, muscle, testes and poorly 

perfused tissues) as diffusion limited compartments. The oral process was modelled as described by 

Godin et al. (2010) for deltamethrin. The oral absorption was composed of two compartments 

(stomach and gastro-intestinal (GI) tract) with a single constant of absorption Ki located in the GI 

tract. The elimination of permethrin is modelled by metabolism in three compartments (GI tract, 

blood and liver) and by excretion in faeces (no permethrin was detected in urine). The PBPK model of 

cis- or trans-permethrin contains then 9 compartments and is identical for both isomers. 

The PBPK model for permethrin was linked to models describing the kinetics of the metabolites. In 

rats, permethrin and its oxidized forms are metabolized by CEs in blood, liver and in a less extent in 

small intestine. Permethrin is hydrolyzed into the specific metabolite cis- and trans-DCCA and the 

(un)oxidized form of 3-phenoxybenzoic alcohol (3-PBAlc) (Ross et al., 2006; Crow et al., 2007). This 

(un)oxidized carboxylic acid part, common to several pyrethroids, is then oxidized into the forms 

4’OH-phenoxybenzoic acid (4’-OH-PBA) (Gaughan et al., 1977; Takaku et al., 2011) or 3-

phenoxybenzoic acid (3-PBAcid), commonly labeled as 3-PBA, in the liver by cytochromes P450 (CYP) 

(Nakamura et al., 2007; Mikata et al., 2012). Figure 34 summarized the main metabolic pathways in 

rats of permethrin and the involved enzymes.  
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Tableau 23. Physiological parameters for PBPK models of cis- and trans-permethrin and metabolites cis- and trans-DCCA 

in rats 

Parameters  Value Source 

Body Weight (BW) (kg) 0.47 Exp data 

Total cardiac flow (Qc, L/h/kg
0.75

) 14.1 Brown et al. (1997) 

Relative tissue volumes (% of BW)   

 Blood (Vblo) 7.4 Brown et al. (1997) 

Brain (Vbra) 0.4 Exp data 

Fat (Vfat) 7.0 Brown et al. (1997) 

Kidney (Vkid) 0.6 Exp data 

GI tract (Vgi) 2.7 Brown et al. (1997) 

Liver (Vliv) 3.5 Exp data 

Muscle (Vmus) 40.4 Brown et al. (1997) 

Testes (Vtes) 0.8 Exp data 

Non perfused 5 Brown et al. (1997) 

Rapidly perfused (Vrp) 4.6 Brown et al. (1997) 

Slowly perfused (Vsp) 27.6 1 - all organs - non perfused 

Rest of body * (Vrb) 89.1 1 - blood - liver - non perfused 

Tissue blood flow ( % cardiac output)   

Brain (Qbra) 2.0 Brown et al. (1997) 

Fat (Qfat) 7.0 Brown et al. (1997) 

Kidney (Qkid) 14.1 Brown et al. (1997) 

Liver (total) (Qliv out) 17.5 Brown et al. (1997) 

Portal (GI tract) (Qgi) 15.1  

Arterial (Qliv a) 2.4  

Muscle (Qmus) 27.8 Brown et al. (1997) 

Testes (Qtes) 0.4 Waites (1991) 

Rapidly perfused (Qrp) 24.9 1 - all organ flows 

Slowly perfused (Qsp) 6.3 rown et al. (1997) 

Rest of body * (Qrb) 82.6 1 - total liver flow 

Blood volume fraction (% of tissue)   

Brain (BVbra) 3 Brown et al. (1997) 

Fat (BVfat) 2 Tornero-Velez et al. (2012) 

Slowly perfused (BVsp) 4 
Assimilated to muscle 

Tornero-Velez et al. (2012) 

Testes (BVtes) 4 
Assimilated to muscle 

Tornero-Velez et al. (2012) 

Rest of body * (BVrb) 5  

*: only for the PBPK model of the metabolite DCCA. 

Note: GI tract tissue volume contains stomach, small and large intestines. Volume of the rapidly perfused tissues stands for heart, 

lung, adrenal, trabecular bone, marrow, pancreas, spleen and thyroid. Volume of the non perfused tissues stands for the GI tract 

content. Flow of slowly perfused tissues stands for cortical bones and skin. Rest of body corresponds to all the organs except liver. 
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To our best knowledge, the kinetics of permethrin metabolites have not been yet modeled in rats. An 

empirical compartmental model was proposed by Tornero-Velez et al. (2012) for DCCA in humans. 

Because the concentrations of DCCA were measured in several matrices (blood, liver, urine and 

feces) we chose a physiological description for the DCCA kinetics. A reduced PBPK model was 

proposed containing three compartments: blood, liver and the rest of the body. That latter was 

defined as a diffusion limited compartment. The urinary excretion was modeled in blood and the 

excretion in feces in liver. Both reactions were described by first order rates (respectively Kuri_DCCA and 

Kfec_DCCA). A 2-compartment model of 3-PBA and 4’-OH-PBA was developed to describe their urinary 

elimination. Metabolites were eliminated from blood to urine with a first order rate constant (Kuri_X). 

For all metabolites, we assumed that their appearance takes place only in liver since metabolism 

occurs predominantly in that organ (Crow et al., 2007). However the formation of each metabolite 

was dependent of the whole metabolite production in the three metabolism sites and was expressed 

as a fraction (Fracmet_X) of the total clearance of cis- or trans-permethrin: 

  (1) 

where Rliv_PER, RGI_PER, Rblo_PER are respectively the metabolic rates of permethrin in liver, GI tract and 

blood. Because the amounts were expressed in mg, the amount of metabolites produced was 

multiplied by the ratio of the molecular weights (MW). 

Model parameterization 

The physiological parameters are summarized in Table 23 and were measured in the rats used in this 

study (volumes) or obtained from the literature (Waites, 1991; Brown et al., 1997; Schoeffner, 1999). 

The specific permethrin parameters were all estimated except the blood and intestinal metabolic 

rates. These latter were fixed respectively to 0.08 L/h/kg and 0.04 L/h for cis-permethrin and to 

0.31 L/h/kg and 0.4 L/h for trans-permethrin (Tornero-Velez et al., 2012). These rates are based on 

the extrapolation of in vitro experiments on whole serum of rat (Crow et al., 2007) and rat intestinal 

tissues (Nakamura et al., 2007).  

The other parameters specific to permethrin and metabolites were estimated in a Bayesian 

framework. In such analysis, each parameter is considered as a random variable. A probability prior 

probability distribution was assigned to each parameter and should reflect the prior knowledge on 

the parameter’s values. The Bayes theorem was used to update the prior distribution using the 

available data collected in the toxicokinetic study in order to derive a posterior distribution that can 

then be viewed as a combination of the prior knowledge and the information contained in the data 

(Gelman et al., 1996; Davis et al., 2012). If the data contained information about the parameters, the 

posterior distribution is usually tighter than the prior distribution.  

The prior distributions assigned to the parameters to be estimated are presented in Table 24. All 

parameters were assumed to follow a truncated normal distribution since some values of estimated 

parameters were previously known (Gaughan et al. 1977; Scollon et al. 2009; Tornero-Velez et al. 

2012). For parameters related to permethrin, the same prior distribution with a large range was 

attributed to the partition and permeability coefficients of brain, kidney, testes and liver since we 

assumed that kinetic of permethrin in these organs is similar.  
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Tableau 24. Distribution of cis- and trans-permethrin specific parameters of the PBPK model in rats.  All prior 

distributions of parameters are a truncated normal distribution represented by the average value +/- SD and their 

boundaries. Posterior distributions are represented by the mean with the 2.5
th

 and 97.5
th

 percentiles. 

Parameters  
Prior distribution Posterior distribution 

Cis-Permethrin Trans-Permethrin Cis-Permethrin Trans-Permethrin 

Partition coefficients      

Brain:blood (PCbra) 
0.4 ± 0.2 
[10

-3
 - 30] 

0.4 ± 0.2 
[10

-3
 - 30] 

1.6 
[1.4 - 1.8] 

0.57 
[0.47 - 0.66] 

Fat:blood (PCfat) 
150 ± 75 
[5 - 500] 

50 ± 25 
[5 - 500] 

226 
[156 - 302] 

77 
[67 - 84] 

GI:blood (PCgi) Equal to PCkid Equal to PCkid - - 

Kidney:blood (PCkid) 
0.4 ± 0.2 
[10-3 - 30] 

0.4 ± 0.2 
[10-3 - 30] 

1.1 
[1.0 - 1.2] 

0.21 
[0.15 - 0.27] 

Liver:blood (PCliv) 
0.4 ± 0.2 
[10

-3
 - 30] 

Equal to PCkid 
0.89 

[0.77 - 0.98] 
- 

Muscle:blood (PCmus) 
6 ± 3 

[10-3 - 30] 
6 ± 3 

[10-3 - 30] 
1.2 

[1.0 - 1.4] 

0.82 
[0.67 - 0.95] 

Testes:blood (PCtes) 
0.4 ± 0.2 
[10-3 - 30] 

Equal to PCbra 
0.63 

[0.52 - 0.72] 
- 

Rapidly perfused:blood (PCrp) Equal to PCkid Equal to PCkid - - 

Slowly perfused:blood (PCsp) 
6 ± 3 

[10
-3

 - 30] 
6 ± 3 

[10
-3

 - 30] 
19 

[14 - 23] 
8.4  

[1.06 - 14] 

Permeability coefficients (L/h)    
 

Brain (PAbra) 
10-3 ± 10-3 

[10-5 - 1] 
10-3 ± 10-3 

[10-5 - 1] 
1.0.10-3  

[7.8.10-4 - 1.2.10-3] 

1.1.10-3 
[0.8.10-3 - 1.6.10-3] 

Fat (PAfat) 
0.1 ± 0.1 

[10-5 - 1] 
0.1 ± 0.1 

[10-5 - 1] 
4.8.10-2  

[4.2.10-2 - 5.4.10-2] 

0.11 
[0.09 - 0.12] 

Muscles (PAmus) 
0.1 ± 0.1 

[10
-5

 - 1] 
0.1 ± 0.1 

[10
-5

 - 1] 
0.33 

[0.20 - 0.47] 
0.48 

[0.35 - 0.60] 

Testes (PAtes) 
10-3 ± 10-3 

 [10-5 - 1] 
Equal to PAbra/3 

3.3.10-4  
[2.5.10-4 - 4.0.10-4] 

- 

Slowly perfused (PAsp) 
0.1 ± 0.1 

[10-5 - 1] 
0.1 ± 0.1 

[10-5 - 1] 
0.31 

[0.20 - 0.41] 

0.062 
[2.4.10-3 - 0.19] 

Rate constants (h-1)    
 

Stomach-intestine transfer (Ksi)  
0.5 ± 0.25 

[0 - 2] 
0.5 ± 0.25 

[0 - 2] 
0.34 

[0.29 - 0.40] 

0.20  
[0.17 - 0.23] 

Intestinal absorption (Kint) 
0.5 ± 0.25 

[0 - 2] 
0.5 ± 0.25 

[0 - 2] 
0.52  

[0.39 - 0.62] 

1.3  
[1.1 - 1.6] 

Fecal excretion (Kfec) 
0.5 ± 0.25 

[0 - 2] 
0.5 ± 0.25 

[0 - 2] 
0.40  

[0.31 - 0.49] 

0.85  
[0.64 - 1.03] 

Metabolic clearances     
 

GI metabolism (L/h) (Kgi)   Fixed to 0.04  Fixed to 0.4 - 
- 

Blood metabolism (L/h/kg) (Kblo) Fixed to 0.08 Fixed to 0.31  - 
- 

Liver metabolism (L/h/kg) (Kliv) 
3 ± 3 

[10-5 - 20] 
10 ± 10 

[10-5 - 40] 
2.3 

[1.8 - 2.6] 

4.3 
[3.4 - 4.8] 

 

 
 

 

 

 



Experimental 

131 

Parameters related to fat, muscle and slowly perfused tissues have their own prior distribution with 

higher values to take account of the accumulation of permethrin in these organs. A large range was 

used for prior distribution of absorption constants, with a mean value corresponding to average of 

values obtained by Tornero-Velez et al. (2012). The mean of metabolic clearances were informed by 

the published values of 3.47 L/h/kg BW and 9.86 L/h/kg BW for respectively cis- and trans-

permethrin (Tornero-Velez et al., 2012). These values result of an optimization of in vivo clearances 

obtained by the extrapolation of in vitro results on human microsomes (Scollon et al., 2009). 

Simplifications for permethrin parameters were made when no prior information were available. 

Partition coefficient of GI tract (PCgi) and PC of rapidly perfused tissues (PCrp) of both isomers of 

permethrin were assimilated to PC of kidney (PCkid). Only for trans-permethrin PC of liver (PCliv) was 

assumed to be equal to PCkid and PC of testes (PCtes) to PC of brain (PCbra) since no compounds were 

detected in these organs. The permeability coefficient of testes (PAtes) was assumed to be three 

times lower than one of brain (PAbra) based on the ratio of the permeability coefficients estimated for 

cis-permethrin in these organs.  

