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Resum

El Carprofe, acid propiotic 2- (6-clorocarbazol), s’utilitza com a agent
antiinflamatori, analgesic i antipiretic. Pertany a la familia de medicaments
antiinflamatoris no esteroideus. El Carprofé s’utilitza en medicina veterinaria en
nombroses espeécies, tot i aixi esta molt poc estudiat el seu us en I'espécie porcina.
D’altra banda, alguns efectes indesitjables s’associen a la seva administracid
sistemica. Les rutes locals alternatives sén especialment utils per facilitar la seva
administracié en animals.

La hipotesis d’aquest treball és trobar noves formes de dosificacié del Carprofe per
diverses vies en 'espécie porcina. Per aix0, ens plantegem diversos objectius: hem
volgut coneixer la capacitat de permeaci6 del Carprofe a través d’estudis ex vivo
vehiculitzat en nanoparticules o en solucié en mucoses i teixits oculars per
aconseguir coneixer la seva possible eficacia, tolerancia i seguretat per aquestes
vies i oferir alternatives terapeutiques. D’altra banda, volem coneéixer el
comportament farmacocinétic del Carprofe en l'especie porcina i aixi, poder
avaluar tots el parametres per la via intravenosa i intramuscular. Finalment, ens
proposem validar diferents metodes d’analisis per donar fiabilitat als resultats
obtinguts.

En aquesta tesis hem realitzat tres treballs per donar resposta als nostres
objectius:

- GOmez-Segura, L.; Parra, A.; Calpena, A.C.; Gimeno, A.; Boix-Montaiies, A.
Carprofen Permeation Test through Porcine Ex Vivo Mucous Membranes
and Ophthalmic Tissues for Tolerability Assessments: Validation and
Histological Study. Veterinary Sciences. 2020, 7, 152.

- GOmez-Segura, L.; Parra, A.; Calpena-Campmany, A.C.; Gimeno, A.; Gémez de
Aranda, I.; Boix-Montafies, A. Ex Vivo Permeation of Carprofen Vehiculated
by PLGA Nanoparticles through Porcine Mucous Membranes and
Ophthalmic Tissues. Nanomaterials. 2020, 10, 355.

- GOmez-Segura, L.; Parra, A.; Gimeno, A; Calpena-Campmany, A.C.; Bellido, D.;
Soriano-Ruiz ~ ].L;  Boix-Montafles = A.  Application of liquid
chromatography/mass spectrometry for bioanalysis of Carprofen in swine:
pharmacokinetics and bioavailability. Pendent d’enviar.

L’objectiu principal del primer article és validar la idoneitat dels experiments de
permeacié ex vivo de Carprofe en membranes mucoses porcines (bucals,
sublinguals i vaginals) i teixits oftalmics (cornia, esclera i conjuntiva) destinats a
ser representatius de condicions in vivo. Els resultats havien mostrat relacions
lineals amb bons coeficients de correlacié (R2>0.998 i R2 >0.999) en el rang de 0,78
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a 6,25 mg/mLide 3,125 mg/mL a 100 mg/mL respectivament. Els limits baixos de
quantificacié al voltant de 0,40 pg/mL van permetre seguir nivells de permeacid
fins a un minim del 0,40% de la dosi aplicada localment. Aquest métode va mostrar
una bona exactitud i precisié amb valors inferiors al 2%. Els nivells de recuperacié
de farmacs en mostres de teixit es van avaluar amb tampd aquds per preservar la
integritat histologica. Es van assolir valors reproduibles inferiors al 30% en tots els
teixits, cosa que suggereix que és un metode poc perjudicial pero de baixa
eficiéncia i per tant, es requereix I'is de dissolvents addicionals per millorar els
percentatges d’extraccié. Com a prova de concepte, s’ha realitzat una serie de
proves de permeacié de Carprofe en cel-lules de difusid vertical de Franz seguides
d’'un estudi histologic per a la seva avaluacié critica. A més, es van preparar
mostres semblants a la retencié de teixits sintetics per verificar el valor d’aquest
estudi experimental. No es van detectar interferencies maximes rellevants.

L’objectiu principal del segon treball és la investigacié de la permeacid ex vivo de
Carprofe mitjancant cél-lues de Franz a través de diferents tipus de membranes
mucoses porcines i teixits oftalmics préviament esmentats per comparar la
formulacié de nanoparticules de Carprofe i Carprofe en soluci6. A més, es van
realitzar estudis in vivo per verificar que les formulacions no afectaven |'estructura
cel-lular i establir la quantitat retinguda als teixits. Els resultat obtinguts van ser la
permeabilitat de nanoparticules de Carprofé és més efica¢c en termes de retencié
de farmacs en gairebé tots els teixits (a excepcié de l'esclera i sublingual). Els
estudis in vivo demostren que cap de les dues formulacions afecta I'estructura del
teixit, de manera que ambdues formulacions sén segures.

El tercer treball es base en I'objectiu de proporcionar un estudi per primera vegada
de la farmacocinetica del Carprofe en porcs Yorkshire-Landrace. A més, un nou
metode d’analisi mitjangant cromatografia de liquids per espectrometria de
masses ens ha permes calcular les concentracions plasmatiques, avaluar els
parametres farmacocinetics i la biodisponibilitat (també hem validat aquest nou
metode analitic). Tots els parametres s'han calculat utilitzant metodes
compartimentals i no compartimentals. A més, s’ha dut a terme un estudi
farmacocinétic comparatiu amb altres espeécies. Els resultats obtinguts van ser la
desviacid estandard relativa va ser superior al 3%, la repetibilitat va ser bona. La
precisio va ser del 80 al 120%. Limit de deteccié 0,019ppb i limit de quantificacio
0,060ppb. El model seleccionat per al tractament compartimental ens permet
predir quin seria el perfil dels nivells plasmatics de Carprofe obtinguts per la via
intramuscular. Per tant, s’ha proposat aplicar un regim de dosificaci6 en porcs.

Com a conclusions finals s’ha demostrat la idoneitat d’aquest test per quantificar la
distribucié de Carprofe amb una bona tolerabilitat histologica en els teixits porcins
estudiats. Tanmateix, es va concloure que les nanoparticules de Carprofe poden ser
una eina util per al tractament topic de la inflamacié local en medicina veterinaria i
humana. Per finalitzar, s'ha descrit i validat un nou metode per caracteritzar la
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farmacocinetica del Carprofe en porcs i proposar un regim de dosificacié en
aquesta especie.
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Summary

Carprofen, propionic acid 2- (6-chlorocarbazole), is used as an anti-inflammatory,
analgesic and antipyretic agent. It belongs to the family of non-steroidal anti-
inflammatory drugs. Carprofen is used in veterinary medicine in many species,
although its use in the porcine species is not studied. On the other hand, some side
effects are associated with Carprofen systemic administration. Alternative local
routes are especially useful for easy administration in animals.

The hypothesis of this work is to find new ways of dosing Carprofen in different
routes in swines. Therefore, we we have raised some objectives: we wanted to
know the permeation capacity of Carprofen through ex vivo studies carried in
nanoparticles and solution in mucous membranes and eye tissues to get to know
its possible efficacy, tolerance and safety by this route and offer therapeutic
alternatives. On the other hand, we want to know the pharmacokinetic behavior of
Carprofen in the porcine species and be able to evaluate all the parameters
intravenously and intramuscularly. Finally, we propose to validate different
methods of analysis to give sturdiness to the results obtained.

In this thesis we have carried out three works to respond to our objectives:

- GOmez-Segura, L .; Parra, A .; Calpena, A.C .; Gimeno, A .; Boix-Montafies, A.
Carprofen Permeation Test through Porcine Ex Vivo Mucous Membranes
and Ophthalmic Tissues for Tolerability Assessments: Validation and
Histological Study. Veterinary Sciences. 2020, 7, 152.

- GOmez-Segura, L .; Parra, A .; Calpena-Campmany, A.C .; Gimeno, A ; Gomez
de Aranda, I .; Boix-Montafies, A. Ex Vivo Permeation of Carprofen
Vehiculated by PLGA Nanoparticles through Porcine Mucous Membranes
and Ophthalmic Tissues. Nanomaterials. 2020, 10, 355.

- GOmez-Segura, L .; Parra, A .; Gimeno, A; Calpena-Campmany, A.C .; Bellido,
D . Soriano-Ruiz J.L. ., Boix-Montafies A. Application of liquid
chromatography / mass spectrometry for bioanalysis of Carprofen in swine:
pharmacokinetics and bioavailability. Pending submission.

The main objective of the first article is to validate the suitability of ex vivo
permeation experiments of Carprofen in porcine mucous membranes (buccal,
sublingual and vaginal) and ophthalmic tissues (cornea, sclera and conjunctiva) to
be representative of in vivo conditions. The results had shown linear relationships
with good correlation coefficients (R2> 0.998 and R2 >0.999) in the range of 0.78 to
6.25 mg/mL and 3.125 mg/mL to 100 mg/mL respectively. Low limits of
quantification around 0.40 pg/mL allowed to follow permeation levels up to a
minimum of 0.40% of the dose applied locally. This method showed good accuracy
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and precision with values less than 2%. Drug recovery levels in tissue samples
were assessed with aqueous buffer to preserve histological integrity. Reproducible
values of less than 30% were achieved in all tissues, suggesting that it is a harmless
but low-efficiency method and therefore the use of additional solvents is required
to improve extraction percentages. As a proof of concept, a series of Carprofen
permeation tests have been performed in Franz’s vertically diffuse cells followed
by a histological study for critical evaluation. In addition, samples similar to
synthetic tissue retention were prepared to verify the value of this experimental
study. No relevant maximum interferences were detected.

The main objective of the second work is to investigate the ex vivo permeation of
Carprofen by Franz’s vertically diffuse cells through different types of porcine
mucous membranes and ophthalmic tissues previously mentioned to compare the
formulation of Carprofen nanoparticles and Carprofen in solution. In addition, in
vivo studies were performed to verify that the formulations did not affect the cell
structure and to establish the retained amount in tissues. The results obtained
were the permeability of Carprofen nanoparticles is more effective in terms of
drug retention in almost all tissues (except sclera and sublingual mucous). In vivo
studies show that neither formulation affects tissue structure, so both formulations
are safe.

The third study is based on the aim of providing a study of the pharmacokinetics of
Carprofen in Yorkshire-Landrace pigs. In addition, a new method of analysis by
liquid chromatography by mass spectrometry has allowed us to calculate plasma
concentrations, evaluate pharmacokinetic parameters and bioavailability (we have
also validated this new analytical method). All parameters have been calculated
using compartmental and non-compartmental methods. In addition, a comparative
pharmacokinetic study was performed with other species. The results obtained
were the relative standard deviation was higher than 3%, the repeatability was
good. The accuracy was 80 to 120%. Detection limit 0.019ppb and quantification
limit 0.060ppb. The model selected for the compartmental treatment allows us to
predict what would be the profile of the plasma Carprofen levels obtained by the
intramuscular route. Therefore, it has been proposed to apply a dosing regimen in
swines.

As a final conclusions it has been shown the suitability of this test to quantify the
distribution of Carprofen with good histological tolerability in the swines mucous
and opthalmic tissues. In addition, it was concluded that Carprofen nanoparticles
may be a useful tool for the topical treatment of local inflammation in veterinary
and human medicine. Finally, a new method has been described and validated to
characterize the pharmacokinetics of Carprofen in swines and to propose a dosing
regimen in this species.
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Justificacio

La necessitat d’investigacié sobre el tema que ha motivat la realitzaci6 d’aquesta
tesis doctoral va sorgir principalment per la manca d’estudis sobre el Carprofe
(CP) en l'espécie porcina. En concret ens vam adonar de la segiient falta
d’'informacio:

- Fins el moment daquest estudi eren parcialment desconeguts els
parametres farmacocinetics del CP en I'especie porcina i es feien servir per
realitzar prediccions els valors de I'especie humana (ja que és una de les
especies amb un comportament més semblant).

- Tanmateix, era desconeguda l'accié topica del CP en soluci6 o en
nanoparticules en diverses mucoses com a noves formes d’administracio. La
principal raé de I'estudi de nanoparticules en I'espécie porcina és que les
nanoparticules permeten una pauta d’administracié més llarga en el temps.
A més, al ser una forma d’administracié local, s’eviten efectes secundaris
dels AINE’s.

- D’altra banda, hem cercat i validat nous métodes de bioanalisis en mucoses i
plasma. Ja que fins el moment, no s’havia descrit en la literatura aquest
metodes per aquesta especie i farmac.

L’organitzaci6 de la tesis s’ha dut a terme de la segiient manera:

- Antecedents: On es tracta el coneixement sobre el tema estudiat fins a
I'actualitat. Dins aquest apartat hem tractat diversos subtemes:

- Lainflamacid: En aquest apartat s’inclouen generalitats de la inflamacid, les
seves implicacions i definicié6 de la COX. La inflamacié és una patologia
complexa i amb moltes particularitats que cal tenir en compte a I'hora de
tractar-la.

- El dolor en l'especie porcina: Generalitats del dolor i com s’avalua en
'especie porcina.

- Els Antiinflamatoris No Esteroides (AINEs): En aquest apartat es tracten
generalitats dels AINE'’s, la seva classificacid i els seus possibles efectes
secundaris. Aquest subtema és molt important ja que introdueix el grup de
farmacs al que pertany el Carprofe.

- El Caprofe: En aquest apartat es parla sobre generalitats de la molecula, la
importancia de realitzar estudis de farmocinetica en I'especie porcina per
diferents vies i estudis de biodisponibiltat.

- Farmacocinetica: expliquem en que consisteix i per que cal el seu estudi en
cada especie.

- Les nanoparticules: Que soén, i quina és la seva importancia en medicina
humana i veterinaria. Es important explicar el concepte de nanoparticula, ja
que representen una nova forma de dosificacié.
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- L’especie porcina i els teixits estudiats que intervenen en diferents vies
d’administracié local. En aquest subtema descrivim l'especie estudiada i
expliquem les caracteristiques morfologiques i farmacologiques dels teixits
estudiats. Coneixer aquestes dades és important per entendre els posteriors
estudis i resultats.

- Benestar animal: la seva importancia tant en produccié porcina com en
investigacio. Per garantir el benestar animal és important el tractament de
malalties i patologies com la inflamaci6 i el dolor associat.

- Hipotesis inicial: conjectura que ens plantegem a l'inici de 'estudi i que
intentem donar-li resposta.

- Objectius: La tesis té un objectiu general i diversos objectius especifics.

- Articles: Aquesta tesis es basa en 3 articles (2 publicats i 1 pendent
d’enviar) on presentem els resultats obtinguts dels nostres estudis en front
a la hipotesis i objectius plantejats.

- Discussi6 general: Resum comentat a partir dels resultats.

Conclusid: principals conclusions obtingudes dels experiments realitzats i que
intenten donar resposta a la hipotesis i objectius plantejats.
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La inflamacio

Causes i simptomes

La inflamacié és una resposta fisiologica innata del cos de defensa inespecifica al
dany tissular que forma part del nostre sistema immunitari. Les diferents
condicions que poden produir inflamaci6 sén els patogens, irritants abrasius,
quimics, distorsié o alteracié de cel-lules, traumes i temperatures extremes
(Tortora i Derrickson, 2010). L'objectiu d'aquesta resposta és reclutar en el lloc de
la lesié elements humorals i cel-lulars de la immunitat per tal d’eradicar
rapidament l'agent infeccids, toxines o substancies estranyes a fi de prevenir la
seva disseminacié a altres teixits, preparar el lloc per a la reparaci6 tissular i
restaurar I'homeostasi (Fainboim i Geffner, 2011).

Els signes clinics associats a la inflamaci6é es resumeixen usant 1'acronim DRIEC
(Figura 1):

Organisme Cél-lula afectada
(animal, (membana
huma) cel-lular) Fosfolipasa A2

[ Acid araquidonic ]

[ Prostaglandine ] [ Leucotriens ]

W 4

A
~ S

[ Dolor ][ Rubor ] [ Immobilitat ] [ Edema ][ Calor ]

N— g
—

[ INFLAMACIO ]

Figura 1: Cascada de la inflamacié.

-D: dolor a causa de I'alliberament de certes substancies quimiques.
-R (vermell): enrogiment causat del major flux de sang cap a I'area afectada.
-I: immobilitat per peérdua de funcié en inflamacions greus.

-E: edema causat per 'acumulacié de liquids.
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-C: calor a causa del major flux de sang cap a l'area afectada.