A same uniform distribution was assigned to the fractions of metabolite formed since less data were 

available in the literature. The mean value for urine excretion of DCCA was the inverse of 16.5 h, 

corresponding to the mean half-life of the urinary elimination of the 3 metabolites (DCCA, 3-PBA and 

4’-OH-PBA) after an ingestion of cypermethrin (Woollen et al., 1992). The mean value of the 

truncated distribution of 3-PBA was lower than the other metabolites, consistent with the urinary 

results. The prior distributions of partition and permeability coefficients and fecal elimination rates of 

DCCA were assimilated to ones of permethrin since no data were available.  

The likelihood on the data was assumed to follow a lognormal distribution with 15% of error. The 

error on blood concentrations in permethrin was assumed at 5 % to correctly reproduce the kinetic. 

The calibration of the PBPK model was performed on the average of the concentrations obtained 

from the group of 4 rats euthanized at the specific time point.  

Markov Chain Monte Carlo method was used to estimate the probability posterior distribution, 

performed with MCSim software (Bois and Mazle, 1997). 3 independent Markov chains of 10,000 

iterations were run and one in two of the 5,000 last iterations were recorded. A stable posterior 

distribution was considered to be reached when the convergence criterion R was below 1.1. 

The toxicokinetic parameters the half-life of elimination of the compound (T1/2) and the area under 

the curve (AUC) of concentrations vs time were computed in the different organs on estimated 

concentrations, and also on observed concentrations for the AUC.  

Verification of the rat PBPK model of permethrin 

The verification of the PBPK model consisted in testing the ability of the calibrated PBPK model to 

predict the toxicokinetics of permethrin obtained under experimental conditions. One dataset was 

available for this verification step. We used the study of Tornero-Velez et al. (2012) in which in vivo 

experiments in rats were performed for a mixture (40:60) of cis- and trans-permethrin at two oral 

doses, 1 mg/kg and 10 mg/kg of permethrin. The concentrations of isomers were predicted in four 

fluids or organs (blood, liver, fat and brain) at doses 0.4 and 4 mg/kg for cis-permethrin and 0.6 and 6 

mg/kg for trans-permethrin. 
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Tableau 25. Distribution of specific parameters of cis- and trans-DCCA, 3-PBA and 4’-OH-PBA for PBPK model in rats. The 

prior distributions of all parameters are a truncated normal one represented by the average value +/- SD and their 

boundaries, except the rate of formation of metabolites represented by a uniform distribution. Posterior distributions 

are represented by the mean with the 2.5
th

 and 97.5
th

 percentiles. 

 Metabolites of cis-permethrin 

Parameters  Prior distribution Posterior distribution 

 Cis-DCCA 3-PBA 4’-OH-PBA Cis-DCCA 3-PBA 4’-OH-PBA 

Partition coefficients        

Liver:blood (PCliv) 
10 ± 5 
[1 - 30] 

- - 
6.3 

[5.0 - 7.6] 
- - 

Rest of body:blood (PCrb) 
10 ± 5 
[1 - 30] 

- - 
3.4 

[2.5 - 4.2] 
- - 

Permeability coefficients (L/h)       

Rest of body:blood (PArb) 
0.1 ± 0.1 
[10-5 - 2] 

- - 
0.84 

[0.68 - 0.98] 
- - 

Fraction of metabolite formed       

Fraction (Fracmet) [10-5 - 1] [10-5 - 1] [10-5 - 1] 
0.22 

[0.19 - 0.26] 
5.4.10-3 

[4.5.10
-3

 - 6.4.10
-3

] 
0.29 

[0.23 - 0.34] 

Rate constants       

Fecal excretion (L/h) (Kfec) 
0.5 ± 0.25 

[0 - 2] 
- - 

1.0 
[0.8 - 1.2] 

- - 

Urine excretion (h-1) (Kuri) 
0.05 ± 0.025 

[0 - 0.2] 
0.05 ± 0.025 

[0 - 0.2] 
0.05 ± 0.025 

[0 - 0.2] 
0.038  

[0.029 - 0.046] 
0.075 

[0.041 - 0.111] 
0.070 

[0.038 - 0.105] 

 

 Metabolites of trans-permethrin 

Parameters  Prior distribution Posterior distribution 

 Trans-DCCA 3-PBA 4’-OH-PBA Trans-DCCA 3-PBA 4’-OH-PBA 

Partition coefficients        

Liver:blood (PCliv) 
10 ± 5 
[1 - 30] 

- - 
4.4 

[3.8 - 5.1] 
- - 

Rest of body:blood (PCrb) 
10 ± 5 
[1 - 30] 

- - 
2.7 

[2.0 - 3.3] 
- - 

Permeability coefficients (L/h)       

Rest of body:blood (PArb) 
0.1 ± 0.1 

[10-5 - 1] 
- - 

0.24 
[0.16 - 0.34] 

- - 

Fraction of metabolite formed       

Fraction (Fracmet) [10-5 - 1] [10-5 - 1] [10-5 - 1] 
0.52 

[0.44 - 0.59] 

0.048 
[0.040 - 0.055] 

0.46 
[0.38 - 0.53] 

Rate constants       

Fecal excretion (L/h) (Kfec) 
0.5 ± 0.25 

[0 - 2] 
- - 

0.42 
[0.33 - 0.48] 

- - 

Urine excretion (h-1) (Kuri) 
0.05 ± 0.025 

[0 - 0.2] 

0.05 ± 0.025 
[0 - 0.2] 

0.05 ± 0.025 
[0 - 0.2] 

0.017  
[0.014 - 0.020] 

0.078 
[0.043 - 0.113] 

0.070 
[0.037 - 0.104] 
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Because we observed some differences for the absorption phase of permethrin in rats, we tested 

two hypotheses with our model: 1) the PBPK model calibrated in this study was used, 2) the 

absorption parameters (Ksi and Kint) were set to the estimates obtained in Tornero-Velez et al. (2012) 

and all the other parameters were set to the estimates obtained here. The predictions obtained by 

the PBPK model developed by Tornero-Velez et al. (2012) was also evaluated. The root mean-square 

error (RMSE) score was computed to quantify the quality of the predictions obtained with the 

different conditions of simulations: 

  (2) 

The model predictions associated to the lowest RMSE score indicates the model that best fits to the 

data.  
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 Figure 35. Kinetic of observed concentrations of cis-permethrin (closed square) and trans-permethrin (open square) and 

estimated concentrations of cis-permethrin (black solid line) and trans-permethrin (grey solid line) in blood, liver, kidney, 

brain, testes, muscle and fat. The blue solid line stands for the LOQ of permethrin. 

 

 

Tableau 26. Pharmacokinetic parameter the half-life of residence (T1/2) of cis- and trans-permethrin and its metabolites 

cis- and trans-DCCA in blood, brain, fat, kidney, liver, muscle and testes determined on estimated concentrations 

 Cis-Permethrin Trans-Permethrin Cis-DCCA Trans-DCCA 

Blood 3.2 3.8 19.8 40.8 

Brain 4.4 4.0 - - 

Fat 139 23.3 - - 

Kidney 3.2 - - - 

Liver 2.6 - 8.7 43.3 * 

Muscle 3.2 3.9 - - 

Testes 7.7 - - - 

*: correspond to the half life of the second part of elimination 
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Results 

Pharmacokinetic profiles of cis- and trans-permethrin 

Figure 35 and Table 24, 26 and 27 represent the kinetics of cis- and trans-permethrin in all studied 

organs and the values of parameters estimated with our PBPK model. Cis- and trans-permethrin 

compounds were both detected in blood, feces and all tissues (liver, muscle, kidney, testes, brain, 

fat) at all data points. However concentration in trans-permethrin was below the LOQ in liver, kidney 

and testes. Permethrin was detected 30 min after the administration in all matrices, except feces. 

Both cis and trans isomers are rapidly absorbed on the intestine, with respectively estimated values 

of Kint at 0.52 h-1 and 1.3 h-1. In blood, cis-permethrin is the most persistent isomer with a 2.7-ratio 

between the AUC of estimated concentrations (AUCest) of cis-permethrin on one of trans-permethrin. 

Trans-permethrin is rapidly eliminated in liver with an in vivo hepatic clearance estimated at 

4.3 L/h/kg whereas cis-permethrin stays longer with a clearance estimated 1.9 times slower, at 

2.3 L/h/kg. This in vivo ratio between the estimated values of hepatic clearances of cis and trans 

isomers is similar to the 3-factor obtained between the hepatic clearances of isomers estimated on in 

vitro supports with rat microsomes or obtained on in vivo optimized values (Scollon et al., 2009; 

Tornero-Velez et al., 2012). 

The diffusion profiles of cis and trans isomers in most of the organs are similar to the one in blood 

with a value of Tmax at respectively 2 h and 1.5 h. A slower diffusion of permethrin occurs in organs 

having a physiological barrier like brain and testes or a lipophilic composition such as fat. Estimated 

values of Tmax from 5 h (brain) to 20.5 h (fat) are higher and values of permeability coefficients are 

low estimated between 3.3.10-4 L/h (testes) to 4.8.10-2 L/h (fat) in the case of cis-permethrin. Both cis 

and trans isomers accumulate in fat with a respective value of PCfat at 226 and 77 and a high value of 

T1/2 at 139 h-1 and 23 h-1. This result is characteristic of the kinetic of pyrethroids in lipophilic tissues. 

In all studied organs cis-permethrin has a longer residence time than trans-permethrin, from a 4- to a 

8-factor respectively in muscle and fat between the value of AUCest of cis- and trans-isomers. In 

target organs, cis-permethrin is more persistent in brain than in testes with a value of PCbra 2.6 times 

higher than one of PCtes. No parent compounds were detected in urine which is consistent with 

previous observations of Leng et al. (2005). Complete excretion of cis- and trans-permethrin into 

feces 24 h after the administration, with a total recovery of respectively 20 % and 18 % of the dose 

after 6 days, were consistent with the oral bioavability of 61 % of cis- and trans-permethrin 

announced by Anadon et al. (1991). 

 

Pharmacokinetic profiles of metabolites cis-DCCA, trans-DCCA, 3-PBA and 4’-OH-PBA 

The kinetic of metabolites of permethrin and the values of the parameters were estimated 

simultaneously to the ones of permethrin and are presented in Figure 36 and 37 and Table 25. The 

specific metabolite DCCA is rapidly formed in blood and liver since it is quantified 30 min after the 

administration of permethrin. The maximal concentration of DCCA is reached with a delay from 1 to 

2 h to the ones of parent compounds. Cis- and trans-permethrin are mainly transformed in the 

metabolites DCCA and 4’-OH-PBA, with an estimated fraction at respectively 0.22 and 0.29 following 

the exposure to cis-permethrin, and at 0.52 and 0.46 after an exposure to trans-permethrin. With an 

estimated fraction from 10 to 40 times lower, 3-PBA is produced in a lesser extent. 
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Tableau 27. Average and standard deviation of values of the pharmacokinetic parameters the area under the curve of the 

observed concentrations (AUCobs) and the estimated concentrations (AUCest) (µg.h/mL) of cis- and trans-permethrin and 

cis- and trans-DCCA vs times in blood, brain, fat, kidney, liver, muscle and testes 

 Cis-permethrin Trans-permethrin Cis-DCCA Trans-DCCA 

 AUCobs AUCest AUCobs AUCest AUCobs AUCest AUCobs AUCest 

Blood 4.5 5.4 ± 0.1 1.8* 2.0 ± 0.1 1.7 5.3 ± 0.6 37.5 41.3 ± 2.7 

Brain 10.2 8.7 ± 0.5 1.1* 1.2 ± 0.8 - - - - 

Fat 1366* 1170 ± 151 117 148 ± 7 - - - - 

Kidney 6.4 6.0 ± 0.3 - 0.41 ± 0.06  - - - - 

Liver 5.9* 5.0 ± 0.2 - 0.45 ± 0.07 45.1 35.1 ± 2.2 245.8 184 ± 10 

Muscle 7.5 6.7 ± 0.5 0.9* 1.6 ± 0.1 - - - - 

Testes 3.3 3.5 ± 0.2 - 1.2 ± 0.8 - - - - 

Note. AUCobs was defined as the sum of the AUC computed with the trapezoidal rule on experimental concentrations and the 

AUCest, defined as the last observed concentration divided by the slope of elimination. *: value of extrapolated AUC was over 

20 % but not exceeded 50 % of the total AUC.  

 

 

Figure 36. Kinetic of observed concentrations of cis-DCCA (▲) and trans-DCCA (Δ) and estimated concentrations of cis-

DCCA (▬ ▬) and trans-DCCA (▬ ▬) in blood and liver. The blue dotted line (▬ ▬) stands for the LOQ of DCCA. 

 

 

Figure 37. Kinetics of observed concentrations of metabolites 4’-OH-PBA (◊), DCCA (Δ) and 3-PBA (○) and estimated 

concentrations of 4’-OH-PBA (..), DCCA (▬ ▬) and 3-PBA (▬ . . ▬) in urine. Closed symbols and black lines are related to 

cis-permethrin and open symbols and grey lines to trans-permethrin. 
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By applying these factors to the total clearances of permethrin, the rates of formation of DCCA, 4’-

OH-PBA and 3-PBA in the body rat are estimated respectively at 0.53, 0.70 and 0.013 L/h/kg after an 

exposure to cis-permethrin and at 2.60, 2.30 and 0.24 L/h/kg after an exposure to trans-permethrin. 

Due to the higher clearance of trans-permethrin, trans-DCCA is recovered in higher amount in blood 

and liver than cis-DCCA, with an AUCest ratio trans:cis DCCA from 5 in liver to 8 in blood (Table 27). 

Formed mainly in liver, cis- and trans-DCCA both accumulate in this organ since the estimated values 

of partition coefficients of cis-DCCA and trans-DCCA were high at respectively 6.3 and 4.4. The 

elimination of DCCA from the liver is slow with a value of half life at 8.7 h-1 for cis-DCCA. Contrary to 

the cis isomer, trans-DCCA presents a kinetic of elimination from liver in two phases with a value of 

half-life at 43.3 h-1 for the second phase. 

The complete excretion of studied metabolites occurs in the first 24 hours in urine and 48 hours in 

feces. For both isomers, 4’-OH-PBA is the most recovered metabolites in urine, with a 5- and a 10-

factor compared respectively to cis-DCCA and 3-PBA in the case of cis-permethrin. DCCA is mainly 

excreted into feces. 74 % for cis-DCCA and 36 % for trans-DCCA of the total amount in DCCA 

eliminated are recovered in feces. In feces PBA was not detected and 4’-OH-PBA not dosed. 

Quality of the calibration of the rat PBPK model for each isomer of permethrin and its 

metabolites 

With the calibration of the rat PBPK model, values of 49 parameters related to the kinetic of cis- and 

trans-permethrin and its metabolites cis- and trans-DCCA, 4’-OH-PBA and 3-PBA were estimated 

simultaneously. The highest R computed for both isomers was at 1.05 attesting of the convergence of 

all chains. Posterior distributions and the 2.5th and 97.5th percentiles values of parameters of parent 

and metabolites compounds are respectively detailed in Table 24 and Table 25. Thanks to the 

information brought by the data, posterior distributions of parameters, previously assumed to follow 

a truncated normal distribution with a wide range, became narrow with all coefficients of variation 

related to parameters under 20 %. These coefficients are obviously higher for values of parameters 

related to non informed tissues like slowly perfused. The estimated concentrations in permethrin are 

in a good agreement with the observed concentrations for all the organs, with a range from 0.94-

factor in kidney for cis-permethrin to 1.26-factor in fat for trans-permethrin between the AUC of the 

observed and the estimated concentrations (Table 27). The concentrations in trans-permethrin are 

overestimated in fat. The estimated value of in vivo hepatic clearance seems to induce an excess of 

amount in trans-permethrin in the circulating flow which accentuated the accumulation of the trans 

isomer in fat. A difference at 55 % between the values of AUCobs and AUCest in trans-permethrin in 

muscle is observed probably due to the small number of observed data points in the elimination 

process of the compound.  

After the calibration of the model, distribution of parameters related to DCCA, 3-PBA and 4’-OH-PBA 

became also narrow, attesting that measured data on metabolites are informative for the estimation 

of the value of these parameters. Thus, estimated values of parameters associated to DCCA allow 

predicting satisfactory kinetics of this metabolite in blood and liver. The AUC of estimated 

concentrations of cis-DCCA in blood is higher than the AUCobs due to the few number of measured 

data points in this matrix.  
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a.  

b.  

c.  

d.  

Figure 38. Observed concentrations in blood, liver, brain and fat after an oral dose of 0.4 mg/kg (a) and 4 mg/kg (b) in cis-

permethrin (■) and 0.6 mg/kg (c) and 6 mg/kg (d) in trans-permethrin (□). The results of predicted concentrations with 

the values of parameter estimated with the rat PBPK model of permethrin of Tornero-Velez et al. (2012) (▬ ▬), with our 

PBPK model of permethrin and metabolites (▬) and with our PBPK model with absorption rate fixed to values of 

Tornero-Velez et al. (2012) (▬) are also represented. 
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Verification of the model rat  

The calibrated PBPK model was evaluated for the prediction of the concentrations of permethrin in 

four fluids or tissues after the co-administration of both isomers at 1 and 10 mg/kg. The 

concentrations estimated by the model (Tornero-Velez et al. (2012)) previously published are also 

discussed. The predictions by the three models are represented together with the data on Figure 38. 

The toxicokinetic profiles predicted with our calibrated PBPK model were not in a good agreement 

with observed data as the time of residence of permethrin in organs was over-predicted. This 

problem was caused mainly by the absorption process of the compound since the predictions of our 

model were improved by setting the absorption parameters to the values estimated by Tornero-

Velez et al. (2012), i.e. Ksi and Kint set respectively to 0.7 h-1 and 0.9 h-1 for both isomers. Variability in 

the oral absorption can come from different absorption levels of the rats and from the experimenter 

during the technique of force-feeding of the animal. The results of RMSE scores (Table 28) were 

computed for predictions of the PBPK model developed by Tornero-Velez et al. (2012) using these 

data and by the predictions of our PBPK model with the absorption parameters set to the previous 

published estimates. Our model presents the lowest values of score. A better fit of the predicted 

concentrations to the observed data was observed, especially for concentrations in blood for both 

isomers and in liver for trans-permethrin. However the quality of the prediction of the hepatic 

concentrations in cis-permethrin remains better using the other model. The improvement of the 

accuracy of the predicted concentrations also occurs in brain for both isomers and in fat with cis-

permethrin but in a lesser extent. For trans-permethrin, even the score is higher in brain at the high 

dose, the values of parameters allow predicting concentrations reproducing the kinetic profile. Thus 

our PBPK model can correctly reproduce observed concentrations in these organs with another 

dataset, except at the highest concentration of exposure in trans-permethrin in fat. This 

accumulation is consistent with the estimated values of PCfat of trans-permethrin during the 

calibration of our model.  

 

Tableau 28. Results of RMSE scores computed on blood, hepatic, brain and fat concentrations obtained by simulations of 

cis and trans-permethrin at the dose of the specific isomer at 1 mg/kg and 10 mg/kg with the ratio 40:60. Condition A 

and B corresponds to values of parameters estimated respectively with the PBPK model of permethrin (Tornero-Velez et 

al. (2012)) and with the PBPK model of permethrin and its metabolites when absorption rates are fixed at ones of 

Tornero-Velez et al. (2012). 

 Blood Liver Fat Brain 

Condition A B A B A B A B 

0.4 mg/kg cis-permethrin 11.8 8.9 2.2 6.7 131 110 30.4 24.6 

0.6 mg/kg trans-permethrin 2.53 1.73 3.96 1.54 54.2 57.0 17.1 15.7 

4 mg/kg cis- permethrin 79.7 54.9 19.4 73.0 297 237 45.7 47.2 

6 mg/kg trans- permethrin 34.9 32.0 21.5 8.11 86.8 431 7.56 17.1 

    Values in bold correspond to the lowest score between condition A and B 
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Discussion 

As the in vivo metabolism of permethrin is rapid, the metabolites DCCA, 3-PBA and 4’-OH-PBA are 

considered as biomarkers of an exposure to permethrin. The PBPK models are tools able to quantify 

the internal dose of exposure of the parent compound based on the data in metabolites. Since 

metabolites are often dosed in biomonitoring studies and permethrin is the toxic form, the 

developed PBPK model in this study is able to predict simultaneously the concentrations of the 

parent compound in target tissues and of the metabolites in urine after an external exposure to cis- 

or trans-permethrin. 

The model structure is based on the model of permethrin developed by Tornero-Velez et al. (2012), 

with the addition of the description of the kinetic of permethrin in target organs. A physiological 

model for DCCA (2 compartments) and empirical models of the other metabolites 3-PBA and 4’-OH-

PBA common to pyrethroids allow the prediction of concentrations in urine. The calibration of the 

PBPK model of each isomer was performed in a Bayesian framework on in vivo results to estimate a 

distribution of values for the 49 parameters describing ADME process for both parent compounds 

and metabolites, especially excretion of metabolites to urine (Davis et al., 2012). 

Our experiments performed in rats with separately cis- and trans-permethrin were the first one to 

quantify simultaneously the complete kinetic of both parent compounds and metabolite. The 

developed PBPK model with the estimated values of parameters correctly reproduces the observed 

concentrations for parent compounds and metabolites in all matrices. The model fits were in good 

agreement with the data, especially in blood and liver where metabolism takes place. The predicted 

kinetics of both isomers are consistent with the kinetics of permethrin previously published: large 

accumulation of permethrin in fat with values of PCfat from 77 to 226 times higher to ones of the 

other organs, and higher sensitivity to the metabolism of the trans isomer compared to the cis one 

(Scollon et al., 2009; Tornero-Velez et al., 2012). The concentrations in trans-permethrin were 

overpredicted in fat with the estimated value of hepatic clearance of trans-permethrin. Values of in 

vivo hepatic clearances in rats of the both isomers were previously published. They were estimated 

either on the extrapolation of in vitro metabolic data obtained on rat microsomes to in vivo or either 

on the optimization of these extrapolated values to fit the measured concentrations in rats (Scollon 

et al., 2009; Tornero-Velez et al., 2012). Our estimated values of in vivo hepatic clearances were 

lower than those obtained in these two studies for trans-permethrin (respectively from 2.3 to 5.7-

ratio) but respectively similar and lower (2.7-factor) for cis-permethrin. The relationship between the 

hepatic clearance values of the both isomers with a 1.9-factor in our experiment is also lower to the 

ratio of 2.8 observed by Scollon et al. (2009) and 3.9 described by Tornero-Velez et al. (2012) 

following an exposition to a mixture of permethrin isomers. The in vivo clearances of permethrin may 

differ from the in vitro results due to the release of the insecticide from fat to blood. The exposure to 

a mixture of isomers in the in vivo studies instead of the separate forms may also interfere in the 

kinetic of elimination. However the calibrated PBPK model reproduced the kinetics of permethrin in 

most of the matrices. 

The first quantification of the in vivo formation of the metabolites of permethrin shows a high and 

similar rates of formation between DCCA and 4’-OH-PBA compared to 3-PBA. The estimated kinetic 

profiles of DCCA in blood and liver are in a good agreement with the observed concentrations. The 

estimated amounts in each metabolite in urine reached the observed steady-state at the end of the 
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excretion. Amounts in metabolites 4’-OH-PBA, DCCA and 3-PBA detected in urine at the end of the 

excretion represent respectively 84%, 14% and 2% for the cis isomer and 70%, 23% and 7% for the 

trans isomer of the sum of the amounts of the three metabolites. Although a large number of 

metabolites were dosed in their study, Gaughan et al. (1977) already observed a high recovery of 4’-

OH-PBA of 43 % for trans-permethrin and 29 % for cis-permethrin after administration of permethrin 

radiolabeled on the alcohol moiety.  

The simulations the calibrated PBPK model on another dataset highlight the impact of the absorption 

on the kinetic of permethrin. The results of the sensitivity analysis performed on deltamethrin by 

Mirfazaelian et al. (2006) already underlined that blood and brain concentrations in deltamethrin 

were very sensitive to the value of the stomach-intestinal constant (Ksi) and intestinal constant (Kint). 

The setting of these absorption parameters to the values estimated by Tornero-Velez et al. (2012) 

improves the quality of the predicted concentrations. Our PBPK model, with our estimated values of 

parameters, except absorption, allows a correct reproduction of the permethrin kinetics in blood, 

brain, liver and fat. The fit of the predicted concentrations to the observed ones, especially in blood 

for both isomers at the different doses, were even improved compared to the predictions described 

by Tornero-Velez et al. (2012). The over prediction in fat is recovered for trans-permethrin at the 

high dose of 6 mg/kg, which is consistent with the results of the calibration of our PBPK model. Thus 

a part of the PBPK model developed in this study was verified. Finally, the final structure of the 

model of permethrin and the values of the estimated parameters are similar to ones described in 

previous studies on deltamethrin and permethrin (Mirfazaelian et al., 2006; Godin et al., 2010; 

Tornero-Velez et al., 2012). A generic model of pyrethroids may be considered for the parent 

compound. 