La inflamacié és un procés mediat per diversos tipus de mediadors cel-lulars
solubles i cel-lules presents o reclutades en el focus del dany. Les principals
cél-lules que produeixen aquests mediadors son plaquetes, neutrofils,
monocits/macrofags i mastocits, pero altres cél-lules com fibroblasts endotelials
de muscul llis també poden activar-se i produir-los. Mediadors plasmatics com les
proteines del complement, les cinines i proteines de fibrinolisi es produeixen
principalment en el fetge i s6n presents en la circulacié com a precursors inactius
que necessiten ser activats generalment per una serie de divisions proteolitics
(Riccardi i cols., 2018; Kritas i cols., 2020).

El procés d’inflamaci6 es pot resumir en 3 etapes:

- Vasodilatacié i augment de la permeabilitat vascular.
- Migracié (moviment) de fagocits des de la sang cap al liquid intersticial
- Reparacié tissular.

Inicialment, tot comen¢a amb l'alliberament de mediadors de la inflamacid
preexistents en els mastocits, com la histamina i la serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT), que donen lloc a vasodilatacid, dolor i edema per
augment en la permeabilitat vascular (Riccardi i cols., 2018). A l'alliberar-se la
serotonina té un efecte sobre els macrofags/monocits i dona lloc a un increment en
la producci6 de citocines proinflamatories com la Interleucina 1 (IL-1) i la
Interleucina 6 (IL-6) (Durk i cols, 2005). Altres mediadors preformats que
s'alliberen per la degranulaci6 dels mastocits sén quimiocines, enzims i proteases.
Entre les quimiocines es troba la Interleucina 8 (IL-8) responsable d'infiltracié
leucocitaria en els teixits. En quan els enzims trobem kinogenasas que donen lloc a
la sintesi de cinines vasodilatadores i la fosfolipasa, enzim que promouen la sintesi
d'acid araquidonic activant la cascada de sintesi de la familia d'eicosanoides
(Theoharides i cols., 2012; Jiao i cols, 2020).

Dins de la familia d'eicosanoides, trobem 4 tipus en funcié de la ruta de sintesi a
partir de l'acid araquidonic (AA) (Riccardi i cols., 2018):

- Acids epoxieicosatrienoicos (EETs): obtinguts per la via del Citocrom P450.
- Isoprostans: obtinguts per vies no enzimatiques.

- Leucotriens i lipoxinas: sintetitzats via Lipooxigenasas (LOX).

- Prostanoids: sintetitzats via ciclooxigenasas (COX).

La sintesi de prostanoids per la via de COX es porta a terme per 2 isoformes que
han estat caracteritzades d'aquest enzim, la COX constitutiva (COX-1), que
s'expressa en la majoria dels teixits de mamifers, i la COX induible (COX-2)
(Kargman i cols., 1996). Tots dos catalitzen 1'oxidacié d'AA a prostaglandina G2
(PGG2), que condueix a la prostaglandina H2 (PGH2) per l'accié de la peroxidasa,
després les prostaglandines sintases especifiques de teixit condueixen a totes les
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diferents prostaglandines, prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina F2 (PGF2),
prostaglandina E2 (PGE2), prostaciclina (PGI2) i tromboxa A2 (TXA2) (Fitzpatrick,
2004; Kamoun i cols, 2020). El procés s'esquematitza a la Figura 2.

Fosfolipids de membrana

Isomerases espercifiques de teixit

PGD, PGI, PGE, PGF ;. TxA,;
Mastocits, E&:&tcesh' Ronyo, Uter, vies Plaquetes,
vies ! cervell, respiratori- macrofags,
S plaguetes, ;
respiratori- KT plaquetes es, ulls, ronyo,
esicervell ¥9 , VSMCs VSMCs VSMCs

cervell

Figura 2: Esquema de sintesi de prostaglandines a partir de fosfolipids de membrana, incloses enzims,
substrats i receptors.

Un altre mediador de la inflamacié és el Factor Activador de Plaquetes (PAF) (1-0-
alquil-2-acetilsn-glicero-3-fosforilcolina). Es un fosfolipid autocoide que es segrega
a l'inici de la resposta inflamatoria, i és reconegut per un receptor receptor acoblat
a proteina G (PAFR) amb set dominis transmembrana. Aquest receptor present en
nombrosos teixits i 0rgans com ronyons, intesti prim, pulmons, cervell i fetge no és
un receptor especific de PAF, ja que també reconeix i s'uneix a la Fosfatidilcolina
rovellada (PAF-LL) i a compostos de la membrana bacteriana, com el
lipopolisacarid (LPS). L'activacié de PAFR, déna lloc a que la Fosfolipasa C (PLC[)
que hidrolitza el fosfatidil inositol 4,5-bisfosfat (PIP2) per produir inositol trifosfat
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(IP3) i diacilglicerol (DAG), que condueix a una elevacié transitoria de calci (Ca2*)
citosolic i a Il'activaci6 de la proteina Kinasa C (PKC). L'augment del Ca2*
citoplasmatic també activa la fosfolipasa A2 (PLA2Z) que pot conduir a la sintesi de
més PAF i d'eicosanoides. Tot el procés condueix a un augment de la permeabilitat
vascular, adhesi6 i infiltracié de leucocits, i també és responsable de 1'estimulacio
de la contracci6 uterina (Riccardi i cols., 2018).

D’altra banda, hi ha un altre grup de mediadors cel-lulars de la inflamaci6 i la
resposta immune; les citocines. S6n polipeptids produits per diversos tipus de
cel-lules en resposta a diferents estimuls externs. Hi ha diferents tipus de citocines,
incloses les interleucines i factor de necrosi tumoral (TNF), que intervenen
directament en el procés inflamatori (Riccardi i cols., 2018). Les citocines es
caracteritzen per ser proteines de baix pes molecular (15-25 kDa) secretades de
forma transitoria i estrictament associades a la presencia de material estrany o
com a resposta a senyals endogenes de dany (Delves i cols., 2014).

- Les interleucines es classifiquen com a tal per ser proteines que exerceixen
efectes funcionals sobre els leucocits. S'han descrit al voltant de 34
interleucines (IL-1 a la IL-35) amb nombroses funcions efectores
proinflamatories (Delves i cols., 2014).

- El paper principal del TNF és de defensa amb una funcié important en la
resposta davant infeccions. Tot i que, una producci6 excessiva pot ser
perillosa, ja que té efectes sobre l'endoteli vascular, augmenta la
permeabilitat vascular i indueix 1'expressié de proteines procoagulants que
poden causar esdeveniments trombogenics intravasculars (Riccardi i cols.,
2018).

- Existeix un altre tipus de citocines quimiotacticas, les quimiocines controlen
la migracié6 i residéncia de totes les cél-lules immunes en els teixits. Tenen
funcions homeostatiques per al desenvolupament i manteniment dels
teixits, controlen respostes d'immunitat innata i adaptativa. En la
inflamaci6, la seva funcid principal és guiar els leucocits durant la seva
reclutament a el focus inflamatori (Riccardi i cols., 2018).

Finalment, també hi ha un tipus de proteines plasmatiques mediadores de la
inflamacié, el sistema del complement. Aquest té un paper fonamental en la
resposta innata al reconeixer senyals de perill endogenes. A més, també
contribueix a lI'eliminacié de patogens invasors actuant de pont entre la immunitat
innata i adaptativa. Pel que fa a el control de la resposta inflamatoria s'uneix als
complexos immunes i cel-lules apoptotiques, ajudant a la seva eliminacié en el
focus inflamatori (Riccardi i cols., 2018).

Antecedents de I'enzim COX
Els eicosanoides son critics per a generar, mantenir i intervenir en la resposta
inflamatoria, tot i que també tenen funcions homeostatiques i rols importants en la
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fisiologia cardiovascular i reproductiva entre d'altres (Riccardi i cols., 2018). Als 90
es va descobrir que l'expressié del gen de la COX-2 s'indueix en condicions
d'inflamacié (Xie i cols. 1991). D’altra banda la COX-1 va ser descrita com un
protector de la mucosa gastrica, entre d'altres teixits, ja que anys enrere diversos
autors havien descrit que les prostaglandines PGE2 tenien efectes citoprotectors
(Robert i cols., 1979), antiulcerosos (Wilson i cols., 1971; Main i Whittle, 1973) i es
va trobar que la sintesi de PGE2 estava més relacionat amb la COX-1 que amb COX-
2 (Jackson i cols., 2000). A mitjans dels 90, van reportar que la inhibici6 de COX-1
no causava dany gastric espontani (Langenbach i cols., 1995; Langenbach i cols.,
2002), i alguns anys després, noves troballes van associar |'expressié del gen COX-
2 a la cicatritzacié de ferides (Karrasch i cols., 2006; Zhang i cols., 2020). Aixo va
evidenciar que el concepte d'assignacié de funcions homeostatiques i patologiques
a la COX-1 i COX-2 respectivament, era un enfocament massa pla o senzill, i no
reflectia la realitat dels dos enzims.

Generalitats dels enzims COX-1 i COX-2

Aquests enzims son proteines globulars associades a la banda endoluminal de la
membrana del reticle endoplasmatic i del nucli. Sobre els anys 90 es va descobrir
que la COX existeix en dues isoformes: COX-1 i COX-2. Estan presents en quantitats
variables en determinats llocs de l'organisme desenvolupant diferents funcions
fisiologiques. La COX és un compost intermedi altament reactiu que transforma
una serie de productes terminals biologicament reactius que difonen passivament
a 'ambient extracel-lular.

Les dues isoformes o isoenzims sé6n COX-1 i COX-2 i desenvolupen la mateixa
activitat catalitica. Actuen sobre el mateix substrat i s6n similars en la composicié
aminoacidica. La dosi necessaria per inhibir cadascuna de les dues isoformes,
proporciona un metode per avaluar la seguretat i l'eficacia de cada molecula,
encara que sovint altes dosis terapeutiques poden determinar la inhibici6 de la
COX alhora (Moses and Bertone, 2002). Un farmac que inhibeixi la COX-2 a
concentracions més baixes respecte a aquelles necessaries per inhibir COX-1, és
probablement més segur. Ja que amb més probabilitat la prostaglandina (PG) que
deriva de la COX-2 sera majorment inhibida pel que fa a aquelles COX-1
dependents (Smith i cols., 2000).

La inhibicié de la COX pot ser reversible o irreversible. In vitro, la selectivitat es
basa en l'avaluacié de la inhibicié de la concentraci6-depenent de l'activitat de les
dues isoformes de la COX i s'expressa per la relacié de la concentracié del farmac
necessaria per inhibir el 50% (IC50) de l'activitat de la COX-1 i de la COX-2 (IC50
ratio COX-1/COX-2). Una ratio COX-1/C0OX-2 més gran que la unitat indica que el
farmac és selectiu per a la COX-2; una relacié de la IC50 a prop de la unitat vol dir
que el farmac és un inhibidor no selectiu de la COX; una ratio per sota de la unitat
és adient per farmacs inhibidors selectius de la COX-1 (Rang i cols., 2004; Streppa i
cols., 2002).
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A 1'efecte inhibitori de la COX-2 s’han atribuit els efectes analgesics, antipiretics i
antiinflamatoris dels antiinflamatoris no esteroideus (AINEs), mentre la inhibicié
de la COX-1 esta relacionada amb la toxicitat d'organs diana a nivell gastric
(Jackson i cols., 2000) o renal. Segons aquesta teoria, la toxicitat dels AINEs es
correlaciona amb la manca de selectivitat a la inhibici6 de COX-1 i COX-2. L'esforg
de la investigaci6 ha estat enfocat a la sintesi de farmacs capagos d'inhibir
selectivament la COX-2, sense que exerceixin alguna influéncia sobre COX-1.

Distribucio tissular de I'’enzim COX-1

Aquesta isoforma constitutiva, fisioldgicament és considerada la més important. El
gen de la COX-1 forma part dels anomenats "house-keeping gens" o gens
constitutius, s'expressa de manera constitutiva en gairebé totes les cél-lules de
I'organisme. La seva expressi6 és constant i també realitza funcions de
manteniment.

Es localitza a nivell del reticle endoplasmatic (Rang i cols.,, 2004). La COX-1
s'incrementa de dos a quatre vegades després d'un estimul inflamatori (citoquines,
endotoxina, factors de creixement, etc.) (Donalisio i cols., 2013). Es responsable de
la biosintesi immediata de la PG, la formacié fisiologica de tals compostos que
estan involucrats en funcions homeostatiques i reguladores, amb la conseqiient
protecci6 i integritat del tracte GI proximal, del flux sanguini renal, de la
funcionalitat plaquetaria i la comunicacié intercel-lular (Hata and Breyer, 2004;
Duzi cols., 2015).

La COX-1 es troba a nivell renal (porcié medul-lar i cortical), en les artéries i
arterioles, glomeruls i conductes col-lectors (Schneider i cols., 2004).

En el sistema nervids central (SNC) es distribueix uniformement, expressada a
nivell del proencefal (Samad i cols., 2002). Es creu que les PGs produides en
aquesta porcid cerebral estan involucrades en la modulacié de el sistema nervios
autonom i d'alguns processos sensorials (Kaufmann i cols., 1997).

A nivell cardiovascular es localitza en les plaquetes, on promou la sintesi de TXA2;
prostanoide implicat en la regulaci6 del mecanisme d'activacié de l'agregacio
plaquetaria. A més, s'expressa en l'endoteli i el muascul llis vascular, encara que
amb menor rellevancia que la COX-2, on contribueix a la sintesi de la prostaciclina i
a desenvolupar una activitat antiagregant plaquetaria. Per finalitzar, promou la
relaxacio de la musculatura llisa (Morita, 2002) .

En el tracte gastro intestinal (GI) s'expressa constitutivament en totes les regions,
encara que no de manera homogenia. En resum els prostanoids produits a partir
de COX-1 estan involucrats en els mecanismes de protecci6é i regulaci6 de la
mucosa digestiva i la de les funcions secretora i motora (Fornai i cols., 2010). La
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COX-1 inhibeix la secrecio6 gastrica acida, estimula la secrecié de moc i potencia el
flux hematic de la mucosa.

En resum, el bloqueig tissular d'aquesta isoforma enzimatica de la COX per part
d’alguns farmacs (com per exemple els AINEs) contribueix de forma significativa a
'aparicié de lesions ulceratives a la mucosa digestiva (Parente and Perretti, 2003).

Distribuci6 tissular i funcions de I'’enzim COX-2

La COX-2 és predominantment induible i estd associada a la inflamacié. Es
produida després d'una lesi6 i s'incrementa dramaticament amb la inflamaci6 i la
conseglient presencia de mediadors inflamatoris com les citoquines (Dubois i cols.,
1998). En condicions de flogosis pot augmentar de 10-20 vegades en macrofags,
monocits, sinoviocitos, condrocits, fibroblasts, osteoblasts i cel-lules endotelials
(Campbell i cols., 2002). Per tant, si un farmac pot tenir inhibicié selectiva per COX-
2 i no afectar fisiologicament la funcié COX-1, els efectes secundaris com I'tilcera GI
poden ser evitats.

La COX-2 intervé en la biosintesi retardada dels prostanoids. La seva expressio és
induida per una notable varietat d'estimuls, com ara els factors de creixement, el
fibroblastic (FGF); les citoquines proinflamatories (IL-1, TNF); factors
cancerogenics (Soslow i cols., 2000) i els lipopolisacarids.

D’altra banda, en condicions basals o estat de repos, s'expressa de manera
constitutiva en teixits com el cervell, parets dels vasos, rony6 (Kéomhoff i cols.,
2000; Harris, 2002), en l'aparell reproductiu de la femella (Uter i ovaris), en els
illots pancreatics (Mitchell i cols., 1993; Schwab i cols., 2000; Fosslien, 2000;
Yasojima i cols., 1999), a la traquea i en les gonades (Turini i Dubois, 2002). En
canvi, en el tracte GI la seva expressio és baixa i insignificant.

En el SNC es distribueix sobretot en l'escor¢a cerebral, en I'hipocamp i en la
medul-la espinal, on la seva expressiéo no és estable pero pot ser regulada per
canvis fisiologics o patologics donats per I'activitat neuronal (Schwab i cols., 2001).
Aixo suggereix que les PGs contribueixen a la regulacié de la transmissié nerviosa i
a inhibir selectivament la COX-2, exercint efectes terapeutics, bloquejant l'activitat
enzimatica d'aquesta isoforma a nivell del SNC. A més, regula la funci6 del centre
termoregulador hipotalamic i facilita la transmissi6é del dolor a la medul-la espinal
(Schwab i cols., 2000; Samad i cols., 2002). En pacients amb Alzheimer 1'expressio
de COX-2 resulta augmentada en zones cerebrals que controlen l'area cognitiva i
de memoria com l'escorg¢a i I'hipocamp (Pasinetti, 2001).

En el tracte GI, s'indueix rapidament després processos inflamatoris o malalties
neoplasiques de la mucosa, com en Helicobacter pylori. Aquest fet incrementa
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l'alliberament de PGE2 a partir de cel-lules gastriques in vitro i causa un augment
de I'expressié de COX-2.

A nivell cardiovascular, la COX-2 es troba de manera constitutiva en les cel-lules
endotelials i musculars llises dels vasos. Per tant, la COX-2 esta involucrada en els
mecanismes de defensa de la paret vascular. La COX-2 contribueix a la regulacié de
la produccié endotelial de PGs, que té activitat vasodilatadora i antitrombotica.

A nivell de la pell la COX-2 es troba expressada en cel-lules sanes (Leong i cols.,
1996), aixi com també en cel-lules de pell carcinogéniques induides mitjan¢ant
irradiacié ultraviolada (Athar i cols., 2001; Buckman i cols., 1998). A la pell
humana, s'expressa de manera induible en presencia de melanoma maligne (Pires i
cols., 2010) i el mateix succeeix en la pell de ratoli (Park i cols., 2001). En la pell de
canins amb induccié d'una ferida, la COX-2 va ser detectada entre els dies 1i 7
(Hamamoto i cols., 2009), similarment va ser detectada en conills després d'haver
induit una ferida a la pell (Bai i cols., 2008).

Quan la COX-2 és induida en resposta a un estimul, els nivells superen generalment
els de la COX-1 (10-100 vegades) presents dins el mateix context cel-lular. Aquest
fet s'associa a una produccié de major quantitat de PG (fins a 1000 vegades més).

Darrerament, s'ha descobert una nova enzim, la COX-3 (Chandrasekharan i cols,,
2002; Pradilla O. E., 2004). Es una forma variant de la COX-1 i s'ha identificat al
cervell cani. Aquesta isoforma s'ha reportat que és més sensible a la inhibicié del
paracetamol respecte a la COX-1 i la COX-2 in vitro (aquest efecte sembla ser
depenent de la concentracié d'AA exogen). La COX-3 Sembla estar codificada pel
mateix gen que codifica la COX-1, pero el mRNA resultant s’acobla de forma
diferent. Fins al moment no es coneix prou informacio respecte a la seva produccio
i al seu efecte biologic. A més, altres investigacions suggereixen l'existencia de
nombroses variants, tant de la COX-1, com de la COX-2. Arribar a comprendre el
significat biologic d'aquesta variant podria donar noves llums en relacié a nous
aspectes de la fisiologia de certs teixits i per tant, obrir noves perspectives en la
terapia farmacologica (Dubois i cols., 1998; Luong i cols., 1996).

El dolor

Un dels signes clinics associats a la inflamacié és el dolor. Es dificil fer una bona
descripci6 del dolor, perdo la més acceptada actualment és la de 1'Associacié
Mundial per a l'estudi del Dolor (IASP), que el defineix com "una experiencia
sensitiva i emocional desagradable, associada a una lesio tissular real o potencial, o
descrita en termes d'aquest dany "(Egger i cols (a), 2014).

Hi ha diverses classificacions de tipus de dolor en funcié de la seva durada,

patogenia, localitzacio, curs, intensitat, factors pronostic de control de el dolor i
segons la seva farmacologia.
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Una de les classificacions més acceptades (Clifford J. i col. 2004) descriuen 4 tipus
primaris de dolor: Nociceptor, inflamatori, neuropatic i funcional (Figura 3).

- Dolor nociceptiu: Dolor transitori en resposta a un estimul nociu.

- Dolor inflamatori: Dolor espontani i hipersensibilitat a el dolor en resposta
a danys en els teixits i la inflamacio.

- Dolor neuropatic: Dolor espontani i hipersensibilitat a el dolor en associaci6
amb dany o lesi6 de el sistema nervios.

- Dolor disfuncional: Hipersensibilitat a el dolor com a resultat d'un
processament anormal a nivell central d'un estimul normal.

/
q.'r
Y
Estimul Infl o Dany No estimul dolords
, nflamacié L -
doloros neuronal No inflamacio
No dany neuronal
Curar/
Proteccio Patologic Patologic Patologic
[ Alt umbral de dolor ] { Baix umbral del dolor ]

Figura 3: Classificaci6 de tipus de dolor.

Hi ha hagut un progrés considerable des del comengament de la decada de 1990 en
investigaci6 del dolor en animals i en la nostra comprensié de la fisiologia i
farmacologia, cosa que permet fer grans avencos en la seva gestié. Tot i aixi, el
dolor continua sent un gran problema de benestar per als animals.

El dolor pot afectar la gana i els habits de son d’'un animal (per exemple fatiga), el
grooming (per exemple, l'automutilacié), la capacitat d’experimentar plaers
normals (per exemple joc reduit i interaccié social), disfunci6 de personalitat,
temperament i funcié intestinal (per exemple restrenyiment) (Egger i cols (a),
2014; Ruel i cols. 2020).

Es sap molt sobre el reconeixement i la valoraci6 del dolor a animals. No obstant,
es necessita més treball per desenvolupar una informacié valida i fiable per els
sistemes de puntuaci6 del dolor per a totes les especies. La percepcié del dolor
animal afecta directament en I'ds d’analgesics per part dels veterinaris, ramaders i
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propietaris d’animals de companyia. Aix0 es pot solucionar millorant I’'educacio6 de
les persones implicades.

Fisiologia del dolor

El dolor en els animals s’ha definit com “una experiéncia aversiva sensorial i
emocional que representa una presa de consciéncia o amenaca per a la integritat
dels teixits; fa canviar la fisiologia de I'animal i el seu comportament per tal de
reduir o evitar danys i promoure la recuperaci6” (Egger i cols (a), 2014).

El dolor és intrinsecament “desagradable” i posseeix una enorme capacitat per
captar l'atencid, interferir en qualsevol activitat que es estigui realitzant i
mobilitzar els recursos i les estrategies de defensa. A més, alguns ho consideren
com la senyal d'un “estat de necessitat” corporal (com la set o la fam), que prepara
per organitzar la reparaci6 i la recuperacié d'una possible lesi6 (Plaghki i cols.
2018).

Els sistemes sensorials informen el cervell sobre 'estat de l'entorn i del medi
intern de l'organisme. La nocicepci6 i la seva expressié6 més elaborada en el pla
cognitiu, el dolor, constitueixen una senyal d'alarma que protegeix l'organisme. La
finalitat és disminuir la causa que les va produir i aixi limitar les conseqtiéncies. Els
estimuls «nociceptius» tenen en comu la propietat d'amenacar la integritat de el
cos i activar un discret conjunt d'organs sensorials, els nociceptors. Desencadenen
una variada, pero limitada, respostes reflexes i conductuals que poden associar-se
ala percepcié d'un dolor (Egger i cols (a), 2014; Ruel i cols. 2020).

El sistema nociceptiu pot ser activat per una gran varietat d'energies (mecanica,
electromagnetica, eléctrica, térmica, quimica, etc.). Si aquests estimuls nociceptius
desencadenen a més una percepcio de dolor, es denominen algogens. Si sén nocius,
provoquen una lesié que es acompanya d'una reaccid inflamatoria caracteritzada
per els signes cardinals classics previament esmentats: dolor, rubor, calor,
tumefaccid i edema (Plaghki i cols. 2018).

La fisiologia del dolor es divideixen en 4 fases: transduccio, transmissio, modulacié
i percepcio (Figura 4).
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3. Modulacié

4. Percepcié 2. Transmissio

1. Transduccié

Estimul

Figura 4: Vies implicades en la nocicepcid.

Les fibres periferiques o nociceptors es classifiquen en tres categories (Plaghki i
cols. 2018).:
- Les fibres AB, posseeixen una baina de mielina gruixuda (diametre: 6-20
um) i condueixen rapidament I'impuls nerviés.
- Es fibres A, poc mielinitzades (diametre: 1-5 um), que condueixen l'impuls
nervios a una velocitat mitjana (4-30 m/s).
- Les fibres C, no mielinitzades (diametre: 0,3-1,5 um), que condueixen
lentament I'impuls nervios (0,4-2 m/s).

Les fibres Af3 responen a dolor molt aguts i informacions tactils (com per exemple
una punxada o pessic). Els ultims dos grups codifiquen i transmeten les
informacions nociceptives i termiques.

En els teixits lesionats o inflamats, la preséncia de substancies com la bradicinina,
histamina, prostaglandines, leucotriens o la serotonina provoquen que els
nociceptors augmentin la seva sensibilitat, de manera que estimuls de molt poca
intensitat (per exemple un lleu toc) sén suficients per generar un senyal dolorosa.
A aquest fenomen se li coneix com sensibilitzacio i es produeix tant a nivell somatic
com visceral (Del Arco, 2015).

Les fibres periferiques, a més de desencadenar el senyal, alliberen mediadors, com
la substancia P, que produeix vasodilatacid, desgranulacié de mastocits i indueix la
producci6 i alliberament de mediadors inflamatoris. Les fibras aferents penetren
en la medul-la espinal a través de les arrels dorsals i acaben en les astes posteriors
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de la medul-la espinal (APME) fins a les astes posteriors de la substancia grisa (Del
Arco, 2015).

Un cop les fibres aferents arriben a la subtancia grisa contacten amb neurones
medul-lars que porten el senyal a les regions cerebrals encarregades de la
percepci6 de dolor.

Les neurones medul-lars transporten la senyal al talem contralateral, des d'on és
conduida a lI'escorga frontal i somatosensitiva. A més d'aquests, hi ha altres circuits
neuronals que intervenen en la modulacié de el dolor i que estan implicats en els
seus factors afectius i emocionals (Plaghki i cols. 2018).

Les neurones medul-lars porten el senyal a les regions cerebrals encarregades de
la percepci6 del dolor. El resultat final és la modificacié de la permeabilitat idnica i
la génesi d'impulsos nerviosos que viatgen al SNC i donen la sensaci6 del dolor
(Del Arco, 2015).

Antiinflamatoris No Esteroidals

Historia dels AINEs

L'origen dels antiinflamatoris es remunta a I'ts d'extractes d'escorca de salze (Salix
alba i altres especies Salix) que contenien salicilats per al tractament d'episodis
inflamatoris i de dolor. Les primeres evidencies de 1'is de 1'escorga de salze s6n del
400 A.C. en I'época d'Hipocrates. Va ser ja en segle XIX quan hi va haver un enorme
augment en l'interes i desenvolupament terapeutic dels salicilats (Rainsford i Path,

1984).

Va haver-hi dos periodes importants en el descobriment de farmacs AINEs. El
primer va ser després de la Segona Guerra Mundial, el periode fins a la decada de
1970. L’altre periode va ser I'iltima part del segle passat en que 'efecte dels AINEs
en la sintesi de prostaglandines va formar part del cribratge en el procés de
desenvolupament de diferents farmacs. Els medicaments desenvolupats fins a la
década de 1980-finals dels 90 es van descobrir en gran mesura empiricament a
través de la detecci6 d'activitats antiinflamatories, analgesiques i antipiretiques en
models d'animal de laboratori. En la década de 1990 es fa un important
descobriment en el camp de la biologia cel-lular i molecular sobre 1'enzim COX. Tal
i com s'explica a la secci6 d'inflamaci6, es descobreix i es caracteritzen dues
isoformes de la COX, COX-1 i COX-2, i es relaciona cadascuna d'elles amb diferents
prostanoids (Kargman i cols., 1996).
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En l'actualitat els AINEs suposen un grup de medicaments dels més consumits a
nivell global, sent la pedra angular de 1'is del dolor tant en pacients que tenen
dolor inflamatori agut (per exemple, mal de cap, dolor postoperatori i fractures
ortopediques), com dolor cronic (per exemple, artritis reumatoide, osteoartritis i
gota) (Castellsagué i cols., 2012; McCarberg i Gibofsky, 2012).

Generalitats dels AINEs

Els antiinflamatoris es classifiquen en dos grans grups, els antiinflamatoris
esteroidals (glucocorticoides) i els AINEs. Els esteroides son corticosteroides
naturals (hormones produides per l'escor¢a suprarenal) o semi-sintétics amb
caracteristiques estructurals i farmacologiques similars als naturals, encara que
generalment més potents. Els efectes antiinflamatoris i immunosupressors dels
glucocorticoides depenen de diversos mecanismes moleculars. Els AINEs sén un
grup quimicament molt heterogeni que inhibeix la COX, COX-1 i COX-2, i amb aix0
la sintesi de prostaglandines (Wongrakpanich i cols., 2018; Duman i cols., 2020).

Els AINEs s6n molecules amb una estructura diversa. La major part sén acids
organics febles i contenen una porcié aromatica no esteroidea que els confereix
cert grau de liposolubilitat. Les seves principals propietats sén a nivell
antiinflamatori, analgesic i antipiretic, sent la seva indicaci6 principal el tractament
de tots els tipus de dolor, tant de presentacié aguda com cronica.

Els AINEs estan indicats en patologies d'origen muscul-esqueletic, condicions de
dolor reumatic extra-articular, estats posttraumatics, dolor postoperatori,
dismenorrea primaria, dolor oncologic, dental, migranya, etc. (Larsen i cols., 2008).

En medicina veterinaria els AINEs s'utilitzen per al tractament de les patologies
més comunes en mamifers i altres especies, per exemple en l'artrosi cronica en el
gos i el gat i, en l'estudi de models animals en patologies articulars. Sovint s6n els
farmacs d'elecci6 en tractaments cronics (Aragon i cols., 2007; Jiang i cols., 2010).
Actualment existeixen molécules com el Carprofe (CP), pertanyents a el grup dels
oxicams i a el grup dels coxib per a us prolongat en canins i felins. En els altims
anys s'han realitzat estudis en aquestes especies a fi de valorar la seguretat i la
tolerabilitat de determinades molécules pertanyents a aquesta classe
farmacologica per a tractaments prolongats (per exemple 90 dies). Aquest estudis
han demostrat una certa seguretat per a la seva administracié com és el cas del CP,
meloxicam, mavacoxib i ferocoxib (Payne-Johnson i cols., 2014; Cox i cols., 2011;
Huskisson i cols., 1996).

A nivell topic i extern els AINES s'usen en diferents condicions patologiques que
afecten la pell (Patel i Stockfleth, 2007; Sandelin i cols., 1997), mucoses (Singh i
Roberts, 1994) i ulls (Kim i cols., 2010). Tanmateix, es poden utilitzar en processos
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aguts per al tractament de dolor moderat o en regim d'analgesia multimodal
(Langford i Mehta, 2006).

Mecanisme d'accio dels AINEs

Els AINEs representen un grup heterogeni de farmacs quimicament diferents entre
ells que es caracteritzen per un mecanisme comu subjacent als seus efectes
terapeutics. El seu mecanisme d'accio es basa en la inhibicié de la producci6 de la
PG, al seu torn derivada de I'AA, a través de la inhibicié de la COX (Vane, 1971).

L'efecte dels AINEs és inhibir la sintesi de prostanoides; ja que tenen un paper
important en la genesi de la simptomatologia clinica de diversos tipus d'inflamacio,
actuant sobretot com amplificadors dels efectes d'altres mediadors comunament
involucrats en el procés fisiologic.

Donada la seva accié farmacologica, col-lateralment, es presenta algun efecte GI i
renal, a causa en gran part de la inhibicié de la COX-1 (Rang i cols., 2004; Duman i
cols., 2020).

Propietats farmacologiques dels AINEs

La inflamaci6 es classifica en aguda o angioflogosis (inici immediat de minuts o
dies), i inflamaci6é cronica o histoflogosis (de durada variable: de dies a anys). La
angioflogosis es resoldra a l'eliminar 1'agent nociu, o pot comportar a una altra
conseqiiencia més greu, incloent la histoflogosis (Soehnlein i Lindbom, 2010).

Una lesié que implica una inflamacié cronica, per naturalesa és infecciosa i alhora
amb cossos estranys. Aquestes es poden classificar de la seglient manera: malalties
al-lergiques, autoimmunes, degeneratives i inmunomediadas (fracas a l'eliminar la
causa flogogena).