 

Conclusion 

A link was established between urine biomarkers 3-PBA, cis- and trans-DCCA and internal and 

external dose of exposure of separate isomers cis- and trans-permethrin by the calibration of a PBPK 

model of the parent compounds and their associated metabolites based on in vivo data. Bayesian 

calibration allows quantifying variability on estimated parameters such as liver clearances and rate of 

formation of metabolites and excretion to urine. This PBPK model can be then extrapolated to 

humans to quantify human internal exposure and to be used in a biomonitoring framework.  
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III. QUANTIFICATION IN VITRO DU 

METABOLISME HEPATIQUE DE LA 

PERMETHRINE ET DES SES METABOLITES 

CHEZ L’HOMME 
Soumis à Toxicology in vitro 

Le métabolisme hépatique de la perméthrine chez l’homme a été caractérisé dans des conditions 

adéquates pour l’extrapolation in vitro-in vivo des données. Les vitesses de disparition de la cis- et 

trans-perméthrine et d’apparition des métabolites cis- et trans-DCCA et 3-PBA ont été quantifiées 

simultanément sur des hépatocytes primaires humains. Les isomères de la perméthrine ont été 

incubés séparément et en mélange. 

Avant la mise en place des expériences de cinétique, les phénomènes d’adsorption du composé sur 

le matériel d’étude ont été évalués. De plus l’activité spécifique des enzymes impliquées dans le 

métabolisme de la perméthrine (carboxylestérases, CYP3A4, CYP2C19) a été quantifiée pour le lot 

d’hépatocytes. Deux types d’approches ont été utilisés pour déterminer le métabolisme des isomères 

de la perméthrine et de ses métabolites. Une cinétique sur 3 temps (30, 60 et 180 min) à différentes 

concentrations en composé parent (de 5 à 125 µM) a été réalisée pour la cis- et trans-perméthrine, le 

cis et trans-DCCA et le 3-PBA. Une cinétique plus longue pour ces composés a été effectuée à des 

concentrations d’incubation en cis et trans-perméthrine inférieures à leur valeur de Km, aux temps 

10 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 8 h et 17 h. Les composés parents ont été incubés séparément et en 

mélange (ratio 40:60). Les valeurs des paramètres Vmax, Km et le ratio Vmax/Km ont été estimées à 

partir de l’ensemble des données acquises lors de l’incubation du composé seul, dans un contexte 

Bayésien. Seules la clairance et la vitesse de formation intrinsèque ont été déterminées lors de 

l’incubation des composés en mélange. Ces études ont été complétées par la co-incubation d’une 

concentration unique en trans-perméthrine (ou cis-perméthrine) (5 µM) avec des concentrations 

croissantes en cis-perméthrine (ou trans-perméthrine) (0,5 à 125 µM). L’ensemble des vitesses a 

ensuite été extrapolé à l’homme. 

 

L’adsorption dans le puits s’avère négligeable grâce à la présence de sérum dans le milieu 

d’incubation. La perméthrine s’adsorbant sur les parois du tube de la solution d’incubation, un 

aliquot a été réalisé au début de l’expérience pour déterminer la concentration initiale dans le milieu. 

La trans-perméthrine est métabolisée trois plus vite que la cis-perméthrine. La vitesse de formation 

du DCCA est similaire à celle du 3-PBA et à celle de disparition du composé parent respectif (hormis 

pour l’isomère trans). La co-incubation de perméthrine dans un rapport 40:60 des isomères cis/trans 

n’a pas d’impact sur les vitesses de métabolisme des composés. Ces résultats indiquent une absence 

d’interaction entre les deux isomères dans ces conditions. Les vitesses de métabolisme pourront 

servir de données d’entrée pour un modèle PBPK de la perméthrine chez l’homme. 
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In vitro human metabolism of permethrin isomers alone or as a mixture and the formation 

of the major metabolites in cryopreserved primary hepatocytes 
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Soumis à Toxicology in vitro 

 

Abstract 

In vitro metabolism of permethrin, a pyrethroid insecticide, was assessed in primary human 

hepatocytes. In vitro kinetic experiments were performed to estimate the Michaelis-Menten 

parameters and the clearances or formation rates of the permethrin isomers (cis- and trans-) and 

three metabolites, cis- and trans-3-(2,2 dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane) carboxylic acid 

(cis- and trans-DCCA) and 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA). Non-specific binding and the activity of the 

enzymes involved in permethrin’s metabolism (cytochromes P450 and carboxylesterases) were 

quantified. Trans-permethrin was cleared more rapidly than cis-permethrin (25.7±0.6 and 

10.1±0.3 µL/min/106cells respectively) with a 2.6-factor. A 3-factor was observed between the 

formation rates of DCCA and 3-PBA obtained from trans- and cis-permethrin. For both isomers, the 

rate of formation of DCCA was higher than the one of 3-PBA. The metabolism of the isomers in 

mixture was also quantified. The co-incubation of isomers at different ratios showed the low 

inhibitory potential of cis- and trans-permethrin on each other. The estimates of the clearances and 

the formation rates in the co-incubation condition did not differ from the estimates obtained with a 

separate incubation. These metabolic parameters may be integrated in physiologically based 

pharmacokinetic (PBPK) models to predict the fate of permethrin and metabolites in the human 

body.  

 

Keywords: carboxylesterases; cytochrome P450; drug-drug interactions; environmental toxicology; 

enzyme kinetics; gas chromatography/GC/MS; hepatocytes; in vitro-in vivo prediction (IVIVE); 

modeling and simulation 
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Figure 39. A simplified representation of the pathways of metabolism of cis-permethrin and trans-permethrin into the 

metabolites cis/trans-DCCA and 3-PBA commonly dosed in biomonitoring studies. Derived from Scollon et al. (2009), 

Ross et al. (2006), Choi et al. (2002), Takaku et al. (2011) 
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Introduction 

Permethrin, a synthetic pyrethroid insecticide, is widely used under different forms in house 

treatment and agriculture (Stout et al., 2009; US EPA, 2011). As a consequence, humans are 

frequently exposed to this insecticide, confirmed by the detection of urinary permethrin metabolites 

in children and adults in biomonitoring studies (Barr et al., 2010; Ueyama et al., 2010). Permethrin is 

suspected to induce neuronal disturbances such as paresthesia or headaches (Bradberry et al., 2005) 

and was also associated to modifications of the human semen quality (Meeker et al., 2008; US EPA, 

2011; Young et al., 2013; Imai et al., 2014). Since the active form is the parent compound, the 

quantification of metabolism, the only route of elimination from the circulatory system, is required 

to assess the internal exposure in humans.  

The metabolic pathway of the two isomers cis and trans of permethrin in mammals was previously 

identified by Gaughan et al. (1977). In humans, permethrin can be hydrolyzed by carboxylesterases 

(CE) or oxidized by cytochromes P450 (CYP) directly into the metabolites cis- or trans-3-(2,2 

dichlorovinyl)-2,2-dimethyl-(1-cyclopropane) carboxylic acid (cis- and trans-DCCA), specific to each 

isomer, and into the (un)oxidized form of 3-phenoxybenzoic alcohol (3-PBAlc) (Crow et al., 2007). 

Several steps of oxidation by alcohol or aldehyde desydrogenases occur and lead to obtain the final 

metabolite 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA) common to both isomers (Choi et al., 2002). DCCA and 3-

PBA can finally be conjugated by phase II enzymes (Takaku et al., 2011; Mikata et al., 2012). Figure 39 

represents a simplified metabolic pathway with the involved enzymes. 

Metabolism in humans is usually predicted using in vitro models coupled to methodologies for in 

vitro/in vivo extrapolation (Lave et al., 1999; Obach, 1999; Hallifax et al., 2005; Riley et al., 2005; 

Rostami-Hodjegan and Tucker, 2007). The mains sites of metabolism of permethrin and the enzymes 

involved in humans has been established using microsomes, recombinant cells expressing CYPs and 

CEs (Nishi et al., 2006; Ross et al., 2006; Crow et al., 2007; Scollon et al., 2009; Yang et al., 2009; 

Takaku et al., 2011; Lavado et al., 2014). In humans, the liver is the major site of metabolism of 

permethrin with the highest abundance of esterases and CYPs (Crow et al., 2007). In their study, 

Scollon et al. (2009) quantified the hepatic metabolic rates for cis- and trans-permethrin using 

microsomes including the hydrolysis and the oxidation pathways. Trans-permethrin was eliminated 

faster than cis-permethrin (by a 12-factor) and a reduced metabolic rates (about a 2-factor) during 

the co-incubation of the two isomers was observed suggesting an interaction between the cis- and 

trans-permethrin (Tornero-Velez et al., 2012). 

In vitro metabolic rates provide valuable and quantitative knowledge that can be extrapolated to in 

vivo situations and then be integrated in toxicokinetic models to simulate the fate of the compound 

in the human body. The quality of the in vitro/in vivo extrapolation relies mainly on the choice of the 

in vitro model for the compounds of interest, the experimental settings and the analysis of the kinetic 

data (McMullin et al., 2007; Pelkonen and Turpeinen, 2007). Several in vitro models are preferably 

used to derive the metabolic rates such as microsomes, liver slices or primary hepatocytes (Lipscomb 

and Poet, 2008). The use of primary hepatocytes which closely reflect in vivo conditions by containing 

all the physiological  factors (Hewitt et al., 2007; Yoon et al., 2012) has already proven in the increase 

of the quality of predictions of the hepatic clearance for several drugs (Brown et al., 2007b). In the 

case of permethrin, the cytosolic fraction of hepatocytes also contains esterases that could 

participate to metabolism (Crow et al., 2007). Cryopreserved hepatocytes are now routinely used 
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since their activity and stability are similar to fresh hepatocytes (McGinnity et al., 2004). Other 

experimental conditions like the addition of serum in the medium to mimic in vivo equilibrium 

(Blanchard et al., 2004; Li, 2007) and evaluation of non specific binding, especially for lipophilic 

compounds such as permethrin, have to be considered to improve the quality of the extrapolation 

(Ouattara et al., 2011; Groothuis et al., 2013) .  

In the present study, we propose to determine in representative conditions for in vitro/in vivo 

extrapolation the Michaelis-Menten parameters of the depletion of cis- and trans-permethrin and 

the effect of co-incubation of both isomers on human primary hepatocytes. The rates of formation of 

metabolites cis- and trans-DCCA and 3-PBA will be also estimated. The depletion and formation rates 

will be extrapolated to in vivo rates in order to be used for the calibration of toxicokinetic models. 

 

Experimental 

Chemicals 

Cis-permethrin (cis-P) (3-phenoxybenzyl(1RS)-cis-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane-

carboxylate, purity, 99.4% purity) and trans-permethrin (trans-P) (3-phenoxybenzyl (1RS)-trans-3-

(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate, 99% purity) were obtained respectively 

from ChemService (West Chester, USA) and Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany). The internal 

standards cis-[13C6]permethrin (98% purity), trans-[13C2]DCCA (98% purity) and [13C6]3-PBA (98% 

purity), were purchased from LGC standard (Cambridge Isotope Laboratories, USA). S-[4-
14C]mephenytoin (56 mCi/mmol) was provided by Amersham Life sciences (Velizy-Villacoublay, 

France). Midazolam (25 mCi/mmol) was kindly offered by Hoffman-La Roche (Bâle, Switzerland). 4-

para-nitrophenyl acetate (PNPA) (esterase substrate) and its metabolite 4-para-nitrophenol (PNP) 

were supplied by Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).  

Human primary hepatocytes preparation 

Cryopreserved human primary hepatocytes were thawed as previously described by de Sousa et al. 

(1997). The human hepatocytes from three donors (two females, one male) were placed into 48-

wells Corning® Costar® plates (about 0.7×105 cells/well) (Corning, NY, USA) in an atmosphere of 5% 

CO2 and 95% relative humidity. After 30 min, the medium in each well was removed and replaced by 

200 µL of the medium used for experiments, corresponding to Williams E medium containing 10% of 

fetal bovine serum (FBS), 1 X of a mix of insulin, selenium and transferrine (Life Technologies, Saint –

Aubin, France) and 0.5% of a mix of streptomycine (10,000 µg/mL) and penicillin (10,000 unit/mL). 

Experiments with chemicals were performed 24 hours later.  

Previously to the first experiments, the permethrin stability in the incubation medium was evaluated 

since permethrin could potentially be metabolized by enzymes contained in FBS. Trans-permethrin 

(5 µM), the most rapidly metabolized compound, was incubated with the medium with 10% of FBS 

and 100% of FBS during 3 h à +37°C. No depletion was observed. 
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Non-specific binding 

The non-specific binding of cis- and trans-permethrin on plastic containers was assessed i) on tubes 

in which incubation mediums were prepared and ii) on wells containing cells. For both systems, a low 

(5 µM) and a high (125 µM) concentration were tested (n = 3 for each condition). Firstly, incubation 

mediums were prepared in polypropylene tubes and heated at +37°C. A 200 µL aliquot was taken 

after 10 and 15 min, and then every 15 min during 1 hour. The recovery of permethrin was computed 

as the ratio of the peak area of the compound in the sample taken from the tube over the peak area 

of the standard solutions prepared in the extract blank matrix at the same theoretical level. Secondly, 

the non-specific binding in wells was tested to evaluate the binding of the compounds on the walls 

and on the cell membrane, conditions similar to the ones of the kinetic experiments. After 3 hours of 

exposure at room temperature, the medium and the cells were recovered and 200 µL of medium 

were added to rinse the well. A second wash was performed by adding 200 µL of methanol (MeOH) 

twice to recover bound permethrin. To take account of the endothermic property of binding to the 

devices, a control test was also performed with permethrin in a well without cells at 37°C during 1 

hour. The percentage of recovery was computed as the ratio of the amount of permethrin in the 

organic phase over the sum of the amount of permethrin in the organic and aqueous phases. 

Corning® DeckWorks™ (Sigma-Aldrich) tips with low binding for biological proteins were used for all 

experiments.  

Specific activity of CYPs and esterases 

The CYP and esterase activities of the human hepatocyte pool were evaluated using adequate 

substrates. Human CYP2C19 and CYP3A4 were selected since they showed high activities toward 

permethrin and pyrethroids (Scollon et al. 2009). The hepatocyte pool was characterized using 

isoform-selective substrates: (S)-mephenytoin for CYP2C19 and midazolam for CYP3A4 (Yuan et al. 

2002). The substrates were incubated with hepatocytes at 1 µM during 17 h for (S)-mephenytoin and 

5 µM during 6 h for midazolam (n = 3). Preliminary tests were performed to define the incubation 

times (data not shown). The reactions were terminated by the addition of 200 µL of acetonitrile 

(AcN). The activities were computed as the amount of free 4’-hydroxymephenytoin produced, a 

metabolite of (S)-mephenytoin, and as the amount of midazolam metabolized at the end of 

experiment. 

The esterase activity was assessed using the formation of PNP from PNPA (Chanda et al. 1997) A 

solution of 200 µM of PNPA prepared in phosphate buffered saline (PBS) buffer (Sigma Aldrich) was 

incubated in triplicate after rinsing the well twice with 200 µL of PBS. The reaction was stopped after 

3 min by adding 200 µL of iced AcN. The content of each well was recovered, diluted in 400 µL of PBS 

and then centrifuged during 1 min at +4°C. A control well without cells was tested. The specific 

activity was computed as the amount of PNP produced at the end of the experiment. 

Design of experiments 

The stock solutions of permethrin were prepared in DMSO and diluted 200 times in medium with 

10% of FBS so that the solvent does not exceed 0.5% of the total volume. The solution containing 

permethrin was incubated in a polypropylene tube for 10 min at +37°C. Then 200 µL of the solution 

were incubated with about 0.7×105 hepatocytes per well. At the end of the experiments, the 

reactions were stopped by the addition of 200 µL of iced MeOH. The cell number was counted in two 
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wells per plate. The cells were fixed with iced MeOH during 2-3 min and colored by the fluorescent 

dye HOESCHST 33342 (Sigma Aldrich) diluted at 1/10,000 in phosphate buffer and adherent cells 

were counted by using an Arrayscan XTI (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France). Viable cells 

were distinguished from dead cells based on the size and the intensity produced by the fluorochrome 

of their nucleus. Experiments were carried out in triplicate.  

For Michaelis-Menten experiments, cis- or trans-permethrin was incubated with the human 

cryopreserved hepatocytes at 8 concentrations (1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 and 125 µM). Reactions 

were stopped at 30 min, 1 h and 3 h. These experiments were performed twice on two different 

days. In addition, cis- and trans-permethrin were incubated alone, respectively at 2 µM and 3 µM, to 

follow the kinetics of the parent compounds and the metabolites over a long-time period. The 

compounds were dosed at 10 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 8 h and 17 h. 

The impact of incubating the mixture of cis- and trans-permethrin on the metabolism of both isomers 

was studied. A single concentration of 5 µM of cis-permethrin (respectively trans-permethrin) was 

incubated with 9 concentrations (0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125 µM) of trans-permethrin 

(respectively cis-permethrin). Reactions were stopped 1 h and 3 h after the beginning of the 

experiment for trans-permethrin, and 2 h and 4 h after the beginning of the experiment for cis-

permethrin as the metabolism of this latter is known to be slower than the one of trans-permethrin. 

In addition, a representative time-course of a mixture of both isomers at 5 µM (ratio cis/trans 40:60) 

was conducted and the compounds were dosed at 10 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 8 h and 17 h. 

Sample analysis 

The quantification of cis- and trans-permethrin and their respective metabolite DCCA and 3-PBA was 

performed by GC-MS using a method adapted from Lestremau et al. (2014) . Briefly, the medium and 

the cells were transferred to a 1.5 mL Eppendorf ® tubes (Montesson, France). In addition the 200 µL 

of MeOH added to rinse the well were also recovered. Cis-[13C6]permethrin, trans-[13C2]DCCA, [13C6]3-

PBA (final concentration 1 µM) internal standards, 200 µL of MeOH and 200 µL of chlorhydric acid 

(HCl, 10 M) were added to the sample. A 15 min of incubation at 80°C allowed the derivatization of 

the target compounds before the liquid-liquid extraction of all the compounds samples with 600 µL 

of toluene. A GC-MS using a TRACE GC Ultra gas chromatograph coupled to a DSQ II single 

quadrupole mass spectrometer was used. The separation of the compounds was accomplished on a 

TRACE TR5-MS (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France) capillary column (30 m×0.25 mm, i.d., 

0.25 µm film thickness). The injection volume was 1 µL. Matrix matched standard solutions were 

prepared in and analyzed for the parent compounds (0.025 µM to 5 µM and 5 µM to 20 µM) and the 

metabolites (0.025 µM to 15 µM). The instrumental limit of quantification was 0.025 µM for all the 

studied analytes. Spontaneous formation of DCCA was observed during the derivation step in the 

medium without hepatocytes. To quantify the amount of DCCA formed only by the metabolism of 

permethrin on hepatocytes, measured concentrations of DCCA in samples were corrected by the 

percent of DCCA recovered in the medium without hepatocytes prepared at the beginning of the 

experiment. 

The elution of the samples containing midazolam and (S)-mephenytoine was performed with acetate 

buffer 20 mM (pH = 4.5) and a mix 25/75 of MeOH/AcN. Free 4’-hydroxymephenytoin and 

midazolam were analyzed with a Synergi 4 µm Hydro-RP 80 Å (250×4.6 mm) (Phenomenex, Le Pecq, 

France) by a Dionex liquid chromatography with a P580 pump and an UVD 3405 coupled with flow 
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scintillation analyzer 500 TR Series (Packard Biosciences Company, CT, USA). The amount of PNP 

formed was measured at 405 nm with a spectrophotometer Cary 300 Scan (Varian, CA, USA) and 

interpreted by a calibration curve of absorbance of PNP vs concentrations in PNP (25 to 200 µM) 

prepared in the same conditions than the samples. 

Data analysis 

All the kinetic data generated for one compound in similar incubation experiments (i.e., alone or in 

mixture) were analyzed together. The Michaelis-Menten equation was used to analyze these data. 

Apparent Vmax and Km were determined for the depletion of cis- and trans-permethrin: 

  (1) 

with C the concentration of the parent compound in the well content. The Michaelis-Menten 

parameters for the formation of the metabolites were estimated using: 

  (2) 

with CMet the concentration of the metabolites. The mixture of permethrin was tested at one 

concentration below Km, so only the ratio Vmax/Km was estimated. The estimated in vitro intrinsic 

clearances CLint (Vmax/Km) were apportioned to the volume of the well content (about 200 µL) 

(McGinnity et al. 2004; Obach 1999) and then were scaled to in vivo CLint (units, mL/min/kg) using 

average physiological parameters, the hepatocellularity 99×106 cells/g of liver (Barter et al. 2007) and 

the human liver weight 26 g/kg of body weight (Davies and Morris 1993). 

Statistical analysis 

As described above, two experiments were performed for the isomers incubated alone. The rates of 

depletion of the parent compound and the rates of formation of the metabolites were determined 

over a short period (up to 3 hour) to determine Michaelis-Menten parameters for each compound, 

and a kinetic of the same compounds were followed over a long duration (until 17 hours) for a 

concentration of parent compound in the linear range (below the expected Km). We then chose to 

analyze both datasets together in order to come up with only one estimated value for the metabolic 

parameters (Vmax, Km and the ratio Vmax/Km) that describe both experiments.  

The metabolic parameters were estimated in a Bayesian framework using Markov chains Monte 

Carlo simulations. The MCSim software was used. Non informative prior distributions (uniform law) 

were used for all parameters. Initial concentrations of permethrin in the incubation medium were 

estimated to account for the analytical measurement errors. They were assumed to be distributed 

log-normally with mean the measured concentration and a standard deviation corresponding to 20% 

of error.  
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Tableau 29. The non specific adsorption (%) of cis- and trans-permethrin on polypropylene tubes and on wells containing 

cells (n = 3) 

 cis-permethrin  trans-permethrin 

 5 µM 125 µM 5 µM 125 µM 

Polypropylene tubes 30 ± 1 16 ± 1 32 ± 2 27 ± 2 

Wells with cells 8.2 ± 2.1 4.2 ± 0.4 12.9 ± 3.4 4.9 ± 0.1 

 

 

 

 
Figure 40.  Saturation kinetic profiles of the depletion of permethrin (◊) and the formation of 3-PBA (○) and DCCA (□) in 

human primary hepatocytes. Open and closed figures are respectively related to the cis and trans isomers. Black solid 

line (▬) and grey solid lines (▬) stand respectively for the average, the 5
th

 and 95
th

 percentiles value of the estimated 

rates. 
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Results 

Non-specific binding 

Table 29 summarizes the results of the non-specific binding of permethrin on the experimental 

devices. The adsorption of cis- and trans-permethrin on the polypropylene tubes was about 30% 

after 10 min of exposure at two concentrations (5 µM and 125 µM). Similar results were obtained on 

Pyrex tubes. The adsorption on the tubes was followed for 2 hours and slightly increased in time. 

According to these results, the permethrin solutions prepared in the tubes were used within 30 min 

of preparation. An aliquot was taken at the beginning of the experiments to determine the initial 

concentration in the medium.  

The non-specific binding of cis- and trans-permethrin on the well walls and the cell membranes after 

3 hours of exposure was dependent of the tested concentrations and was assessed to about 10% and 

5% for the low and high concentrations respectively. The binding increased slightly in time from 2.99 

± 0.03% after 30 min to 5.62 ± 0.96% after 4 h for 125 µM of trans-permethrin. Results of the test 

control performed at 37°C without cells in well were also very low. Because these values are in the 

range of the analytical measurement error, no correction was applied.  

Specific activity of CYPs and esterases 

The CYP3A4 activity was estimated at 12.6 ± 1.4 pmol/min/106 cells (69 ± 3% of midazolam was 

remaining after 6 hours) and the CYP2C19 activity at 0.050 ± 0.002 pmol/min/106 cells. As already 

observed in human hepatocytes (Yuan et al. 2002), the CYP3A4 activity predominates on the 

CYP2C19 activity by a factor of 250 for our pool. The estimated activities are in the range of the CYPs 

activities measured by Li et al. (1999) in cryopreserved human hepatocytes from 17 donors. They 

reported a CYP3A4 activity ranging from 3.3 to 190 pmol/min/106cells tested by testosterone and a 

CYP2C19 activity from no activity to 40 pmol/min/106cells tested by (S)-mephenytoin. Our results are 

in the low range of their observations. The esterase activity was estimated at 233 ± 15 

nmol/min/106cells. No data for comparison was found in the literature. These results confirm that 

the esterase activity is largely higher than the CYP one.  

Metabolism of cis- and trans-permethrin separately and formation of metabolites  

Figure 40 presents the depletion rates of the parent compounds and the formation rates of the 

metabolites when cis- and trans-permethrin are incubated separately. The kinetics of the isomers 

incubated separately at a low concentration are represented in Figure 41. From the observed rates 

and kinetics, the Michaelis-Menten parameters were estimated and are summarized in Table 30. 