En els teixits afectats per la inflamacié pot causar danys greus, tant pel dolor
associat, com pel dany tissular provocat. Quan s'han afectat organs vitals o tot
'organisme, la inflamacié pot posar en perill la vida del pacient (Zizzadoro i cols.,
2011).

En els casos en que la temperatura augmenta, per exemple en animals entre els 39
i 40°C, per cada grau addicional s'obté una acceleraci6 en la reaccié bioquimica
cel-lular del 13%. A més, s'accelera l'activitat de les enzims destructives del teixit
que s6n molt actives en la fase aguda de la inflamaci6. En aquesta fase s'accelera el
metabolisme cel-lular: les reaccions bioquimiques cel-lulars, enzimatiques i
metaboliques vénen accelerades, catalitzant la curacié del teixit (Delavary i cols.,
2011).
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En relacié a l'efecte analgesic, els AINEs son eficacos en els tipus de dolor en el qual
la PG sensibilitza les terminacions nociceptives, exercint una accié directa o
reduint el llindar per a la despolaritzacié neuronal (Langford i Mehta, 2006;
Duman i cols., 2020).

Els receptors del dolor o nociceptors sén les terminacions especifiques de les
neurones aferents que només s'activen per estimuls lesius. Existeixen diferents
tipus de nociceptors distribuits en la pell, en les estructures profundes i en les
visceres, que sén estimulats per agents mecanics, térmics i quimics (PGs,
bradiquininas, histamina, serotonina , substancia P, hidrogen, potassi) (Alloui i
cols., 2006; Giordano, 2005).

Dins d'altres funcions que poden tenir els AINEs estan les segiients:

- Efecte anti-piretic: és degut a la inhibicié de la sintesi de PG en les céel-lules
endotelials dels vasos sanguinis hipotalamics en resposta a pirogens
exogens i endogens (disminucié de la temperatura només en cas de febre
sense interferéncia de la temperatura corporal normal) (Blatteis i cols,,
2005).

- Efecte anti-agregant: ve donat per la inhibici6 de la sintesi de la COX-1
intervinguda pel TXA2 Aquest efecte en clinica és utilitzat per al tractament
de la laminitis equina, filariosi cardiopulmonar en el gos i miocardiopatia en
el gat, pel fet que les plaquetes madures sén incapaces de sintetitzar nova
COX.

- Efecte antitumoral: el paper dels AINEs amb potencial efecte antitumoral
s'esta consolidant cada dia més, a causa de la inhibici6 de 1'efecte facilitador
dels prostanoids sobre el creixement del tumor. Aquests efectes
consisteixen en la participacié simultania de COX-1 i COX-2 (Sorenmo i cols.
2004). En diversos estudis s'ha demostrat a nivell in vitro l'efecte en
diferents linies cel-lulars.

Classificacio dels AINEs

Aquest grup de farmacs es pot classificar segons l'estructura quimica, el
mecanisme d'inhibicié de la COX i en base de l'isoenzim COX que inhibeixen
(Praveen i Knaus, 2008; Frolich, 1997; Moses i Bertone, 2002). Des del punt de
vista quimic, son heterogenis pero comparteixen un mecanisme d'accié comu que
els agrupa en la mateixa classe farmacologica.

Quimicament es divideixen en 13 grups (Taula 1).
Tabla 1: Classificacié quimica dels AINEs.

Gru Farmac
Salicilats Acid acetilsalicilic (ASA).
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Salicilats no acetilats Salicilat de colina, salicilat de sodi, salicil-
salicilat.

Derivats de I'acid propionic CP, ibuprofe, fenoprofe, ketoprofe,
naproxe, flurbiprofe.

Derivats de l'acid pirrol Tolemtamina

alcanoic

Derivats pirazolics Fenilbutazona

Derivats indolics Indometacina

Derivats de I'acid fenilacetic Diclofenac

Fenamats Acid meclofenamic, tolfenamic, flufenamic,
mefenamic, nifimic i etofenamic

Aril-antiacilics Flunexin meglumina.

Oxicams Piroxicam, meloxicam, tenoxicam.

Alcanonis Nabumetone

Sulfanilids Nimesulida, flosulide, NS-398.

Diaril eterociclics Celecoxib, rofecoxib, valdecoxib,
etoricoxib, parecoxib, SC-560, DUP 697.

Amb base al mecanisme d'inhibicié de la COX es divideixen en tres classes (Taula
2).

Tabla 2: Mecanisme d'inhibicié de la COX.

Classe Mecanisme de Farmac
inhibicié (COX)
Classe 1 Inhibici6 simple, CP, paracetamol, indometacina, etodolac,
competitiva, reversible  diclofenac, ketorolac, ibuprofe, naproxe,
flurbiprofe, ketoprofe, piroxicam,

meloxicam, fenilbutazona, nabumetone,
flunixin meglumina, celecoxib, rofecoxib,

nimesulide.
Classe 2 Inhibicio temps- Grup dels fenamats com Tacid
depenent, competitiva, meclofenamic.
reversible
Classe 3 Inhibicio temps- ASA
depenent, competitiva,
irreversible

En base a la inhibicié de I'isoenzim COX es divideixen en cinc classes (Taula 3).

Tabla 3: Inhibici6 de l'isoenzim COX.

Inhibicio especifica COX Farmac
Inhibidor no especific de la COX Ibuprofe, naproxe, flunixina
meglumina, indometacina.
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Inhibidor especific de la COX-1 SC-560, ASA a dosis baixa.

Inhibidor preferencial de la COX-1 Indometacina, flunixina meglumina.

Inhibidor preferencial de la COX-2 CP, etodolac, meloxicam,
nimesulide, diclofenac y fenamats.

Inhibidor especific de la COX-2 Celecoxib, rofecoxib, etoricoxib,
valdecoxib, parecoxib, DUP-697, NS-
398.

Reaccions adverses dels AINEs

Com és conegut, els AINEs a més de presentar diversos avantatges, també
s'associen a certs efectes adversos en el que influeixen diversos factors (com per
exemple 1'ts cronic d'aquests). En medicina veterinaria es requereix de certes
prevencions segons l'espécie.

En el cas dels carnivors, a causa de 1'ambient gastric acid (pH~2), els AINEs es
presenten en la forma no dissociada soluble en lipids que permeten una separacié
rapida de la membrana de la cél-lula epitelial que revesteix la mucosa gastrica.
Amb la successiva dissociacié del farmac a nivell cel-lular (pK 7.0-7.4) el farmac
abandona lentament la cel-lula per arribar a el torrent sanguini. Per tant, hi ha una
acumulacié intracel-lular progressiva (captura idnica) i conseqlientment una
inhibici6 completa de l'activitat COX en aquestes cel-lules. Aixo explica la
sensibilitat del carnivor a les accions lesives dels AINEs sobre l'estémac i en la
porcié proximal del duode. Una soluci6 parcial a aixo és administrar el farmac amb
I'estémac ple. D’altra banda, la semivida presenta més variabilitat entre un farmac i
un altre. Tanmateix es pot prolongar interiorment quan l'eliminacié és per via
biliar en el cas de la recirculacié enterohepatica. Aixdo comporta una prolongacio de
I'exposicié a la mucosa enterica a el farmac i per tant, 1'accié lesiva pot ser més
gran.

En els episodis cronics, les reaccions adverses es succeeixen a nivell hepatic, renal,
cardio-circulatori i GI. En aquest dltim, els AINEs poden provocar dispépsia, lesié
gastrica generalment en pacients en situacio de risc. Per exemple, es pot donar la
presencia d'dlceres i hemorragies amb una incidéncia de quatre a cinc vegades
superior respecte a les observades en subjectes que no utilitzen farmacs d'aquesta
classe (Hernandez-Diaz i Garcia-Rodriguez, 2001).

En tractaments cronics, els pacients geriatrics s'han de monitoritzar
permanentment. En cas de qualsevol signe de toxicitat s'ha de suspendre la seva
administracié. De la mateixa manera, s'ha de valorar 1'is selectiu dels COX-2 en
pacients amb patologia GI, renal, cardiaca i hipertensos GI (Rang i cols., 2004).

En certs casos les lesions dels AINEs s6n asimptomatiques i d'un efecte lleu o
inadvertit que desapareixen després de suspendre el tractament. El risc dels
efectes GI derivats dels AINEs es pot reduir amb misoprostol, un analeg de la PG.
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També es pot utilitzar el sucralfalt com a protector de la mucosa gastrica,
estimulant la produccié local de PG i I'angiogénesi. Per utim, es pot fer servir 1'is
de farmacs secretolitics com els antagonistes dels receptors H: (antagonistes
d'H2). D'altra banda, per disminuir la incidéncia dels efectes renals s'ha de
administrar una fluidoterapia adequada.

Un altre tipus de complicacié que es pot presentar és en el gat. En aquesta espécie
no es pot administrar el paracetamol degut als nivells baixos de 1'enzim glucoronil
transferasa per catalitzar la seva reaccio.

Carprofe

Es tracta d'un AINE que pertany a la classe de 1'acid propionic. Es compon d'una
barreja racémica de dos enantiomers R(-) i S(+). S'utilitza com a analgesic,
antipiretic (Griswold i Adams, 1996) i antiinflamatori (Maire-Gauthier i cols.,
1998). Sobre els anys 80 va ser usat en humans com analgesic, posteriorment en la
década dels 90 va ser retirat del mercat i en l'actualitat només s'utilitza en
medicina veterinaria (Kerr i cols., 2008), comercialitzat en forma oral i injectable.

El CP és un compost que posseeix poca solubilitat en aigua i una baixa
biodisponibilitat (Chen i cols., 2003) (Figura 5).
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Figura 5: Estructura quimica del CP.

El mecanisme d'accié es basa principalment en la inhibicié de l'isoenzim induible
COX-2 (Simmons i cols., 2004), pero amb certes diferéncies en funcié de l'espécie
animal estudiada. Generalment té selectivitat per inhibir I'isomer COX-2, la qual ha
estat demostrada en gossos (Ricketts i cols., 1998; Streppa i cols., 2002). Estudis in
vitro en plasma equi demostren que hi ha selectivitat per la COX-2 (Williams i cols.,
1995), mentre que en gats pot ser potencialment selectiva (Brideau i cols., 2001).
Aquest compost és utilitzat en el tractament simptomatic i cronic de dolor en
patologies osteoarticulars, com en I'osteoartritis, sense reconeguts efectes
secundaris (Sanderson i cols., 2009). També és usat com a analgesic a nivell
perioperatori (Bergmann i cols., 2007; Sidler i cols., 2013). A nivell experimental i
en clinica s'administra parenteralment en diverses patologies oculars en que
disminueix la inflamacié (Pinard i cols., 2011; Krohne i cols., 1998).
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Aquest farmac té la capacitat de modificar el curs d'una malaltia, com en
|'osteoartritis induida, tant in vitro com in vivo en gossos (Sanderson i cols., 2009).
En altres animals com l'especie bovina (Bv) és usat com a coadjuvant en la terapia
per al control agut de la inflamaci6 associada a malalties respiratories (Elitok i
Elitok., 2004). Tanmateix s’ha estudiat la seva eficacia en el control de la mastitis
Bv (Vangroenweghe i cols. , 2005), demostrant que té una gran capacitat com a
farmac antiinflamatori (Karol, 1996; Brentnall i cols., 2012a).

La farmacocinetica (PK) del CP, ha estat estudiada en diverses espécies com en
humans (Ray i cols., 1979; Crevoisier, 1982), cavall (Armstrong i cols., 1999), vaca
(Lohuis i cols., 1991), vedells (Delatour i cols., 1996; Brentnall i cols., 2012b),
ovelles (Welsh i cols., 1992; Cheng i cols., 2003; Mealey et al ., 2004), cabres (Yu i
Perel, 1980), gos (Clark i cols., 2003; Messenger i cols., 2015), gat (Taylor i cols,,
1996), conill (Hawkins i cols., 2008) i rata (Iwakawa i cols., 1991). Per la diversitat
d'especies, en conseqliéncia, hi ha una variabilitat interespeécie, el qual dificulta
I'enteniment en el mecanisme d'acci6 i la esteroespecificitat d'aquesta molécula.
D’aqui la importancia de realitzar estudis farmacocinétics i farmacodinamics
especifics per a cada especie. En aquesta tesis hem volgut estudiar més la
farmacocinética del CP en l'espeécie porcina. Ja que fins l'actualitat, els estudis
realitzats en aquesta especie eren molt escassos.

Pel que fa als enantiomers, I'administracié intravenosa (IV) de CP racémic en gats,
conills, ovelles, vedells, i cavalls presenta una major area sota la corba (AUC) de
I'enantiomer R(-) en comparacid a I'S(+). De la mateixa manera, 'administracié per
via subcutania (SC) en conills i gats presenta una major AUC I'enantiomer R(-).

En plasma el nivell de 'enantiomer S(+) és més gran després d'una administracid
IV del CP racémic en rata i en gossos afectats d’osteoartritis. En cavalls, vaques,
ovelles i gats la concentracié plasmatica de R(-) és major a l'administrar el CP
racemic IV, igual que en una administraci6 SC en gats i vedells i en una
administracié oral (AO) en gossos. Tenint en compte tota aquesta informaci6 es
dedueix la gran variabilitat existent en la PK per els enantiomers en les diferents
especies de mamifers, la qual cosa a nivell clinic pot derivar a certes diferencies.
L'eliminacio del CP per I'organisme es dona per glucuronidacio. Aquest procés esta
catalitzat per enzims de la familia uridin 5'-diphospho-glucuronosyltransferase
(Court, 2014) que es troben predominantment en el fetge (Fang i cols., 2015; Kuehl
i cols., 2005). El CP presenta també variabilitat per als enantiomers en el procés de
glucuronizacié (Maire-Gauthier i cols., 1998). Pel que fa al CP racemic l'eliminacio
és menor en gats que en vedells i vaques. En rates i conills I'eliminacio6 per R(-) és
més gran que per a S(+) (Iwakawa i cols., 1991; Hawkins i cols., 2008). El temps
mitja de residencia i la semivida d'eliminacid per a R(-) és més gran que per a S(+)
després de I'administracié IV en vaques (Lohuis i cols., 1991), gats (Taylor i cols.,
1996), cavalls (McKellar i cols., 2002) i ovelles (Cheng i cols., 2003). En humans la
semivida és de 9.91 * 0.79 hores després d'una administracié IV (Crevoisier,
1982). En humans els glucuronids conjugats de tots dos enantiomers s'excreten de
manera similar en l'orina. En gossos I'enantiomer R(-) és predominantment en el
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plasma, mentre que S(+) és més gran en l'orina i en la bilis. En gossos R(-) i S(+)
s’excreten com glucuronids conjugats en la bilis (Clark i cols., 2003).

Per ultim, cal ressaltar que en preséncia de processos inflamatoris la concentracié
de CP és més gran en teixit afectat que en el plasma (McKellar i cols., 2002).

Estudis de farmacocinetica

Hi ha diferents definicions per a la farmacocinética que pretenen delimitar el
contingut cientific i objectius d'aquesta disciplina. Una de les definicions més
completa seria la ciencia que s’encarrega de 1'estudi dels processos als quals es
sotmet un farmac mentre passa per l'organisme. Tracta d'estudiar i comprendre
que és el que li passa des que s'administra fins a la seva eliminacié de el cos. Una
altra definici6 més completa és la que considera la farmacocinetica com la
disciplina encarregada de l'estudi dels processos d'alliberacid, absorcid,
distribucié, metabolisme i excrecié (LADME) dels farmacs, de les seves bases
fisiopatologiques i de les seves implicacions tant en el disseny de nous farmacs i
formes farmaceutiques com en l'optimitzacié dels tractaments farmacologics
(Doménech i cols., 2012).

Gracies a l'estudi de la farmacocineética es pretén resoldre problemes terapeutics
com individualitzacié de la posologia, detecci6 i control d'interaccions, problemes
d'incompliment de la medicacié (especialment en pacients cronics ambulatoris),
alteracions en la biodisponibilitat per canvis en la forma farmaceutica o en la via
d'administracio, resistencies a el tractament, resposta ineficag o toxica, problemes
de toxicitat,...

Conceptes basics de la farmacocinetica

Quan s’administra un farmac per la via d'administraci6 seleccionada, la resposta
terapeutica de la mateixa es produeix quan, a través de la circulacié sistémica, el
farmac arriba a la biofase o lloc d'accié (Doménech i cols., 2012).