The apparent Michaelis-Menten parameters for the depletion of cis-permethrin were estimated to 

the values of 420 ± 147 pmol/min/106 cells for the maximum velocity (Vmax), 42 ± 15 µM for the 

Michaelis affinity constant (Km) and 10.1 ± 0.3 µL/min/106cells for the intrinsic clearance. The 

determination of the kinetic parameters was limited for trans-permethrin as the saturation was not 

reached at the highest concentration (measured concentration at 180 µM). Because of solubility and 

cell viability issues, the experiments at higher concentrations were not feasible. 
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Figure 41. Kinetics of cis- and trans-permethrin (◊) and its metabolites cis- and trans-DCCA (□) and 3-PBA (○) for an 

incubation of cis-permethrin and trans-permethrin at 2 µM and 3 µM respectively. Closed signs/solid lines and open 

signs/dotted lines are related to the conditions of incubation alone and in mixture, respectively. Concentrations of 3-PBA 

formed from cis-permethrin (●), trans-permethrin (●) and from the both isomers (●) are also represented. 
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In that context, the determination of Vmax and Km parameters can be tricky since these parameters 

are highly correlated. We therefore used an informative prior distribution for the maximal velocity (a 

lognormal distribution) and obtained that the estimated Vmax was 3,543 ± 571 pmol/min/106cells and 

the estimated Km was 138 ± 23 µM for the depletion of trans-permethrin. These values lead to an 

estimated in vitro intrinsic clearance value of 25.7 ± 0.6 µL/min/106 cells for trans-permethrin 

(Table 31). For both isomers, the estimated curves fit the data well for all experiments (Figure 40 and 

Figure 41). The estimated 95% confidence intervals for the depletion rates are relatively tight around 

the mean for all compounds except for cis-permethrin. As already observed in previous in vitro and in 

vivo experiments, trans-permethrin is cleared more rapidly than cis-permethrin. Trans-permethrin 

has a value of Vmax about 10 times higher and a lower affinity for the enzymes of metabolism 

compared to cis-permethrin. A 2.6-factor was observed between the ratio Vmax/Km in our 

experiments that is far from the one observed (12-factor) in human microsomes (Scollon et al. 2009). 

The formation rates of cis-DCCA, trans-DCCA and 3-PBA are reproduced in Figure 40 and reported in 

Table 30. The saturation of the reactions was reached for all metabolites. The estimated values of 

Michaelis-Menten parameters related to the metabolites of cis-permethrin (cis-DCCA and 3-PBA) 

were of the same order, as the ones for the trans-permethrin metabolites (trans-DCCA and 3-PBA). 

All the Km values are within the same range (between 36 to 52 µM). The formation rate of trans-

DCCA was three times higher than the one of cis-DCCA. Following the incubation of cis-permethrin, 

the values of the in vitro rate of formation were estimated at 7.6 ± 0.4 µL/min/106 cells for cis-DCCA 

and 5.8 ± 0.2 µL/min/106 cells for 3-PBA. The incubation of trans-permethrin leads to the formation 

of trans-DCCA at a rate of 23.9 ± 1.0 µL/min/106 cells and of 3-PBA at 18.5 ± 0.8 µL/min/106 cells. A 3-

factor was then observed between the respective rates of formation of DCCA and 3-PBA obtained 

from trans- and cis-permethrin. For both isomers, the rate of formation of DCCA was higher than the 

one of 3-PBA. These observations are in agreement with the fact that DCCA is a direct metabolite 

compared to 3-PBA that is formed after several steps and that the carboxylesterase activity (mostly 

responsible of the DCCA formation) is rapid compared to the aldehyde deshydrogenase (ALDH) and 

alcohol deshydrogenase (ADH) activities. The representative time course of the metabolites show 

that the formation of metabolites is quite rapid with a steady state reached after 6 hours of 

incubation (Figure 41). The predicted concentrations in each metabolite correctly reproduce the 

observed kinetic profiles. 

Effect of the co-incubation of isomers on metabolism 

The effect of the co-incubation of both isomers on their metabolism was tested at several 

concentrations to determine their inhibitory potential (Figure 42). A unique concentration of cis- or 

trans-permethrin (5 µM) was incubated with different concentrations of cis- or trans-permethrin, 

respectively. We observed that the metabolic rates were very slightly impacted by the presence of 

the two isomers (less than 15% until 20 µM). For instance, at the ratio 50:50, the metabolism of cis-

permethrin is inhibited by 12 ± 3% and by 6 ± 4% for trans-permethrin which is cannot be considered 

as significant regarding the experimental uncertainties. The maximum of inhibition reached was 

about 50%, obtained for concentrations of inhibitor more than 10 times higher than for the 

substrate. The concentrations of the inhibitors were not increased due to solubility issues. According 

to our results, cis- and trans-permethrin have both a low inhibitory potential on each other.  
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Tableau 30. Estimated values (average ± standard deviation) of the kinetic constants Vmax and Km and the ratio Vmax/Km of 

the depletion of cis-permethrin and trans-permethrin and the formation of 3-PBA, cis-DCCA and trans-DCCA in human 

primary hepatocytes 

 
Vmax 

(pmol/min/10
6
cell) 

Km (µM) 
Vmax/Km 

(µL/min/10
6
cells) 

Vmax/Km (mL/min/kg) 

Cis-permethrin 420 ± 147 42 ± 15 10.1 ± 0.3 26.0 ± 0.8 

Trans-permethrin 3,543 ± 571 138 ± 23 25.7 ± 0.6 66.1 ± 1.6 

Cis-DCCA 272 ± 21 36 ± 4 7.6 ± 0.4 19.7 ± 0.9 

Trans-DCCA 866 ± 36 36 ± 4 23.9 ± 1.0 61.4 ± 2.7 

3-PBA from  
cis-permethrin 

242 ± 14 42 ± 4 5.8 ± 0.2 14.9 ± 0.5 

3-PBA from  
trans-permethrin 

989 ± 72 53 ± 5 18.5 ± 0.8 47.7 ± 2.0 

 

 

Tableau 31. Intrinsic clearances (average ± standard deviation) of depletion of cis-permethrin and trans-permethrin and 

the rate of formation of its metabolites 3-PBA, cis-DCCA and trans-DCCA, alone and as a mixture of 2 µM of cis-

permethrin and 3 µM of trans-permethrin in human primary hepatocytes 

 Rate (µL/min/10
6
cells) Rate (mL/min/kg) 

 
Cis-p 
alone 

Trans-p 
alone 

Mixture 
cis/trans-p 

Cis-p 
alone 

Trans-p 
alone 

Mixture 
cis/trans-p 

Cis-p 10.1 ± 0.3 -  9.1 ± 0.3 26.0 ± 0.8 -  23.3 ± 0.8 

Trans-p -  25.7 ± 0.6 27.8 ± 0.6 -  66.1 ± 1.6 71.6 ± 1.6 

Cis-DCCA 7.6 ± 0.4 -  6.1 ± 0.4 19.7 ± 0.9 -  15.8 ± 1.0 

Trans-DCCA - 23.9 ± 1.0 23.0 ± 1.3 - 61.4 ± 2.7 59.1 ± 3.4 

3-PBA 5.8 ± 0.2 18.5 ± 0.8 13.2 ± 0.7 14.9 ± 0.5 47.7 ± 2.0 34.1 ± 1.7 

 

 

  

Figure 42. Effect on metabolism of trans-permethrin (respectively cis-permethrin) (5 µM) incubated with different 

concentrations of cis-permethrin (respectively trans-permethrin) at respectively 3 h (A) and 4 h (B) 
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To confirm these results, the kinetics of cis- and trans-permethrin incubated together were studied 

with the formation of the metabolites. An isomer ratio 40:60 usually found in commercial products 

was used. No difference was observed on the kinetics of the parent compounds and the metabolites 

compared to the incubations of the separate isomers (Figure 41). The estimated intrinsic clearances 

are then similar in both incubation conditions. The total amount of 3-PBA formed in the co-

incubation experiment is equal to the sum of the amount recovered after the incubation of isomers 

separately (Figure 41). According to our results, an interaction between the two isomers is therefore 

unlikely.  

 

Discussion 

The aim of this study was to determine simultaneously the metabolic rates of depletion of cis- and 

trans-permethrin and the formation rates of the metabolites cis- and trans-DCCA and 3-PBA in 

human hepatocytes under adequate conditions for in vitro-in vivo extrapolation. The quality of the in 

vitro-in vivo extrapolation of metabolic clearances depends on many factors such as the experimental 

conditions and design, the type of data collected and the statistical analysis (Lipscomb and Poet 

2008). One of the main features relating to the experimental conditions is to characterize the in vitro 

system in order to assess the actual concentration of the compounds that will be available for 

metabolism. Several sources of loss or non-specific binding were identified in our system: loss during 

the preparation of the sample solutions, binding to the well walls or to the cell membranes, and 

binding to the constituents of the culture medium. The concentration of permethrin was therefore 

measured at the beginning of each experiment and used in the data analysis instead of the nominal 

concentration. Significant deviations were observed between the nominal and actual concentrations 

(about 30% for both isomers) highlighting the need of such measurements to derive reliable 

estimates for the metabolic rates. On the contrary the binding to the well walls and to the cell 

membranes was found negligible for permethrin. Since the metabolites DCCA and 3-PBA are 

hydrophilic compounds, their non-specific binding to the plastic devices was assumed lower than for 

permethrin and then was not evaluated. This low binding is probably explained by a higher binding of 

permethrin, a lipophilic compound (log Kow = 6.5), to the proteins in serum than to plastic devices 

(Kramer et al. 2012). The binding to the medium constituents was not quantified but was handled by 

adding serum to the incubation medium in order to reproduce the in vivo plasmatic binding at the in 

vitro scale (Li 2007). The quantification of the unbound fraction in the culture medium maybe 

valuable to correct the in vitro clearances before the extrapolation to in vivo clearances under other 

experimental conditions. However even if this correction has been raised in several papers (Obach 

1999; Riley et al. 2005), it has not been proven to be effective for all the compounds (Brown et al. 

2007b; De Buck et al. 2007; Kramer et al. 2012; Sohlenius-Sternbeck et al. 2010).  

Special attention was put on the data analysis to come up with only one estimated value for the 

clearances or formation rates that fits with the permethrin and metabolites kinetics obtained under 

different experimental conditions. Our results show that this estimated value was able to describe all 

the experiments and then that our experiments were consistent. The intrinsic clearances estimated 

in this study on hepatocytes were lower than those previously determined on human microsomes, 

i.e. 26.0 ± 0.8 mL/min/kg vs 52 ± 12 mL/min/kg for cis-permethrin and 66.1 ± 1.6 mL/min/kg vs 

636 ± 53 mL/min/kg for trans-permethrin (Scollon et al. 2009). The differences between the 



III. QUANTIFICATION IN VITRO DU METABOLISME HEPATIQUE DE LA PERMETHRINE ET DES SES 
METABOLITES CHEZ L’HOMME 

160 

estimates obtained in the two cellular materials are not uncommon and were already observed for 

other compounds (Brown et al. 2007a; Hallifax et al. 2005; Lu et al. 2006). The hydrolytic and 

oxidative pathways mainly responsible of permethrin metabolism are both activated in microsomes 

and hepatocytes but levels and activities of the metabolizing enzymes differ. On one hand, the higher 

clearance rates in microsomes can be explained by lower CYPs activities in hepatocytes than in 

microsomes and by the effect of the cellular uptake of compounds in hepatocytes (Lu et al. 2006). On 

the other hand, the level of carboxylesterases should be higher in hepatocytes since these enzymes 

are also present in the cytosol. As it may be difficult to compare and interpret the metabolic rates 

derived from various experiments even in the same cellular material, the activities of the main CYPs 

involved in permethrin and pyrethroid metabolism (CYP3A4 and CYP2C19) and of the 

carboxylesterases were quantified using specific substrates. The CYPs activities of our hepatocytes 

lots were in the low range of activities reported by Li et al. (1999). Such information is valuable to 

derive probabilistic distributions for the metabolic rates in order to reflect the variability of the 

population. This was not proposed here since the contribution of the different CYPs to the metabolic 

rates is not quantified that limits the derivation of reliable variability factors.  

To our knowledge, this study is the first to determine rates of formation of the metabolites that are 

used as biomarkers of exposure to permethrin in biomonitoring studies. The similarity between the 

values of Vmax of metabolites and the parent compound for the cis isomer respects the molarity of 

the metabolic reaction of permethrin. The same observation does not hold for trans-permethrin for 

which a 3-factor was estimated between the maximal velocities of the parent compound and the 

metabolites. However the intrinsic clearances of permethrin and the metabolites formation rates are 

of the same order for both isomers (the rates for 3-BPA are always a bit lower) and the intrinsic 

clearance of the cis-isomer represents only 39% of the trans-isomer clearance. The higher estimated 

formation rate of DCCA than for 3-PBA for both isomers supports that ALDH and ADH have a slower 

activity than carboxylesterases and that DCCA is a direct metabolite of permethrin.  

The characterization of a potential interaction of cis- and trans-permethrin incubated together (ratio 

40:60) produced also different results on hepatocytes (this study) and on microsomes (Scollon et al. 