El farmac s’administra a l'organisme mitjancant una determinada forma
farmaceutica i, a excepcié de l'administracié intravenosa, perque el farmac
accedeixi a la circulacio general haura alliberar-se de la formulacié que el conté,
estar dissolt en els liquids biologics presents a la part anatomica de I'organisme en
la qual s’ha situat, travessar les membranes biologiques circumdants a la zona
d'absorcid fins a arribar al torrent circulatori (Carrillo i cols., 2013; Benet i cols,
2019). Per tant, quan s’estudia el transit d'un farmac a través de 'organisme, i en
concret els processos que pateix el mateix, es resumeixen mitjancant I'anagrama
LADME (Figura 6).

42


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=McKellar+QA&cauthor_id=1915228

Alliberacio Distribucio i Metabolisme

Vies dadministracid EMQ

FEMTES

| INTRAVENOSA )

N
\.-()‘_\

ORINA

o SUOR
N

GL.
SUDORIPARES

AIRE

Figura 6: Diagrama del procés d'alliberacio, absorcio, distribuci6, metabolisme i excrecié (LADME)
d'un farmac per diferents vies d'administracio.

Alliberacio

Els processos d’alliberament i dissolucié sén consecutius i, a la practica, el que
s'estudia i quantifica és la velocitat de dissolucié del farmac a partir de la
formulacié que el conté. Cal tenir en compte una premissa basica: farmac dissolt, si
no es produeix una degradaci6 del mateix, equival a farmac absorbit. Aquesta
assumpcié és conseqiiencia del fet que la quantitat o concentracié de farmac
dissolt a la part exterior de la membrana absorvent és sempre superior a la
present en el costat intern de la mateixa. El farmac dissolt travessa la membrana
absorbent sempre a favor de gradient de concentraci6 i, a aquesta situacio, se li
denomina “condicions sink” (Doménech i cols., 2012; Benet. i cols, 2019).

La velocitat de dissolucié dels farmacs depen de factors inherents al propi farmac,
dels excipients emprats en la formulaci6 i de la tecnologia utilitzada per obtenir la
forma farmaceutica.

Absorcio

Després d'administrar un farmac a l'organisme i que aquest estigui dissolt en la
zona d'absorcio, el farmac haura permear a través de les membranes absorbents a
més o menys velocitat, en general d'acord amb un procés de primer ordre; i
majoritariament en funcié de la seva ionitzacié en els liquids biologics i del seu
coeficient de repartiment entre aquests liquids i els lipids components de la
membrana (Escobar i cols., 2012).
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Es important considerar que, tot i que un farmac presenti un alt valor per el seu
coeficient de permeabilitat, no és sinonim que tot el farmac permeat accedeixi a la
circulaci6 sistemica i per extensio s'obtingui la resposta terapeutica esperada. Per
exemple, un farmac administrat per via oral mitjancant quan arriba a I'estémac pot
patir una alteracié quimica en la seva molecula si no és acid resistent, ates que el
pH de I'estomac és acid (pH = 1.2).

Per tant, el que veritablement interessa és avaluar la quantitat de principi actiu
que arriba a la circulacié general després de la seva administracié extravasal a
I'organisme, de la qual es pot esperar resposta terapéutica. El calcul de la quantitat
de farmac que arriba inalterat a la circulacié sistémica es porta a terme mitjancant
els estudis de biodisponibilitat. Es defineix com la quantitat de farmac que accedeix
inalterada a la circulacié sistemica i la velocitat a la qual es produeix el procés
(Doménech i cols., 2012).

Es el procés o conjunt de processos mitjancant els quals el farmac s’incorpora des
de la circulacié sistémica als diferents organs i teixits corporals. La capacitat de
distribucié dels farmacs és molt variable, estant controlada per factors propis d el
farmac com pes molecular, grau d'ionitzacié de la molecula i per factors de tipus
fisiologic com a flux sanguini, capacitat de fixaci6 a proteines plasmatiques i
titulars, permeabilitat de les membranes (Doménech i cols., 2012).

Des del punt de vista fisiologic la distribucié dels farmacs pot ser simple o molt
complexa. El farmac que accedeix a la circulaci6 sistemica pot inicialment fixar-se a
proteines plasmatiques, principalment a l'albimina o penetrar en els eritrocits.
Des del punt de vista farmacocinetic, la distribucié s'estableix com un equilibri
reversible entre el farmac lliure i el unit a teixits o proteines que condiciona el
comportament cinetic del farmac en I'organisme.

Els processos d'eliminacié depuren el farmac de 1'organisme, per biotransformacid
i excrecid. El primer mecanisme condueix a la formacié d'un o diversos productes,
denominats metabolits, generalment amb major polaritat i menor activitat
terapeutica que el farmac original, i posteriorment sén excretats. La
biotransformacié de farmacs es realitza fonamentalment en el fetge mitjancant
diversos sistemes enzimatics, entre els que pot destacar-se el sistema microsomal
responsable de nombroses reaccions oxidatives. Organs i teixits com pulmé, ronyé
o cervell, entre d'altres, localitzen aixi mateix, tot i que en menor proporcio que el
fetge (Escobari cols., 2012).

Els processos d'excrecié permeten I’eliminacié del farmac inalterat a 1'exterior o
cap a aquells conductes que comuniquen amb el mateix. L’excrecié renal
constitueix la via d’excrecié fonamental per a molts farmacs. Tot i que existeixen
vies alternatives d'excrecié com la biliar, la sudoripara, la salivar o la mamaria, que
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contribueixen generalment de manera secundaria a l’eliminacié dels farmacs de
I'organisme (Doménech i cols., 2012).

Models farmacocinetics

Un cop obtinguda la informaci6 sobre l'evolucié de els nivells de farmac,
habitualment concentracions en diferents fluids o teixits de I'organisme (plasma,
orina, teixits,...), s'ha de plantejar el disseny d'un model matematic o d'un metode
d'analisi farmacocinétic apropiat que permeti interpretar els processos de LADME
implicats (Doménech i cols., 2012).

Es dificil classificar tots els models i métodes d'analisi matematics utilitzats en el
camp de la farmacocinetica. Tot i aixi, hi ha els models compartimetnals
(monocompartimenal i bicompartimental) sén els més utilitzats per ajustar les
dades experimentals de concentracions de farmac davant el temps (Carrillo i cols.,
2013).

Els models compartimentals son facils de dissenyar i es formulen matematicament
utilitzant equacions diferencials ordinaries, lineals i de primer ordre. Aquests
models es basen en considerar l'organisme dividit en compartiments de
distribucié homogeénia.

Segons el model monocompartimental 1'organisme estaria compost per un Unic
compartiment, considerant la distribucié del farmac en l'organisme instantania i
uniforme, amb una eliminaci6 des temps 0. La Figura 7 representa l'esquema de el
model suposant I'administracid intravenosa (IV).

Volum
Dosis IV ——————>  {istribucié K eliminacio

Figura 7: Representaci6 esquematica de el model monocompartimental

A causa de la complexitat anatomo-fisiologica dels mamifers, gairebé cap farmac
s'ajusta a un model monocompartimental, ja que la distribuci6 habitualment no és
instantania ni uniforme després de la seva administracié. Per aixo, per descriure el
comportament de la majoria dels farmacs acostuma a ser necessari un model més
complex, el bicompartimental. El model cinetic bicompartimental assumeix que la
distribucié del farmac no és instantania i que els teixits que tenen un major flux o
aport sanguini arriben més rapidament a l'equilibri de distribucié que els que
tenen menor aportacié. Partint d'aquesta premissa, es distingeixen el
compartiment central; que el componen els teixits en els quals l'equilibri de
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distribucié es produeix rapidament i el compartiment periferic; que el componen
els teixits en els que triga més temps en assolir l'equilibri de distribucid
(Doménech i cols., 2001). A la Figura 8 esta representat I'esquema d'aquest model
per a una administraci6 IV.

Compartiment 1 (C1) Compartiment 2 (C2)
K12 |
Dosis IV Volum Volum
distribucio (C1) " distribucié (C2)
21

|

K eliminacio

Figura 8: Representacié esquematica de el model bicompartimental

Nanoparticules

El concepte de nanotecnologia va ser descrit en primer lloc per Feynman I'any
1959. Sobre la decada dels 80’ es va iniciar la investigaci6 amb aplicacié en
diferents camps de la ciencia i a partir de la década dels 90’ fins a l'actualitat es
continua investigant i aplicant de forma creixent.

La nanotecnologia és la ciéncia que estudia la materia a nivell atdomic, molecular i
supramolecular en l'ordre de la nano-escala. S’aplica a nivell quimic, tecnologic,
biologic i biomédic. En medicina humana presenta enormes avantatges. En el
sector veterinari, la seva rellevancia cada vegada és major. Les caracteristiques
d’'una nanoparticula (NP) venen definides per la seva composici6, mida, forma i
tipus de preparacié. Han de tenir una mida inferior a 100 nm (1-100 nm), tot i que
depenent de la seva aplicacié hi ha que superen aquestes dimensions (Parra i cols.,
2015).

Les caracteristiques d’'interes de les NPs i que es poden analitzar instrumentalment
son: pH, osmolaritat, morfologia, mida mitjana de particula, index de
polidispersitat, carrega superficial i eficiencia d’encapsulacié.

Els avencos en nanotecnologia, en humana i veterinaria, han de complir amb els
criteris estipulats pels organismes oficials de cada regié o pais com la Federal Drug
Administration (FDA) i I’Agéncia Europea del Medicament (EMA). Els principals
organismes reguladors han aprovat compostos nanoparticulats per a us en
medicina humana. La FDA, fins a l'actualitat ha aprovat al menys 51 compostos
amb aplicaci6 en nanomedicina, mentre que I'EMA ha aprovat almenys 12
compostos (FDA i EMA (a)).
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D’altra banda, les NPs han de complir amb certs criteris d’aplicabilitat practica com
una elaboracié economica, facil i tecnologicament util. En quant a I'Gs, tant en
medicina humana com veterinaria, han de ser biocompatibles. El material ha de ser
capa¢ d’entrar en contacte amb l'organisme hoste sense afectar el sistema
immunitari i no induir toxicitat ni ser cancerigenes (Parra i cols., 2015).

Desenvolupament de NPs

Per a les NPs polimeériques, la seva elaboracié consisteix en barrejar per separat
una fase organica amb una altra d’aigua. Seguidament, la fase organica s’incorpora
sota una agitacié magnetica. Finalment es rota-evapora el compost organic d'acord
amb els criteris de cada técnica (Figura 9) (Parrai cols., 2015).
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Figura 9: Procés d’elaboracié de les NPs.

Per determinar el tamany i la morfologia de les NPs existeixen diferents técniques
com la microscopia electronica, microscopia electronica de transmissid,
microscopia de forca atomica, Zetasizer... Per a la caracteritzacié fisicoquimica,
s’utilitzen diferents técniques instrumentals per determinar I’estat del farmac dins
de la matriu: espectroscopia infrarroja, difraccié6 amb rajos X... Tanmateix es poden
realitzar estudis in vitro, ex vivo i/o in vivo per determinar la permeaci6, tolerancia
i eficacia de les NPs (Figura 10) (Parra i cols., 2015). Basant-nos en aquestes
estudis, en aquesta tesis hem realitzat diversos experiments ex vivo utilitzant CP en
nanoparticules i en soluci6 en diferents mucoses i teixits oculars d’origen porci.
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Figura 10: Imatge de la nanoparticula de CP [0.75] realitzada amb un microscopi electronic de
transmissio6 (Parrai cols., 2015).

Ventatges de I'is de NPs
Les avantatges de produir NPs versus farmac solubles s6n (Parra i cols., 2015):

- Espoden vehiculitzar una gran varietat de components i farmacs.

- Esnecessita menor quantitat de farmac a incorporar dintre de les NPs.
- Reducci6 de la citotoxicitat.

- Alliberament sostenible del farmac o compost.

- Millor I'especificitat.

- Major capacitat de penetracid.

- Reducci6 de resistencia bacteriana.

Aplicacio en medicina humana

En medicina humana I'aplicacié de les NPs cada vegada és major i esta present en
diferents camps. La indicaci6 principal de les NPs en biomedicina és com a agent
teragnostic. S’apliquen principalment en la detecci6 preco¢ del cancer, el
diagnostic de malalties mitjancant sistemes fluorescents o magnetics utilitzats en
imatge (emeten fluorescencia per detectar les NPs en tumors en els primers
estadis), ultrasons i marcadors genetics. En el camp terapeutic, s'utilitza
principalment en I'area de I'oncologia per la seva selectivitat com a farmacoterapia
(Hassam i cols., 2020).

Tanmateix, es continua investigant I'is de NPs en el tractament de diverses
patologies. Un exemple serien les NPs de Zinc, s’ha demostrat que mata les
cél-lules canceroses sense afectar el sistema inmune. En relacié6 amb les NPs de
Carb6, poden absorbir farmacs com a epirubicina i doxorrubicina usats en la
quimioterapia limfatica (Hassam i cols., 2020).

Altres aplicacions son en els biosensors de glucosa en sang que utilitzen NPs amb
molecules com glucosa oxidasa, proteines d’'unié a la glucosa o petites moléecules
d’'uni6 a la glucosa. A més, les NPs han estat utilitzades en el tractament de
cremades, proporcionant factors de creixement a la zona afectada (Hassam i cols.,
2020).
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En relaci6 a les vies d’administracio, s’ha demostrat que la via cutania és una ruta
favorable per a l'administraci6 de NPs polimériques. Un exemple serien els
hidrogels que contenen dexametasona per al tractament de la psoriasi (Hassam i
cols., 2020).

Us potencial en medicina veterinaria

Una gran varietat de compostos, tecniques i aspectes relacionats amb la
nanomedicina poden ser utilitzats i aplicats de forma molt similar a la medicina
veterinaria.

En clinica veterinaria I'administraci6é IV de NPs d’'Or amb Goma Arabica en porcs i
canins ajuda en la deteccié de teixits tumorals o dany cerebral (epilepsia). Altres
nanomaterials son utilitzats en oncologia, aixi com per al tractament de la
tripanosomiasi en animals i en malalties bucals (Hassam i cols., 2020).

En el camp de la produccié i nutricié en diferents especies també son de gran
interes. Estudis recents han detectat que la suplementaci6é de NPs d’oxid de zinc en
I'aliment d’aus de corral millora I’estat immune, 'activitat reproductiva i ajuda a
prevenir infeccions microbianes. Similarment en pollastres d'engreix s’ha
demostrat que millora el creixement, producci6 i rendiment general. També la
suplementacié amb NPs de plata o en combinacié amb aminoacids millora I'estat
immunologic (Hassam i cols., 2020).

A Tarea reproductiva, I'Gs de NPs millora la fertilitat i protegeix els
espermatozoides. L'is de nanobiosensors és util en la deteccié de 1'estre en la
femella, l'alliberament hormonal, la viabilitat en les funcions dels organs
reproductius i del fetus.

Un altre aspecte interessant, és 1'ds de NPs vehiculitzades que reemplacin els
diluents convencionals dels antibiotics en crioconservacié. En porcs, les NPs
micelars conjugades amb vitamina E millora l'estatus sanitari. Una altra forma
d'aplicacié és a nivell cutani, les NPs han estat utilitzades en el tractament de
cremades aportant factors de creixement (Hassam i cols., 2020).

Eliminacié de NPs

Les NPs polimeériques, en el cos huma i en general en els mamifers, utilitzen
principalment dos processos per descompondre les molecules de gran dimensi6: la
hidrolisi i degradaci6 enzimatica. De manera que com més gran és la hidrofilicitat
del material, més elevada és la velocitat de descomposicié. Factors com la
temperatura, acceleren la cinetica de reaccid i altres variables com la concentraci6
d'aigua, de sals i el pH modifiquen la velocitat d'hidrolisi.
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Les particules amb mides d’entre 0.1 i 7 micres son retingudes pel sistema
reticuloendotelial del fetge i la melsa. En el qual les cel-lules de Kupffer o els
macrofags a la melsa sén els encarregats de la fagocitosi. En canvi, si les NPs s6n
inferiors a 100 nm, solen quedar retingudes en les fenestraciones de l'endoteli
capil-lar. Altres NPs de menor grandaria s'eliminen per filtraci6 glomerular
(Hassam i cols., 2020).

Aspectes toxicologics de les NPs

Els nanomaterials en medicina veterinaria requereixen de més estudis per obtenir
un major coneixement en les diferents especies. Els nous productes farmaceutics
que contenen nanomaterials han de ser testats. A més, si hi ha canvis en la seva
formulacié i disseny, les vies especifiques d'administracié cal que siguin de nou
estudiades.

Tot i la legislacid existent, s'ha de ser molt caut davant de 1's i aplicacié de NPs en
medicina veterinaria. Tenint en compte que a nivell veterinari existeix molta
diversitat d'especies amb enormes diferéncies. Qualsevol espécie pot tenir
diferéncies i variables que poden influir en l'inici i durada de l'efecte terapeutic i
també en la toxicitat del compost utilitzat (Hassam i cols., 2020).

L’especie porcina
El porc domestic s'usa en produccié en el mon de l'alimentacio, en investigacié
biomedica i darrerament com animals de companyia (porc Vietnamita).

El porc és usat com a model experimental, ja que presenta moltes similituds
anatomiques i fisiologiques amb l'especia humana. Es tracta d'un mamifer
monogastric i omnivor, molt social i intel-ligent. S'empra amb freqiiencia en
estudis cardiovasculars, del sistema gastrointestinal, en dermatologia, en transit
transcutani de medicaments i en els mecanismes de cicatritzacio, entre d’altres.
També s’utilitzen en l'aprenentatge i adquisici6 de destresa de teécniques
quirurgiques. Tot i que és una especie que presenta molts avantatges per realitzar
estudis i recerca, actualment el nombre de porcs que s'utilitzen en investigaci6 és
inferior alI'1% (Martin i Orellana, 2016).

Les dades provisionals de I'enquesta de sacrifici del Ministeri d’Agricultura, Pesca i
Alimentacié (MAPA) relatius a I'any 2019 situen la produccié de carn de porc a
Espanya, en xifres récord, amb més de 52.900.000 d'animals sacrificats i uns 4,64
milions de tones de carn produida, xifres que ens mantenen en la quarta posicié
mundial, tan sols per darrere de la Xina, Estats Units i Alemanya. Dins de la Unié
Europea, Espanya es manté en segona posicid, amb un 19,5% de la produccié
comunitaria, i apropant progressivament a Alemanya, que es manté en primer lloc
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amb un 22% de la producci6 de la Unié Europea (UE). Durant l'any 2019 la
produccié ha crescut al voltant d'un 1% en tones i un 2% en nombre de caps,
mantenint la tendenciaalcista d’aquests darrers anys (Figura 11) (MAPA, 2019).

CARNE DE CERDO EN ESPANA: ANIMALES SACRIFICADOS SEGUN
CATEGORIAS (miles de animales)
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Figura 11: Produccid de carn de porc a Espanya dels darrers anys (MAPA, 2019).

Fisiologia de I'’espécie porcina

El porc és un animal molt social, que gaudeix de la companyia d'altres animals de la
seva mateixa especie. En llibertat té un marcat ordre jerarquic, amb grups formats
per diverses femelles i les seves cries, i liderats per la femella dominant. Els
mascles adults o verros viuen separats, llevat que es trobin en el periode
d'aparellament. Els garrins joves sén molt actius i els agrada jugar entre ells o amb
objectes que troben al seu abast (Martin i Orellana, 2016).

Mucoses i teixits oculars

Com s’ha comentat previament, I'is dels AINE’s a nivell local s’ha demostrat molt
efectiu. En aquesta tesis una de les linees de recerca s’ha centrat en tractar
localment diferents mucoses i teixits oculars de I’especie porcina amb diferents
formulacions de CP (veure figura 12).
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Figura 12: Imatge mascroscopica dels teixits oculars (conjuntiva, cornea i esclera) i de les mucoses
porcines estudiades (mucosa vaginal, bucal i sublingual).

Mucosa bucal i sublingual
La cavitat bucal esta dividida en 4 regions (Washingtong i cols., 2002):

- Lazona bucal: correspon al recobriment de vestibul exterior, galtes i llavis.
- Lazona sublingual: correspon a la part inferior de la llengua

- Lagingival: son les genives.

- Lapalatal: compren el vel de paladar i la llengua fonamentalment.

A nivell histologic, la mucosa bucal consta de:

a) L'epiteli bucal.

b) La membrana basal, que connecta 1'epiteli bucal a la Lamina propia.

c) La Lamina propia, formada per teixit conjuntiu lax.

d) La capa submucosa amb teixit conjuntiu lax i teixit conjuntiu glandular amb

la major part dels vasos sanguinis i els nervis.
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Aquests elements estan disposats sobre una capa muscular o os (Figura 13).

Epiteli oral

Membrana basal
Lamina propia

Submucosa
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i nervis)
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Figura 13: Disposicio de la mucosa bucal (adaptada de Washintong i cols., 2002).

Una de les vies alternatives d'administracié que ha merescut especial atencid, és la
via bucal. Cal considerar que la cavitat bucal és una zona d'entrada per determinats
farmacs formulats en formes d'alliberament apropiada que permeten posar el
farmac en contacte amb la mucosa bucal. El sistema vends que irriga la cavitat
bucal, permet que el farmac pugui accedir rapidament a la circulacié sistemica a
través de la vena jugular, evitant 1'efecte de primer pas que puguin patir alguns
farmacs administrats per via oral a I'arribar a el fetge (després de la seva absorcio
a través de la vena porta) (Calpena i cols., 2011). L'administracié de farmacs a
través de la cavitat bucal evita, en el primer cicle de circulacid, el seu pas per la
glandula hepatica. Aquest fet fa, per a molts farmacs, que augmenti la seva
biodisponibilitat tant en magnitud com en velocitat i, com a conseqiiencia la seva
activitat terapeutica. Tanmateix, s’eludeix 1'acci6 del pH gastric sobre les molécules
que no so6n acid resistents i I'accié dels enzims i microflora presents en el tracte
intestinal (Calpenai cols., 2011).

Un altre punt de vital importancia és el seu paper de secretor de saliva, ja que
determina que la boca es trobi permanentment humida, i aix0 repercuteix
directament en la seva capacitat d'absorcié. Pel que fa a el moc, és un altre
component que pot afectar l'alliberament del farmac en la mucosa oral (Rodriguez
icols., 2000; Li T. i cols, 2020).

La permeabilitat mitjana de la mucosa bucal, considerada globalment, és
intermedia entre la percutania i la intestinal (Galey i cols., 1976). Evidentment, a
causa de les estructures i funcions de les seves parts, hi ha diferéncies
considerables en la seva permeabilitat. En principi, es podria establir el segiient
ordre decreixent: sublingual > bucal > palatal > gingival (Galan i Torres, 2012). La
mucosa sublingual és la més prima, la bucal és més gruixuda i la palatal i gingival
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es troben queratinitzades. Per aquest motiu, en els nostres estudis ens hem centrat
en la mucosa sublingual i bucal.

Mucosa vaginal

La vagina forma part de I'0rgan reproductiu femeni (Figura 14). L’estructura de la
vagina es composa per diferents capes: epiteli estratificat no queratinitzat (que pot
canviar la seva amplada en funi6 de I’etapa del cicle estral on es troba la femella),
lamina propia (teixit connectiu), la capa muscularis i la tinica adventicia. La vagina
és distencible, gracies a que té diversos plecs en el seu epiteli que li permet
augmentar la seva superficie. El recanvi cel-lular a la vagina és cada 10-15 capes
cada setmana. La vagina no presenta glandules secretores. Tot i aixi, el seu epiteli
esta cobert per un fluid que s’origina principalment de la seva trasudaci6 i les
glandules cervicals (Katz i cols., 2013)

Figura 14: Vista dorsal interna de la vagina porcina

En quan a l'administracié de farmacs, en medicina humana hi ha numerosos
farmacs que s’administren localment a la vagina. Un factor limitant dels farmacs en
aquest teixit és la bioadhesi6. Si els farmcas utilitzats no tenen una elevada
bioadhesid a la mucosa, hi haura una baixa retencid en el teixit i goteig. Per tant, és
necessari que els farmacs utitlitzats per aquesta via presentin elevada
mucoadhesio. Les formulacions mucoadhesives proporcionen una interaccié6 amb
la mucosa i per tant, aumenta el temps de residencia del farmac en el lloc d’accié
(Machado i cols., 2015).

Teixits oculars

L'ull és una de les estructures que presenta major complexitat tant histologica com
funcional. En mamifers les diferéncies s6n minimes, es destaca el nombre de
vegades en que es presenta el reflex palpebral i la preséncia o no de la tercera
parpella (Williams i cols., 1995).
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El globus ocular esta constituit per tres estrats: l'estrat extern (esclerotica i
cornia), l'estrat intermedi (Gvea) i l'estrat intern (retina). La esclerotica esta
formada de teixit fibrds que té la forma de segments de dues esferes, 1'esclerotica i
la cornia. Rodejant el globus ocular es troba un teixit anomenat conjuntiva (veure
figura 15).
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Figura 15: Estructura del globus ocular.

Comparativament, el teixit ocular porci és un dels més semblants a 1'home
juntament amb els primats i conills. En aquest cas cal destacar l'abséncia del
tapetum a l'ull porci, el qual esta present en altres animals com la vaca, ovella i
conill. Altres similituds entre 1'ull huma i porci es centren en el pigment de I'epiteli
retinal, els fotoreceptors cel-lulars, el gruix escleral i el contingut d'aigua. El teixit
escleral en l'especia humana i porcina té un gruix similar. Per a totes dues
especies, l'esclerotica tendeix a tenir un maxim espessor en el pol posterior,
decreixent a un minim prop de I'equador i després augmenta de nou en el limbus.

Des del punt de vista de la permeacié dels farmacs les estructures anatomiques
que resulten involucrades son la cornia, I'esclerotica i la conjuntiva, sent la primera
la que revesteix més interés atés que la majoria de les malalties oculars
comprometen principalment aquesta.

Benestar animal

La comprensio, el manteniment i la promocié del benestar dels animals s6n un
component integral de tots els sistemes de produccié ramadera i investigacié
animal. L’estudi de la inflamacio, el dolor associat a ella i el seu tractament es basa
en garantir el benestar animal de qualsevol especie.

El benestar animal investigacio: principi de les 3Rs
El Tractat de Funcionament de la Unié Europea reconeix que els animals sén éssers
sensibles i estableix que s'han de tenir plenament en compte les exigencies de
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benestar animal. Especificament es refereix al fet que el benestar dels animals s'ha
de tenir en compte al formular i aplicar la politica de recerca i desenvolupament
tecnologic. El benestar animal es basa en un principi: el principi de les 3Rs descrit
els anys 60 per dos biolegs, Russel i Burch, en el seu llibre "The Principle of
Humane Experimental Technique":

- Reemplacament d'animals per altres opcions en les que aquests no
s'utilitzin, com sén, per exemple, els mitjans audiovisuals o les técniques de
realitat virtual.

- Reduccio del seu nombre, gracies a el desenvolupament i aplicacié d'estudis
estadistics, que permetin establir clarament quina és la quantitat minima
d'individus que permeten obtenir resultats cientifics satisfactoris, o de
l'eleccié de les espécies animals més adequades a I'estudi a realitzar.

- Refinament de les actuacions sobre els animals i la millora de les seves
condicions de vida. Associats a aquesta idea s'impulsen conceptes com
I'enriquiment ambiental, 1'ds d'anestesia i analgesia, la classificacié de
severitat dels procediments o I'establiment de criteris de punt final
primerencs.

El benestar animal en producciéo ramadera

El benestar animal és un tema que en les darreres decades ha atret una atencio
important per part del public a mesura que s’intensifica el desig de saber on i com
es produeixen els aliments. Amb el pas del temps, moltes definicions de benestar
animal han sorgit dins i entre productors, investigadors, veterinaris, consumidors,
envasadors i minoristes. Tots els sectors solen incloure alguna combinaci6 de les
seglients arees d’enfocament: funcié biologica (funcié immune, creixement, etc.),
estats afectius (por, dolor, fam, etc.) i viure al medi natural (Zimmerman i cols.,
2019). Per tant, el benestar dels animals no es pot avaluar només com a qiiestié
técnica, siné que ha d'incloure una consideracio ética.

Alguns sectors i especialistes es centren en el funcionament biologic dels animals
com a indicador de benestar clau, que inclou parametres com I'exit reproductiu, la
funcié immune, la preséncia de malalties i lesions (Zimmerman i cols.,, 2019).
D’altra banda, I'avaluacio6 d’estats afectius com la por, I'angoixa, el dolor i també els
estats positius (com el plaer) s’utilitzen en part per mesurar i comprendre 'estat
de benestar d’'un animal.

El 1965 es va formar la Comissié Brambell per determinar quins components sén
essencials per garantir el benestar dels animals en les espéecies ramaderes. Basant-
se en una revisi6 de la literatura cientifica disponible en aquell moment, la
comissié va proposar diverses condicions que es consideraven necessaries per
garantir el benestar del bestiar. El 1979, el Consell de Benestar Animal de la Granja
va revisar el Brambell. La Comissié va recomanar i va crear les "cinc llibertats". Les
"cinc llibertats" serveixen de base per a molts dels programes i regulacions
educatives, d’avaluacié i d’auditoria a nivell mundial sobre el benestar ramader.
Les cinc llibertats inclouen els aspectes critics del funcionament biologic (salut i
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nutricid), mesures basades en la naturalesa (expressi6 de comportament normal) i
estats afectius (por i angoixa), tal com es va comentar anteriorment.
Aquestes llibertats sén (Zimmerman i cols., 2019):

- Alliberament de la fam i la set gracies a 'accés a I'aigua dolga i a una dieta
per mantenir la salut i el vigor.

- Alliberament de les molesties proporcionant un entorn adequat, inclos
refugi i una zona de descans comoda.

- Alliberament del dolor, lesions i malalties mitjancant la prevenci6é o el
diagnostic i tractament rapids.

- Llibertat d’expressar un comportament normal proporcionant suficient
espai, instal-lacions adequades i companyia del tipus propi de I'animal.

- Alliberament de la por i I'angoixa garantint condicions i tractaments que
evitin el patiment mental.

Darrerament, 1'Organitzaci6 Mundial per a la Salut (OMS) ha definit el benestar
animal com "Com s'enfronta un animal a les condicions en que viu" i proporciona
exemples que contribueixen al bon benestar animal que inclouen una combinacié
de funci6 biologica i estat afectiu i conceptes de vida natural. L’'OMS és reconeguda
per I'Organitzaci6 Mundial del Comer¢ com l'organisme internacional de
normalitzacié per a la salut i el benestar dels animals. Per tant, aquesta definicié
sovint es fa referencia a les discussions internacionals sobre el benestar dels
animals.

Avaluacio del benestar animal

Les mesures de benestar animal a la granja o estabularis normalment es divideixen
en dues categories: mesures basades en recursos o basades en els animals.

Les mesures basades en recursos també s’anomenen mesures basades en
I'entrada, la gestié o el disseny. Alguns exemples inclouen la quantitat d’espai, la
densitat d’estoc, la quantitat i la qualitat de 1'alimentacid i de I'aigua, la freqiiencia
de les inspeccions i la formacié dels cuidadors. L'inconvenient de les mesures
basades en els recursos és que son indicadors indirectes de benestar animal i, per
tant, no proporcionen una avaluacié real de la manera com I'animal afronta el seu
entorn (MAPA, 2012). Tot i aixi, I'avantatge de les mesures basades en recursos és
que poden identificar les causes potencials d’'un mal maneig i es poden detectar
abans que el benestar d'un animal es vegi afectat negativament.

Les mesures basades en animals també s’anomenen mesures basades en la
producci6 o el resultat. Alguns exemples inclouen la mortalitat, la morbiditat, les
taxes d’abatiment, coixesa, lesions, condici6 corporal, comportaments
estereotipics, comportaments agressius i comportaments de por. Per tant, sén
indicadors directes del benestar animal i permeten variacions en el disseny i gestié
del sistema (Zimmerman i cols., 2019). El desavantatge d’aquestes mesures és que
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tendeixen a ser indicadors de “retard”, és a dir, que ja s’han produit en els animals i
cal corregir-los el més rapid possible.

Un programa robust d’avaluacié del benestar animal hauria d’incloure tant
mesures basades en animals, per identificar i entendre plenament el benestar real
de I'animal, com mesures basades en recursos, per identificar les possibles causes
de mal estat. L’estat del benestar d’'un animal és dinamic i pot ser influit per canvis
subtils en la seva salut o en el medi ambient. Per tant, el control del benestar dels
animals ha de ser un procés continu.