2009). Indeed the effect of the co-incubation on the clearance observed in microsomes (a reduction 

by 64% for trans-permethrin) was not observed in hepatocytes at a low concentration below the 

individual Km. To support the absence of interaction between both isomers in hepatocytes, additional 

experiments were performed and several concentrations of cis- or trans-permethrin were incubated 

with a fixed concentration of the other isomer. A significant impact on metabolism (> 20%) was 

observed when the suspected inhibitor is in excess compared to the substrate (substrate at 5 µM and 

inhibitor at 40 µM). A reduction of the clearance by 50% is only observed for a mixture ratio of about 

6:94. Even if these experiments show an impact on metabolism for high concentrations of 

permethrin and an excess of one isomer compared to the other, our results indicate that a metabolic 

interaction between the permethrin isomers is unlikely under normal exposures. The impact of the 

co-incubation on the trans-permethrin clearance in human microsomes was also observed in rat 

microsomes (Scollon et al. 2009). In that species, several experiments were performed and indicated 

that the reduced intrinsic clearance for trans-permethrin was mainly due to a low mean value of Km 

for trans-permethrin in co-incubation. However the estimated ranges of the Km values overlap in the 

two conditions of incubation. These results tend to support that the variability may be responsible of 

the observed reduced clearance of trans-permethrin in co-incubation.  
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In conclusion, our results allow quantifying the human metabolism of cis- and trans-permethrin, 

insecticides widely used, and theirs metabolites cis- and trans-DCCA and 3-PBA. Evaluation of the 

metabolism of the mixture cis/trans-permethrin, under realistic conditions, did not show any 

interaction. This quantitative information can be used to parameterize a human physiologically based 

pharmacokinetic (PBPK) model for permethrin to predict the internal exposure in target organs or to 

interpret the concentrations of biomarkers of exposures measured in biomonitoring studies.  
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DISCUSSION GENERALE & PERSPECTIVES 
 

La quantification de l’exposition à la perméthrine dans les tissus cibles chez l’homme est une des 

étapes clef dans l’évaluation du risque lié aux pyréthrinoïdes. Les métabolites servant de 

biomarqueurs d’exposition, la caractérisation de la relation entre les parents et les métabolites est 

une étape essentielle pour la détermination de la dose interne d’exposition. Au cours de cette thèse, 

la relation entre les composés parents et les métabolites a été établie chez deux espèces (rat et 

homme) par deux approches (in vivo et in vitro).  La première étape a consisté à construire un 

modèle PBPK de la perméthrine et de ses métabolites chez le rat. Les expériences de cinétique chez 

le rat ont permis de calibrer le modèle PBPK pour estimer dans un contexte bayésien les paramètres 

toxicocinétiques de la perméthrine et de ses métabolites. La seconde étape a été la détermination du 

métabolisme hépatique in vivo chez l’homme de chacun des composés à partir de supports in vitro. 

Les expériences in vitro ont été réalisées sur des hépatocytes primaires humains dans des conditions 

adéquates pour l’extrapolation in vitro-in vivo des données. La détermination de la cinétique de la 

perméthrine et de ses métabolites étant basée sur la quantification des composés dans différentes 

matrices, la première étape a été de développer une méthode analytique pour répondre aux 

attentes de l’étude. 

Cohérence des données obtenues et leur apport sur la connaissance des pyréthrinoïdes 

La performance de la méthode analytique a pu être évaluée au cours des expériences menées 

pendant la thèse. Cette méthode permet de quantifier dans un seul échantillon des composés aux 

propriétés physico-chimiques différentes (parent-métabolite) et aux configurations chimiques 

proches (isomères). Cette méthode a pu être utilisée sur les échantillons provenant des expériences 

aussi bien in vivo qu’in vitro. Au vue de la diversité des matrices étudiées, l’utilisation d’un étalon 

interne pour chacun des composés a été un atout pour s’assurer de l’exactitude des concentrations. 

Les critères de qualité d’une méthode analytique développée ont pu être validés positivement. En 

particulier les valeurs des LOQ n’ont jamais été limitantes pour la quantification des composés. La 

reproductibilité et la robustesse de la méthode ont pu être évaluées par l’utilisation de la méthode 

dans deux laboratoires et sur deux appareillages différents. La qualité d’une méthode analytique à 

annoncer de manière précise les concentrations est essentielle au développement des modèles 

toxicocinétiques.  

Une certaine cohérence sur la cinétique de la perméthrine et de ses métabolites ressort des 

expériences in vivo et in vitro. Le temps de résidence plus important de l’isomère cis de la 

perméthrine par rapport à l’isomère trans est retrouvé dans l’ensemble des matrices étudiées. Cette 

observation se retrouve chez les deux espèces au niveau du métabolisme hépatique. Un facteur trois 

est présent entre les clairances hépatiques chez le rat des formes cis et trans (Résultats - II). Cette 

même différence a été retrouvée pour les clairances intrinsèques in vivo chez l’homme, extrapolées à 

partir des résultats in vitro (Résultats - III). Les expériences in vivo réalisées lors du développement de 
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la méthode analytique (Résultats - I) et celles servant à la calibration du modèle PBPK chez le rat 

(Résultats - II) présentent aussi des résultats cohérents. Les concentrations en cis-perméthrine 

étaient supérieures à celles en trans-perméthrine dans les tissus comme dans les fluides. 

L’accumulation de perméthrine dans les graisses a été retrouvée lors de ces deux études cinétiques. 

Une absence d’accumulation de la perméthrine dans les muscles a été observée. La caractérisation 

de l’exposition tissulaire chez le rat a montré que les testicules et le cerveau, organes cibles des 

pyréthrinoïdes, étaient exposés à l’isomère le plus persistant de la perméthrine (cis). Associés à la 

toxicité reconnue de la forme cis, ces résultats expliquent l’intérêt porté à la caractérisation de son 

exposition. Le profil cinétique des isomères de la perméthrine obtenu lors de ces expériences est 

aussi en accord (hormis pour les muscles) avec les données déjà présentes dans la littérature sur la 

perméthrine et sur les pyréthrinoïdes en général (Mirfazaelian et al. 2006; Scollon et al. 2009; 

Tornero-Velez et al. 2012).  

Ce travail de thèse a surtout permis d’accroître la connaissance sur la cinétique des biomarqueurs 

d’exposition dosés lors des campagnes de biosurveillance (cis-DCCA, trans-DCCA et 3-PBA). Une 

cohérence existe entre les vitesses de formation des métabolites selon l’isomérie du composé 

parent. La différence de vitesse de métabolisation des composés parents s’exprime aussi dans la 

vitesse de formation des métabolites 3-PBA et DCCA. Un facteur trois a aussi été observé entre les 

vitesses de formation des métabolites des isomères cis et trans au niveau in vitro et in vivo. La 

répartition de la quantité de ces métabolites formés a pu être établie. Chez le rat, le ratio entre la 

vitesse de formation du DCCA et celle du 3-PBA est très élevé. La vitesse de formation du DCCA 

équivaut une faible fraction de la clairance du composé parent (Résultats - II). En revanche, chez 

l’homme, la vitesse de formation du DCCA est légèrement plus faible que celle du 3-PBA. La vitesse 

de formation du DCCA est similaire à celle de disparition du composé parent (Résultats - III). Cette 

différence peut provenir d’une variabilité inter-espèce ou de la nature des supports d’étude utilisés. 

D’une part les processus ADME agissent conjointement (rat), d’autre part seul le métabolisme est 

représenté, au sein d’un système isolé (hépatocytes). La confrontation des résultats obtenus pour le 

3-PBA souligne un point intéressant de cinétique. Pour une dose d’exposition similaire, la quantité 

retrouvée en 3-PBA est importante dans le sang et le foie (Résultats - I) mais très faible dans les 

urines (Résultats - II). Une accumulation du 3-PBA dans les tissus peut être envisagée. La description 

de la cinétique du métabolite 4’-OH-PBA chez le rat a permis de souligner que ce métabolite était le 

plus retrouvé dans les urines, par rapport au DCCA et 3-PBA. Il pourrait être donc considéré comme 

un biomarqueur d’exposition à la perméthrine. Néanmoins, le 4’-OH-PBA n’étant actuellement pas 

recherché dans les études de biosurveillance, les études in vitro chez l’homme ont été focalisées sur 

les vitesses de formation des métabolites 3-PBA et DCCA uniquement. 

La calibration du modèle PBPK chez le rat a permis de reproduire correctement la cinétique de 

chaque isomère et de ses métabolites dans l’ensemble des matrices. Les estimations relatives à la 

forme la plus toxique (cis) étaient en accord avec les données observées. Une surprédiction de 

l’accumulation de la trans-perméthrine dans les graisses est cependant à souligner. La cinétique du 3-

PBA a été modélisée par deux compartiments empiriques alors qu’elle avait été déterminée dans le 

sang et le foie lors de la première étude in vivo. L’intégration d’un compartiment urinaire dans le 

modèle métabolite est essentielle pour la détermination de l’exposition tissulaire en composé. La 

caractérisation de l’exposition tissulaire et sanguine d’un métabolite commun n’est en revanche pas 

directement exploitable pour la quantification de l’exposition au composé parent.  
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La cinétique des isomères de la perméthrine a aussi été évaluée dans un contexte de mélange. Les 

résultats des études in vivo et in vitro soulignent le faible potentiel inhibiteur de ces composés entre 

eux. La vérification du modèle PBPK de la perméthrine a été réalisée sur des données de cinétique 

chez le rat exposé à un mélange 40:60 de cis- et trans-perméthrine (Tornero-Velez et al. 2012). Les 

valeurs des paramètres estimés sur les isomères séparés de la perméthrine ont permis de reproduire 

correctement la cinétique du mélange (Résultats - II). Le faible potentiel inhibiteur des isomères a été 

aussi observé au niveau in vitro chez l’homme. Suite à la co-incubation à une concentration très 

inférieure au Km des isomères cis et trans dans un ratio environnemental, les vitesses estimées de 

disparition et de formation des composés étaient similaires à celles obtenues lors d’une incubation 

séparée (Résultats - III). L’inhibition devient significative lors de la co-incubation des isomères de la 

perméthrine dans un ratio 1 pour 15. Ces résultats diffèrent de ceux obtenus sur un autre support 

cellulaire (Scollon et al. 2009). Une diminution de la clairance intrinsèque de la cis- et trans-

perméthrine avait été observée suite à la co-incubation sur microsomes humains des isomères (ratio 

40:60).  

Apport des résultats dans l’évaluation du risque lié aux pyréthrinoïdes 

Remis dans un contexte d’évaluation du risque lié aux pyréthrinoïdes, les résultats obtenus dans 

cette étude permettent de tirer certaines conclusions. 

La structure retenue pour le modèle PBPK de la perméthrine est similaire à celle des modèles PBPK 

déjà publiés sur les pyréthrinoïdes (Godin et al. 2010; Mirfazaelian et al. 2006; Tornero-Velez et al. 

2012). La description de la cinétique du pyréthrinoïde dans les graisses, le foie, le sang et les tissus 

peu et rapidement perfusés est toujours incluse. La mise en équation des processus ADME dans le 

corps est la même dans les différents modèles. Ces caractéristiques permettent de prédire 

correctement la cinétique observée pour différents pyréthrinoïdes (perméthrine, deltaméthrine). 

L’établissement d’un modèle PBPK générique des pyréthrinoïdes est alors envisageable. Une 

première utilisation de ce modèle générique serait la suivante. Ces modèles seraient couplés pour 

simuler une exposition à un mélange de pyréthrinoïdes. La quantification de l’exposition à un 

mélange et l’évaluation des risques associés est une problématique de plus en plus soulevée par les 

autorités sanitaires. L’apparition de certaines recommandations (US EPA 1992) et le développement 

de modèles de mélange (Marshall et al. 2013; Wason et al. 2013; Wason et al. 2012) confirment cet 

axe de recherche. Les caractéristiques cinétiques des pyréthrinoïdes étant désormais bien connues, 

de nouvelles expérimentations animales ne semblent pas nécessaires pour renseigner ces modèles. 

Le recours aux méthodes alternatives permettrait d’obtenir des informations suffisantes sur la 

cinétique des autres pyréthrinoïdes (cyperméthrine par exemple). Les valeurs des coefficients de 

partage et de perméabilité pourraient être estimées à l’aide de modèles QSAR. Le métabolisme des 

substances seules et en mélange pourrait être déterminé sur des supports in vitro. Dans notre étude, 

les hépatocytes primaires ont été utilisés pour quantifier le métabolisme. Ces cellules sont 

présentées classiquement comme le support idéal pour ce type d’études. Ces cellules peuvent aussi 

être placées dans un système dynamique tel que les biopuces à métabolisme (Baudoin et al. 2014). 

Alimentés par un flux continu, ces supports mécaniques permettent de recréer les phénomènes 

présents dans l’organisme (métabolisme, transport). Le couplage des hépatocytes avec des cellules 

intestinales est aussi possible pour recréer au mieux le métabolisme présent in vivo (Bricks et al. 

2014; Prot et al. 2014). Dans le cas de la simulation d’une exposition à un mélange, les interactions 

métaboliques devront être aussi évaluées. 
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Un autre point important est à retenir de ces expériences. Dans ce travail de thèse, une absence 

d’interaction entre les deux isomères de la perméthrine à un ratio 40:60 a été observée. Ce résultat 

souligne que l’effet mélange ne modifie pas toujours la cinétique des composés. Si aucune 

interaction n’a lieu in vitro, le développement de modèles PBPK d’interaction ne semble pas 

nécessaire, en particulier pour les pyréthrinoïdes présentant plusieurs isomères. Cela pourrait par la 

suite simplifier les études de caractérisation de l’exposition.  