El dolor en I'’especie porcina

L’educacio dels professionals i investigadors sobre la importancia de reconeixer el
dolor, proporcionar analgesia és un pilar base en el benestar animal. Actualment,
la informacié disponible ajuda al reconeixement del dolor i en conseqiieéncia, hi
hagut un augment en 1'ds d'analgesics en petits mamifers, com 'espécie porcina. La
gestio del dolor es pot millorar proporcionant analgesics pre, intra i postoperatori,
oferint analgésia multimodal i augmentant 1'is dels AINEs (Coulter i cols., 2009,
2011).

El reconeixement del dolor en porcs pot ser un repte. Els porcs s6n animals estoics,
perdo també so6n una espécie de presa inclinada a emmascarar els signes de
malaltia, debilitat, dolor o vulnerabilitat fins que ja no puguin compensar-ho. Els
signes de dolor poden ser subtils i reconeixer-los depen d’'una observacié acurada,
d’'un coneixement basic de la normalitat del comportament porci i sentit comu. Els
estudis que documenten signes de el dolor en porcs s'han limitat principalment al
dolor associat amb practiques habituals de gestié en porcs comercials (com ara la
mossegades de cues, retallada de dents i castracio). Tot i aixi, fa uns anys es va
realitzar un estudi per establir una escala per avaluar el dolor i els efectes dels
analgesics en minipigs utilitzats en investigaciéo (Egger i cols. (b), 2014). Aquesta
escala es pot extrapolar al porc comercial amb certa precaucié. Es important
reconeixer els primers canvis que experimenta un animal al sentir dolor. Un
ramader o investigador observador sera el primer a reconeixer els subtils canvis
de comportament que suggereixen que alguna cosa no funciona. Fins i tot petits
canvis en el comportament poden indicar dolor o malestar.

Diversos indicadors del dolor, angoixa o malaltia en porcs son similars a les
observades en altres espécies. Malgrat aixo, també cal recordar que cada porc és
un individu i la sensibilitat al dolor pot variar en funcio de l'edat, el genere i
lapersonalitat, aixi com la durada i la gravetat del dolor.

Un bon indicador del dolor en porcs és la disminuci6 de la ingesta d'aliments, aixi
com un menor temps dedicat a menjar (Egger i cols. (b), 2014; Luna i cols, 2020).
La disminuci6 de la ingesta d'aliments pot ser un signe subtil en els porcs
comercials, ja que es troben en grups. No tots els porcs malalts o dolorosos deixen
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de menjar, pero és probable que tots els porcs que deixen de menjar pateixin algun
tipus de dolor.

Un altre signe important de dolor o molestia en un porc és la disminuci6 de
I'activitat. S’ha demostrat que els porcs malalts o amb dolor s6n menys actius
(Holdcroft, A., 2005). Poden passar més temps reclinats i demostrar una reticéncia
a moure’s o canviar de posicio. Tanmateix, canvis en la postura poden ser un signe
important de dolor o angoixa. Porcs amb artritis del membre anterior sovint es
mantenen en posicié inclinada amb més pes a les extremitats caudals. Els porcs
amb dolor també poden ser rigids, tremolar o aillar-se dels altres porcs (Egger i
cols. (b), 2014; Luna i cols, 2020). (Figura 16).

O VA IR g
BRI ) BT R %
L) R :

16

Figura 16: Posici6 inclinada degut a I'artritis del membre anterior en un porc (Egger i cols. (b), 2014).

Els canvis en la deambulacié també poden ser suggeridors de dolor, i aquest és un
signe particularment important quan es tracta de porcs envellits. L’artritis és una
dels problemes més freqiients en porcs geriatrics i esta associat al dolor cronic.

L'augment de la irritabilitat i I'agressivitat pot ser un signe de dolor o molesties en
alguns porcs (Murison i cols., 2009).

D’altra banda, s'ha associat un augment de la freqiiencia cardiaca i respiratoria
amb el dolor en la majoria de les espécies. Tot i que poden ser parametres
indicadors del dolor en porcs, cal anar amb compte, ja que avaluar només aquests
parametres per si sols es poden confondre amb estrés (Murison i cols., 2009).

Finalment, la vocalitzacio pot ser util per determinar si un porc esta en dificultats o
experimenta dolor o malestar. Els porcs sén notoriament vocals i produeixen una
amplia i complexa gamma de sons. Es necessita molta experiéncia per saber si un
porc té gana, por, agitacié o dolor. La freqiiéncia, amplitud, to i durada de les
vocalitzacions del porc, inclosos els xiscles i crits, tendeixen a augmentar amb
dolor o angoixa (Egger i cols. (b), 2014).
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HIPOTESIS
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Els AINEs s’utilitzen sobretot com antiinflamatoris, antipiretics i analgesics. El CP
s'utilitza en nombroses especies, ja que s’ha demostrat la seva eficacia i
tolerabilitat. La seva principal indicacio és pel tractament del dolor, tant agut com
cronic. Tot i aixi, fins 'actualitat, el CP no ha estat gaire estudiat en la espécie
porcina, per aquest motiu s’aborda aquest estudi.

La hipotesis principal d’aquesta investigacio és trobar noves formes de dosificacid
del CP per diverses vies en I'especie porcina.
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OBJECTIU GENERAL

Actualment els tractaments recomanats per tractar la inflamaci6 i disminuir el
dolor sén els AINE’S , que presenten avantatges i algun efecte secundari advers.
Per presentar alternatives terapeutiques que ajudin al tractament hem volgut
coneixer la capacitat de permeacio6 del CP a través d’estudis ex vivo vehiculitzat en
nanoparticules o en solucié per aconseguir coneixer la seva possible eficacia,
tolerancia i seguretat mitjangant estudis biofarmaceutics.

Per aconseguir coneixer les possibles aplicacions veterinaries d’aquest farmac en
aquesta espécia ens hem proposat realitzar un estudi farmacocinetic en la especie
porcina i aixi, poder avaluar tots el parametres per la via intravenosa i
intramuscular. D’aquesta manera, aquestes dades ens permetran poder establir
una possible pauta posologica a recomanar en aquesta especie.

En la figura 17 es mostra de manera grafica els objectius del present treball de
recerca.
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Figura 17: Objectius generals del present estudi.
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OBJECTIUS PARTICULARS

1.

Validar el métode analitic amb cromatografia liquida d’alta eficacia (HPLC)
per mostres biologiques d’origen porci i estudis de permeaci6 intrinseca del
CP en mucoses i teixits oculars.

Determinar la capacitat de permeacio6 en diferents teixits d’origen mucos i
ocular de NPs de CP (CP-NPs) i del CP en solucié (CP-Soluci6).

Analitzar la quantitat retinguda en els teixits estudiats susceptible de donar
efecte terapeutic.

Determinar la seguretat estudiant la prediccié del nivells plasmatics que
s’assolirien després d’administrar les NP.

Observar la integritat del teixit mitjancant estudis histologics.

Validaci6 de metode analitic per cromatografia liquida d’alta resolucio
acoplada a I'’espectrometria de masas (LC/MS/MS) en plasma de porc.
Determinar els parametres farmacocinetics mitjancant la farmacocinetica
per via IVIIM en porc.

Establir la biodisponibilitat del CP en 'espécie porcina.

Cercar les quantitats retingudes en ronyo i fetge per estudiar si hi ha efecte
acumulatiu en aquests teixits.

10. Establir un regim posologic del CP adient a I’'espécie porcina.
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Els resultats derivats de la realitzaci6 d’aquest treball de recerca han donat lloc a
dos articles cientifics publicats en revistes d’ambit internacional i una tercera
pendent d’enviar, totes es presenten a continuacié acompanyades d'un breu
resum.
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Resum

El CP, un medicament antiinflamatori no esteroideu, s’utilitza sobretot en medicina
veterinaria per la seva activitat analgesica i antiinflamatoria. Alguns efectes
indesitjables s’associen a la seva administracié sistéemica. Les rutes locals
alternatives sén especialment utils per facilitar la seva administracié en animals.

L’objectiu principal d’aquest article és validar la idoneitat dels experiments de
permeacié ex vivo de CP en membranes mucoses porcines (bucals, sublinguals i
vaginals) i teixits oftalmics (cornia, esclera i conjuntiva) destinats a ser
representatius de condicions in vivo. S’ha validat I'analisi cromatografic de mostres
de membrana impregnades de CP i mostres de farmac retingut seguint les pautes
bioanalitiques estandard. Els resultats havien mostrat relacions lineals amb bons
coeficients de correlaci6 (R2>0.998 i R >0.999) en el rang de 0,78 a 6,25 mg/mL i
de 3,125 mg/mL a 100 mg/mL respectivament. Els limits baixos de quantificacié al
voltant de 0,40 pg/mL van permetre seguir nivells de permeaci6 fins a un minim
del 0,40% de la dosi aplicada localment. Aquest metode va mostrar una bona
exactitud i precisi6 amb valors inferiors al 2%. Els nivells de recuperacié de
farmacs en mostres de teixit es van avaluar amb tamp6é aqués de PBS per
preservar la integritat histologica. Es van assolir valors reproduibles inferiors al
30% en tots els teixits, cosa que suggereix que és un meétode poc perjudicial pero
de baixa eficiencia i per tant, es requereix I'is de dissolvents addicionals per
millorar els percentatges d’extraccid.

Com a prova de concepte, s’ha realitzat una serie de proves de permeaci6 de CP en
cél-lules de difusi6 vertical de Franz seguides d'un estudi histologic per a la seva
avaluaci6 critica. A més, es van preparar mostres semblants a la retencié de teixits
sintetics per verificar el valor d’aquest estudi experimental. No es van detectar
interferencies maximes rellevants.

En conclusio, els resultats demostren la idoneitat d’aquest test per quantificar la
distribucié de CP amb una bona tolerabilitat histologica.
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Graphical Abstract

En la figura 18 es mostra el graphical Abstract d’aquest article.
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Figura 18: Graphical abstract de I'article 1.

70



veterinary ‘/\
sciences MDPI|

Article

Carprofen Permeation Test through Porcine Ex Vivo
Mucous Membranes and Ophthalmic Tissues for
Tolerability Assessments: Validation and
Histological Study

1 4 5

Lidia Gémez-Segura (), Alexander Parra 2, Ana C. Calpena 340, Alvaro Gimeno

and Antonio Boix-Montaries 3-4*

1 Department of Medicine and Animal Health, Faculty of Veterinary, Autonomous University of Barcelona,

Bellaterra, 08193 Barcelona, Spain; lidia.gose@gmail.com

Department of Veterinary Medicine and Zootechnic, Faculty of Agricultural Sciences,

University of Applied and Environmental Sciences, RX22+57 Bogota, Colombia; aleparra@udca.edu.co
Department of Pharmacy and Pharmaceutical Technology and Physical Chemistry,

Faculty of Pharmacy and Food Sciences, University of Barcelona, 08028 Barcelona, Spain;
anacalpena@ub.edu

Institute of Nanoscience and Nanotechnology (IN2UB), University of Barcelona, 08028 Barcelona, Spain
Department of Animal Research, Animal House of Bellvitge, University of Barcelona, CCiT-UB,
Hospitalet de Llobregat, 08907 Barcelona, Spain; alvarogimeno@ub.edu

*  Correspondence: antoniboix@ub.edu

check for
Received: 24 August 2020; Accepted: 5 October 2020; Published: 10 October 2020 updates

Abstract: Carprofen (CP), a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID), is profusely used in
veterinary medicine for its analgesic and anti-inflammatory activity. Some undesirable effects are
associated with its systemic administration. Alternative local routes are especially useful to facilitate
its administration in animals. The main aim of this paper is to validate the suitability of ex vivo
permeation experiments of CP with porcine mucous membranes (buccal, sublingual and vaginal) and
ophthalmic tissues (cornea, sclera and conjunctiva) intended to be representative of naive in vivo
conditions. Chromatographic analysis of CP in membrane-permeated samples and drug-retained
have been validated following standard bioanalytical guidelines. Then, recovery levels of drugs
in tissue samples were assessed with aqueous phosphate buffered saline (PBS) buffer to preserve
the histological integrity. Finally, as a proof of concept, a series of CP permeation tests in vertical
Franz diffusion cells has been performed to evaluate permeation flux and permeability constants
in all tissues, followed by a histological study for critical evaluation. Furthermore, synthetic tissue
retention-like samples were prepared to verify the value of this experimental study. Results show
linear relationships with good determination coefficient (R? > 0.998 and R? > 0.999) in the range of
0.78 to 6.25 mg/mL and 3.125 mg/mL to 100 mg/mL, respectively. Low limits of quantification around
0.40 pg/mL were allowed to follow permeation levels until a minimum of 0.40% of the locally-applied
dose. This method showed a good accuracy and precision with values lower than 2%. After the
recovery technique, reproducible values below 30% were achieved in all tissues, suggesting it is a
non-damaging method with low efficiency that requires the use of further solvents to enhance the
extraction percentages. After permeation and histology tests, no relevant peak interferences were
detected, and no cell or tissue damage was found in any tissue. In conclusion, results demonstrate
the suitability of this test to quantify the distribution of CP with good histological tolerability.

Keywords: carprofen; HPLC; permeation test; histological integrity; mucous tolerability; ophthalmic
tolerability

Vet. Sci. 2020, 7, 152; d0i:10.3390/vetsci7040152 www.mdpi.com/journal/vetsci
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1. Introduction

Carprofen (CP) is a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) that inhibits microsomal
cyclooxygenases (COX), which catalyze the oxygenation of arachidonic acid to prostaglandin H2
(PGH2) [1]. Type 2 cyclooxygenase (COX-2) is the inducible form of the enzyme and is related with
inflammation processes.

Currently, CP is not used in humans due to episodic adverse effects such as photoallergic cases
after mishandling on an industrial scale [2]. However, it is a drug widely used in veterinary medicine
as an anti-inflammatory. There is variety of veterinary therapeutic indications: osteoarthritis [3,4],
bovine mastitis [5], analgesic [6,7] and respiratory diseases requiring antibiotics [8,9]. Its absorption
kinetics have been investigated in numerous species of animals (horse [10,11], dog [12-14], cat [15],
broiler chicken [16] or rat [17]). However, to the extent of our knowledge, there are no studies in pigs.
Its chronic administration is not preferable for its chirality [18] and its systemic distribution is associated
with gastric ulcers, abdominal pain, vomiting and nephrotoxicity [19]. If administered systemically
and over a long period of time, it has been reported to cause occasional liver toxicity [20-22].

This hepatoxicity, detectable with histopathologic documentation of hepatic necrosis and also renal
tubular disease, requires its discontinuation [23]. Additionally, episodes of NSAID phototoxicity [24]
can be avoided if systemic distribution is precluded. For these reasons, it is expectable that its
local administration would provide a better tolerability for both humans and animals as with other
NSAIDs [25], although its pharmacokinetics is still not well known. A successful local administration
ensures adequate drug amounts at the site of action at a suitable rate. Therefore, the evaluation
of its transmembrane permeability and retention with ex vivo membranes demands its analytical
quantification in the target tissues to assure drug level profiles in these series of tissues, for example,
mucosal or ophthalmic tissues.

Thus, the objective of this investigation was to validate a quantification method of CP in
permeation and/or membrane retention samples following standard bioanalytical and permeation
test guidelines [26-29], and using different porcine membranes, obtained ex vivo, available for
local administration such as cornea, conjunctiva and sclera and also sublingual buccal and vaginal
mucous membranes.

As a proof of concept of this preliminary validation, the intrinsic permeation of CP through these
tissues was investigated to evaluate the adequacy of this ex vivo test to estimate the corresponding
parameters of drug permeation—penetration. In addition, we confirm there is no damage toa cell
structure with a histological examination.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and Reagents

CP was supplied by Capot Chemical (Hangzhou, China), deionized water (18.2 MQ).cm) was
generated with a MilliQ System (Waters corp.). Potassium dihydrogen phosphate (HyKPOy),
disodium phosphate (HNa;PO,) and methanol analytical grade were supplied by Panreac Quimica
(Barcelona, Spain) and dimethyl sulfoxide (DMSO) was acquired from Fisher Scientific (Fisher Scientific,
Leicestershire, UK). All other chemicals and reagents had suitable analytical grades (Fisher Scientific,
Leicestershire, UK).