Apport de la modélisation PBPK de la cinétique de la perméthrine et de ses métabolites  

L’intérêt premier de la modélisation PBPK est sa capacité de relier les concentrations en métabolites 

urinaires aux concentrations d’exposition tissulaires en perméthrine. Le contexte paramétrique des 

modèles PBPK est aussi un réel atout pour l’extrapolation inter-espèce. Au cours de cette étude, un 

modèle PBPK des isomères de la perméthrine et de ses métabolites a été calibré chez le rat. Le 

métabolisme hépatique a ensuite été quantifié chez l’homme. L’étape suivante serait donc 

d’extrapoler le modèle PBPK rat à l’homme afin de quantifier son exposition tissulaire. Dans cette 

optique, plusieurs paramètres sont à prendre en compte. Le métabolisme sanguin doit être 

supprimé. Certains paramètres comme l’élimination urinaire doivent être renseignés par une revue 

de la littérature. Leurs valeurs peuvent en effet varier d’une espèce à l’autre. Le modèle PBPK une 

fois développé chez l’homme pourra être utilisé pour simuler différentes situations d’exposition. Les 

modèles PBPK vie entière permettent de simuler une exposition chronique aux composés, en 

intégrant les modifications physiologiques au cours des années (Beaudouin et al. 2010). Cette 

approche est intéressante pour les pyréthrinoïdes, compte tenu de leur accumulation dans les 

graisses. L’exposition serait alors caractérisée de manière plus réaliste et précise. Par la simulation de 

différents scénarios, les caractéristiques de l’exposition (rythme, dose, durée) pourront être 

déterminées. 

Les modèles des pyréthrinoïdes déjà développés chez l’homme ont été couplés à des modèles 

d’exposition (SHEDS). Les résultats des études de quantification des pyréthrinoïdes dans 

l’environnement ont servi alors de données d’entrée aux modèles PBPK. Notre modèle présente 

l’avantage de décrire la cinétique des métabolites dans les urines. Par sa structure, le modèle PBPK 

de la perméthrine et de ses métabolites fait de la dosimétrie inverse une application directe (Tan et 

al. 2007). Les concentrations urinaires en métabolites obtenues lors des études de biosurveillance 

seront utilisées en tant que données d’entrée dans le modèle pour quantifier l’exposition réelle à la 

perméthrine au niveau tissulaire et au niveau externe. Cette approche nécessite certaines 

considérations. La population n’est pas exposée à un seul pyréthrinoïde, mais à un mélange de 

pyréthrinoïdes et l’existence de métabolites communs rend la caractérisation de l’exposition plus 

difficile. Le recours à un couplage de modèles PBPK de pyréthrinoïde permettra de représenter une 

exposition réelle à ces insecticides. La vitesse de formation des métabolites lors d’une incubation 

séparée et en mélange des composés parents sera à caractériser au niveau in vitro. Compte tenu des 

échantillons obtenus en biosurveillance et des populations exposées, certaines situations 

d’exposition seraient à étudier en priorité. A l’aide du modèle PBPK vie entière, il serait intéressant 

de quantifier l’exposition à la perméthrine chez les enfants, considérés comme la population la plus 

sensible et la plus exposée à ces insecticides. Les données urinaires récoltées chez les enfants à 

différents âges seront utilisées. Une autre population qu’est le fœtus pourrait être étudiée. Son 

exposition aux pyréthrinoïdes pendant le développement in utero pourra être quantifiée grâce aux 

données récoltées sur le méconium ou le sang de cordon ombilical. Un modèle PBPK du fœtus 
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comprenant en particulier le cerveau et le méconium sera couplé via le sang au niveau du placenta 

au modèle PBPK de la mère (Gaohua et al. 2012). La mise en place d’expériences complémentaires 

sur la ratte gestante permettra de renseigner les concentrations d’exposition dans les différentes 

matrices. 

Le modèle PBPK développé dans ce doctorat permettra après extrapolation à l’homme de 

caractériser l’exposition réelle aux pyréthrinoïdes au niveau interne et externe. Pour conclure, 

l’obtention du modèle PBPK de la perméthrine et de ses métabolites constitue une première étape 

dans l’exploration et la quantification de l’exposition et des risques associés à la perméthrine. 
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Annexe A. Equations du modèle PBPK perméthrine et de ses métabolites chez 

le rat 

Symbols 
Compartment abbreviations:  
 

blo blood 
bra brain 
fat fat 
gi Gastro-intestinal tract 
kid kidney 
liv liver 
mus muscle 
tes testes 
sp slowly perfused tissue 
rp rapidly perfused tissue 
rb rest of body 

 

Primary symbols: 
 

Aabs amount of absorbed cis- or trans-permethrin (mg) 
Acent amount in the central compartment (mg) 
Aint amount of cis- or trans-permethrin in the intestinal lumen (mg) 
Asto amount of cis- or trans-permethrin in the stomach (mg) 
AT amount in the tissue (mg) 

bloTA  amount in the extracellular space of the tissue (mg) 

tiTA  amount in the intracellular space of the tissue (mg) 

VT volume of the tissue (L) 
Cblo concentration of compound in arterial blood (mg/L) 
Cv venous concentration (mg/mL) 
CoutT concentration in venous blood leaving tissue (mg/L) 
Kblo metabolism clearance in blood (L/h) 
Kgi metabolism clearance in GI tract (L/h) 
Kliv metabolism clearance in liver (L/h) 
FracmetX Fraction of the clearance of permethrin  
Ksi stomach-intestine transfer constant (h

-1
) 

Ksto stomach absorption constant (h
-1

) 
Kint intestinal absorption constant (h

-1
) 

Kfec fecal constant (h
-1

) 
Kuri urinary constant (L/h for DCCA and h

-1
 for 3-PBA and 4’-OH-PBA) 

QT blood flow of the tissue (L/h) 
PCT tissue/blood partition coefficient of the tissue  
PAT permeability coefficient of the tissue (L/h) 
BV blood volume fraction 
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Equations of the PBPK model 
 

1. Common equations 

Tissue distribution 

 Flow limited compartment 

Liver, kidney, GI tract and rapidly perfused tissues are modeled as flow limited compartments. 

 )Cout(CQ
dt

dA
TbloT

T   (A1) 

Where the concentration in venous blood at the tissue exist is described as  

 
T

T
T

PC

C
Cout   (A2) 

CT is the concentration of the compound in the tissue, computed as the ratio of the amount QT on the 

volume of the tissue VT. 

 Diffusion limited compartment 

Brain, fat, testes, muscle, slowly perfused tissues for permethrin and rest of body compartment for 

DCCA are modeled as diffusion limited compartments where the distribution of the compound in the 

organ is limited by the permeability coefficient PAT, dividing the tissue in two spaces: intracellular 

(tissue) and extracellular (blood) tissue spaces. 

 Rate in extracellular tissue space 

 )(
blotiblo

blo

TTTTbloT

T
CCoutPA)C(CQ

dt

dA
   (A3) 

 Rate in intracellular tissue space 

 )Cout(CPA
dt

dA

tiblo

ti

TTT

T
   (A4) 

Where the concentration is the intracellular space is defined as 

 
TT

T

T
VBV-(1

A
C ti

ti 


)
  (A5) 

And the concentration in venous blood at the tissue exist is described as 

 
T

T

T
PC

C
Cout ti

ti
   (A6) 
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2. Specific equations for cis- and trans-permethrin 

Oral absorption 

Absorption of cis- or trans-permethrin occurs in the intestinal lumen. 

 
intint

abs AK
dt

dA
  (A7) 

Kinetic of the parent compound in the intestinal lumen is described as followed 

 
intfecintintstosi

int AKAKAK
dt

dA
  (A8) 

Once absorbed, the rate of change of the compound in the gastro-intestinal tract is described as 

 
gi

abs
giblogi

gi
R

dt

dA
 )Cout(CQ

dt

dA
  (A9) 

Where Rgi stands for the metabolism of permethrin in the GI tract  

 
gigigi CoutKR   (A10) 

Blood compartment  

Blood is represented as a compartment since metabolism of permethrin occurs due to CEs. 

 
bloblotot

blo R)C(CvQ
dt

dA
   (A11) 

Where the venous concentration in permethrin is defined as 

 
tot

TTTT

Q

CQCoutQ
Cv blo  

   (A12) 

The metabolism due to enzymes in blood is determined as  

 
blobloblo CKR   (A13) 

Hepatic metabolism  

The rate of change in the liver is described as  

 
livliv_outgigibloliv_a

liv RCoutQCoutQCQ
dt

dA
 liv   (A14) 

Where the hepatic metabolism is described as: 

 livCoutKR livliv    (A15) 

Total metabolism  

The total metabolism of permethrin is equal as the sum of the GI, hepatic and blood metabolisms of 

cis- or trans-permethrin. 

 liv_PERblo_PERgi_PERtot_PER RRRR    (A16) 
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3. Equations for metabolites DCCA, 3-PBA and 4’-OH-PBA 

Formation 

The rate of formation of metabolites DCCA, 3-PBA or 4’-OH-PBA (symbolized by X) is estimated as a 

fraction (Fracmet_X) of the sum of the GI, hepatic and blood clearances of permethrin. The parent 

concentration is expressed in mg/L so the rate of formation was multiplied by the ratio of molecular 

weight of the metabolite and of the parent compound. 

 
PER

X
liv_PERblo_PERgi_PERmet_X

met_X

MW

MW
 )RR(RFrac

dA


dt
  (A17) 

 

Model of DCCA 

Kinetic of DCCA was modeled by blood, liver and rest of body.  

Rate of change of DCCA in blood is described as 

 
uri_DCCAblo_DCCAtot

blo_DCCA
R)C(Cv_DCCAQ

dt

dA
   (A18) 

Where the rate of elimination of DCCA to urine is computed as 

 blo_DCCAuri_DCCAuri_DCCA CKR    (A19) 

Venous concentration in DCCA is computed in the same way as venous concentration in permethrin 

(Equation 12). 

Kinetic in liver is modeled as flow limited compartment 

 
fec_DCCAmet_DCCAliv_DCCAblo_DCCAliv_out

liv_DCCA
RR)Cout-(CQ

dt

dA
   (A20) 

Where the elimination of DCCA in feces is computed as 

 liv_DCCAfec_DCCAfec_DCCA AKR    (A21) 

Rest of body compartment for DCCA is described as diffusion limited compartment (Equations A3 and 

A4).  

3-PBA and 4’-OH-PBA kinetic description 

A reduced model was used to describe kinetic of 3-PBA and 4’-OH-PBA (symbolized by X). The rate of 

change in the central compartment was described as 

 
uri_Xmet_X

cent_X
RR

dt

dA
   (A22) 

Where the elimination of the metabolite in urine was defined as 

 cent_Xuri_Xuri_X AKR    (A23) 
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RESUME 

 

Les pyréthrinoïdes sont des insecticides auxquels la population est quotidiennement 

exposée. Le composé parent est suspecté d’induire des perturbations neuronales et 

hormonales chez l’homme. Au sein de cette famille, la perméthrine (mélange d’isomère cis et 

trans) est le composé le plus utilisé dans le traitement des intérieurs de maison. Dans ce 

travail de thèse, nous proposons de développer un modèle PBPK pour la perméthrine et 

certains de ses métabolites urinaires, utilisés comme biomarqueurs d’exposition, et d’évaluer 

les interactions métaboliques des deux isomères. Trois étapes ont été suivies. Une méthode 

analytique par GC-MS/MS a été développée pour doser simultanément les composés dans 

les différentes matrices. Un modèle PBPK de la perméthrine chez le rat a été associé à un 

modèles PBPK réduit du DCCA et empirique du 4’-OH-PBA et du 3-PBA. Les paramètres 

toxicocinétiques de chaque composé ont été estimés dans un cadre Bayésien à partir 

d’expériences in vivo menées à la dose orale de 25 mg/kg de cis- ou trans-perméthrine chez 

le rat. Le modèle PBPK de la perméthrine a été vérifié sur des données de cinétique d’un 

mélange cis/trans. Le métabolisme hépatique de chaque composé a été quantifié chez 

l’homme sur des hépatocytes primaires dans des conditions optimales pour l’extrapolation in 

vitro-in vivo, en incubant les isomères séparément et en mélange. Ce travail de thèse 

souligne la possibilité d’établir un modèle PBPK générique pour les pyréthrinoïdes. 

L’absence d’interaction entre les isomères au niveau in vitro et lors de la vérification du 

modèle PBPK de la perméthrine pourrait simplifier la caractérisation de l’exposition à un 

mélange de pyréthrinoïdes.  
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