2.2. Biological Materials

Specimens of mucosal and ocular tissues were obtained ex vivo from female pigs (Landrace x
Large White cross, 4045 kg), resulting from surplus of surgical studies following the study protocol of
the Animal Experimentation Ethics Committee of the University of Barcelona with ethic code 514/18.
Animals were anesthetized with intramuscular (i.m.) ketamine (3 mg/kg), xylazine (2.5 mg/kg), and
midazolam (0.17 mg/kg) and, after the surgery practices, pigs received an intravenous (i.v.) overdose
of sodium thiopental. Immediately, mucous membranes, buccal, sublingual and vagina, and eye balls,
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were excised, debrided in the laboratory to obtain the corresponding sclera, cornea and conjunctiva
and frozen by placing them in containers with a phosphate buffered saline (PBS) mixture containing
4% albumin and 10% DMSO (as cryoprotective agents) and stored at —80 °C in a mechanical freezer
until their use (see Figure 1). The day before their use, specimens were cut in 700 um parallel slices
with a mucotome GA 630 (Aesculap, Tuttlingen, Germany) [30-32] (see Figures 1 and 2) and mounted
in vertical Franz-type cells of diffusion (Vidra Foc, Barcelona, Spain) to perform the ex vivo experiment.
In addition, other untreated samples were also saved to perform the histological study later.

Figure 1. Exvivoporcine ophthalmicand porcine mucous used as permeation membranes. (A): conjunctiva;
(B): cornea; (C): sclera; (D): buccal mucous; (E): sublingual mucous and (F): vaginal mucous.

Figure 2. Tools used in permeation tests. (A): 0.64 cm? Franz diffusion cell; (B): 2.54 cm? Franz diffusion
cell and (C): mucotome.

In these experiments of diffusion (described later in the text), two kinds of samples were expected
tobe obtained: permeation samples consisting of CP solutions in buffer saline, and penetration samples,
consisting of samples of each tissue that imbibed CP (drug retention), which required an additional
extraction procedure prior to the HPLC analysis.
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2.3. Buffers and Solutions

Phosphate buffered saline (PBS) was formulated dissolving HNa,POy (11.88 g) and H,KPO4
(9.08 g) in 1 L deionized water (20 mM). pH was adjusted to pH = 7.4 using a pH meter (Crison
Instruments S.A., Alella, Spain) correcting the osmolality to 300 mOsm/L aided with a Fiske 3320
osmometer (Advanced Instruments, Norwood, MA, USA) and stored at 5 °C for a maximum of
three months.

Mobile phase for ultra-violet high-performance liquid chromatography (HPLC-UV) analysis was
prepared by dissolving HyNaPOjy (1.36 g) in 1 L of deionized water, adjusting to pH = 3.0 using a
pH-Meter (Crison Instruments S.A., Alella, Spain) and diluting 25:75 with methanol.

pH 7.4 buffer phosphates saturated with tissue (PBSm: PBS saturated with mucous and PBSo:
saturated with ophthalmic tissue) were made by immersing freshly made PBS in minced mucous or
ophthalmic tissue specimens (1:100, w/w) during 6 h continuous agitation. They were used to prepare
the dilutions of calibrator curve standards for mucous membranes (PBSm) or ophthalmic tissues
(PBSo).

CP saturated solution 1500 ug/mL (CP-Sat) was prepared adding to a glass beaker 100 mL PBS
and small aliquots of CP towards 150 mg (near saturation) under stirring. After 10 min repose, solution
was filtered through a 0.45 um nylon filter (Teknokroma, Barcelona, Spain) and stored at 20 °C.

2.4. Calibration Curve Standards (CCS), Quality Control Standards (QCS) and Fortified Samples (FS)

Two series of calibration standards were prepared with respective PBSm or PBSo imitating
the samples of mucosal or ophthalmic permeation tests. Two calibration ranges were established,
depending on the expectable experimental concentrations: 0.78 to 6.25 and 3.125 to 100 ug/mL. Mother
solution was prepared daily as a 1000 ug/mL stock solution. Dilutions were prepared diluting the
corresponding aliquots in PBSm or PBSo in 10 mL volumetric flasks and stored at 5 °C.

For the analytical runs of real samples, quality controls (100, 6.25 and 0.78 pug/mL) were prepared
and stored at 5 °C (for no more than ten days) to be used as interleave samples in each run: initial,
middle, final of each sequence. Sample run was considered acceptable if relative errors of QCS were
lower than +5%.

Tissue samples fortified with CP [29] were prepared for the evaluation of drug retention recovery:
1mL CCS-100 (100 pg/mL) was added to accurately weighed samples of each tissue (in duplicate). Each
vial remained at 37 °C/6 h to simulate the membranes during a permeation experiment. Afterwards,
the liquid was removed, the membranes rinsed, and each series of liquids were stored in vials to
analyze the residual amount of carprofen. The difference with the initial amount of carprofen was
considered to be the amount of drug charged inside these fortified samples.

2.5. Carprofen Solubility

Aliquots of 10 mg CP were iteratively incorporated in 100 mL fresh PBS with continuous stirring
until transparency disappeared (true saturation). Subsequently, the vial was stored for 24 h/20 °C in
darkness to become limpid. The supernatant was filtered through nylon 0.45 um and diluted 1:1000.
Finally, it was analyzed with HPLC-UV and interpolated in a calibration line yielding a CP solubility
of 1781.92 pg/mL.

2.6. HPLC-UV

Chromatographic analysis (Waters LCM1 plus; Waters Co., Milford, Maryland, USA) was
performed with a C18 reversed-phase column (Simmetry 5 um 3.9 X 150 mm®, Waters Co., Dublin,
Ireland). The mobile phase was filtered through a 0.45 um nylon membrane (Technokroma, Barcelona,
Spain) and degassed by sonication. Calibration standards and permeation samples were stored at5 °C
in closed vials that contained a minimum of 50 puL of each sample. Drug was eluted with a flow rate of
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1.0 mL/min, detected at 235 nm inside the range of 2 to 3 min and integrated with serial Millenium®
software (Waters Co., Milford, MA, USA).

2.7. Analytical Method Validation

Validation of the analytical procedure consisted of the evaluation of linearity, range, accuracy,
recovery and precision following the concerned indications from the guidelines of European Medicines
Agency [26], Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria [27], Conference on Harmonization
guidelines (ICH) [28] and the Scientific Working Group for Forensic Toxicology [29]. Results were
treated considering two calibration ranges: from 100 to 3.125 ug/mL in a high concentration level and
from 6.25 to 0.78 ug/mL in a lower concentration level.

2.7.1. Specificity-Selectivity

It was assessed using actual samples from preliminary mucous or ophthalmic tissues permeation
experiments generated as described in Section 2.2. Samples were blanks of PBSm or PBSo (1 = 3) and
blanks of PBSm or PBSo spiked with CP at 6.25 pug/mL (n = 3) stored in closed vials and exposed to
37 °C for 6 h prior to quantification. In addition, three last-time samples of tissue permeation tests
(mucous samples and ophthalmic tissues) were also analyzed.

Resolution between CP and the first adjacent peak was estimated as described in previous
studies [33]: peaks of mobile phase or sample baseline should not interfere with active peak. The peak
of CP is pure (purity threshold > purity angle) and the resolution between adjacent peaks is greater
than 1.5.

Assuming that a source of unspecificity could be associated with any alteration of the histology,
membranes used in the tissue permeation test were inspected with the microscope as described in
Section 2.8.4.

2.7.2. Linearity and Range

Linearity was verified from the assessment of precision and accuracy (see Section 2.7.4) and
calculated with calibration standards prepared with PBSm (from CCS 0.78 to CCS 100) in three interday
runs. The least square linear regression analysis and mathematical calculations were performed
with Prism 5.0 software (GraphPad software Inc., San Diego, CA, USA). The slopes between the
instrumental signal and the nominal drug concentration were estimated and differences as a function
of the concentration level were evaluated with a one-way ANOVA. Differences were considered
statistically significant if p < 0.05.

The working range between the lower and upper concentrations [28] was assumed if determination
coefficients were significant (p < 0.05) and precision and accuracy were considered adequate as described
in Section 2.7.4.

2.7.3. Determination Limits

Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were calculated (1 = 3) based on the standard
deviation of the response and the slope of the calibration curve, used as described formerly [27,33].

2.7.4. Accuracy and Precision

Precision and accuracy values were calculated at the concentration levels of: CCS-100, CCS-6.25
and CCS-0.78. The interday values were calculated after analyzing the samples of 3 different days.

Precision was expressed as the relative standard derivation (RSD, %). The accuracy, being
the closeness between the interpolated value and the nominal concentration of the standard [34],
was expressed as the maximum values of the relative error (RE, %). Both were calculated as described
in documents cited under Section 2.7.
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2.7.5. Stability of Standards

Samples obtained during the permeation experiments were stored at 5 °C and daily analyzed
without intermediate freezing. No sample stability for permeation experiments was investigated.
Stability of CCS and QCS standards was verified by storing samples at 5 °C and comparing results
of area/concentration ratios at the beginning and at the end of the intended storage times with an
ANOVA analysis.

2.8. Applicability of the Method

In addition to the proper validation of the chromatographic quantification of CP in both types of
samples, a series of permeation experiments [35] was run as a proof of concept of the experimental
setup. Main premises to be fulfilled were sink conditions across the transmembrane flux; likelihood of
the drug retention levels and histological integrity of the membranes after the experiment.

2.8.1. Permeation Test with Diffusion Cells

Ex vivo CP permeation test was run with vertical Franz diffusion cells (Vidra Foc, Barcelona,
Spain). Surface area was 0.64 cm? and receptor chamber capacity was 4.5 mL for all the mucous
membranes except for buccal mucous membranes (2.54 cm? and 12 mL of receptor chamber capacity)
(see Figure 2).

Membrane specimens (mucosal or ophthalmic) were placed with the external side in contact
with the donor compartment and the proximal side facing the receptor side. Then, 300 uL of CP-Sat
were sown in the donor compartment. PBS was used as receptor medium under continuous stirring
(200 rpm) for homogenization and kept at 37 + 0.5 °C, except for cornea (32 + 0.5 °C).

After slowly defrosting, mucous membranes were placed in respective Franz diffusion cells.
Then, 300 uL. CP-Sat was placed in the donor compartment and covered with Parafilm® to avoid
evaporation. Samples of receptor compartment (300 uL) were withdrawn at pre-defined times during
the 6 h and replaced with an equivalent volume of fresh PBS at the same temperature. CP in samples
was quantitated as described in Section 2.6.

The cumulative CP permeated amounts (ug) at each time (min) were calculated from the
concentration of CP in the receptor medium.

2.8.2. Recovery from Porcine Mucous Membranes or Ophthalmic Tissues

Quantification of CP retained inside the membranes required an extraction prior to analysis.

The sample series of fortified samples (FS*) were submitted to extraction as follows. Firstly, they
were superficially cleaned with gauze soaked in a 0.05% solution of dodecyl sulphate followed by
distilled water. Mucous or ophthalmic tissues were perforated using a 30 G needle (BD Ultra FineTM,
Beckton Dickinson, Fraga, Spain), minced carefully and weighed accurately. The CP content was
extracted with PBS under sonication (20 min) in an ultrasonic bath. The resulting extracted solutions
were measured by HPLC, yielding the amount of CP extracted with PBS.

This kind of recovery with PBS (%) in each extracted specimen was expressed as the ratio between
the experimental content of the drug and the expectable value estimated from the preparations of
fortified samples.

After the permeation test, membrane specimens were similarly submitted to drug extraction. The
calculation of the actual retained amount of drug in each membrane took in account the percentage of
recovery obtained in the corresponding preliminary validation.

2.8.3. Drug Retention inside the Permeation Membrane

At the end of the experiment, membranes were removed and carefully cleaned with gauze soaked
in a 0.05% solution of sodium lauryl sulphate, washed with distilled water and blotted dry with filter
paper. The permeation area was excised and weighted and submitted to extraction as described in
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Section 2.8.2. The amount of CP retained in each permeation membrane (Q;, ug/cm?/g) was estimated
by correcting the experimental result with the mean value of recovery percentage previously obtained
during the validation with fortified standards.

2.8.4. Transmembrane Flux under Sink Conditions

The stationary flux values (Js, ug/h) across the permeation membrane, the permeability coefficient
(Kp, cm-h) and the lag time (T1, h) were calculated at a steady state by linear regression [36].

Results were compared with one-way ANOVA. Differences were considered significant at
p-value < 0.05.

2.8.5. Histological Integrity of the Permeation Membranes

Associated with the in sensu stricto analytical validation, the integrity of the tissues after the
permeation experiment and untreated tissues were investigated with selective staining and optical
microscopy. For this, we used ophthalmic and mucous tissue membranes used in diffusion cell
permeation tests to investigate the CP recovery (intra-run replicates). In addition, samples of the same
size from each untreated tissue (blank histological study) were analyzed to be able to compare treated
and untreated samples (1 = 6 for each biological membrane and n = 1 for untreated tissues). Untreated
and treated studied tissues were collected and fixed overnight by immersion in 4% paraformaldehyde
(PFA) in phosphate buffer (PBS pH 7.4, 20 mM) and further processed for paraffin embedding. Vertical
histological sections were placed on a coverslip and stained with hematoxylin and eosin. Subsequently,
they were observed and photographed with a Leica DMD 108 light microscope at 400x.

3. Results

3.1. Analytical Method Validation

Specificity-selectivity: Comparative chromatograms of the matrix effect for vaginal tissue are
shown in Figure 3 in association with the microscope photograph of the corresponding membrane
specimen. The chromatograms of the other tissues are available as Supplementary Materials.

Linearity and range: Based on the expectable experimental concentrations in the different
permeation experiments, two ranges of carprofen concentrations were pre-defined to evaluate linearity
(from 100 to 3.125 mg/mL and from 6.25 to 0.78 mg/mL).

Results of detection limit, quantification limit, accuracy and precision from CP calibration curves
are summarized in Table 1.

Table 1. Linearity test of the concentration range of both curves, accuracy and precision of
minimum, medium and maximum concentration value and detection and quantification limits of the
chromatographic quantification of carprofen.

Carprofen Linearity Test
Range p-Value
100-3.125 (ug/mL) 0.404
6.25-0.7813 (pg/mL) 0.0783
Min., Medium and Max. Concentrations ~ Accuracy RE (%)  Precision RSD (%)
100 (pug/mL) 0.21 0.60
12.5 (ug/mL) 0.96 177
0.7813 (ug/mL) 0.87 195
Mean Desvest.

Detection limit (ug/mL) 0.17 0.13
Quantification limit (ug/mL) 0.51 040
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Figure 3. HPLC chromatograms of blank of PBSm (A), PBSm spiked with carprofen (B) and receptor
solution after 6 h of vagina permeation (C). Y-axis in the figure is expressed in arbitrary units (AU).

3.2. Method Applicability

3.2.1. Permeation Experiment

Figures 4 and 5 show the permeation curves of CP through the ophthalmic and mucous membranes,

respectively.

Figure 5 represents permeation curves of CP through buccal, sublingual and vagina mucous

membranes.

Permeation parameters for ophthalmic membranes are summarized in Table 2.
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Figure 4. Ex vivo conjunctiva permeation (left), cornea (center) and scleral permeation (right) profiles
of carprofen (CP) over 6 h, expressed by mean + SD of six replicates (1 = 6).
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Figure 5. Ex vivo conjunctiva buccal (left), sublingual (center) and vagina permeation (right) profiles of
CP over 6 h, expressed by mean =+ SD of six replicates (1 = 6).

Table 2. Median, maximum and minimum values of flux (Js), lag time (Tl) and permeability coefficient
(Kp) of CP at 6 h from CP saturated solution (CP-Sat) through ophthalmic tissues (conjunctiva, cornea

and sclera).
Carprofen Conjunctiva (CJ) Sclera (SC) Cornea (CO) p-Value

Js (k) 0.22 26.54 1.85 SCvs. CO**
K (0.09-0.34) (15.52-37.56) (0.14-2.34) SCvs. CJ *+

091 157 3.29

Tl (h) (058-1.23) (152-161) (217-3.34) B

0.045 553 0.39 SCvs. CO*
Kpx 10 (emb) 019 0071 (3.23-782) (003-049)  SCuvs. CJ**

* p-value < 0.05; ** p-value < 0.01; *** p-value < 0.00.

Permeation parameters for buccal, sublingual and vaginal mucous membranes are summarized
in Table 3.

Table 3. Median, maximum and minimum values of flux (Js), lag time (T1) and permeability coefficient
(Kp) of CP at 6 h from CP-Sat through mucous membranes (buccal, sublingual and vaginal).

Carprofen Buccal (B) Sublingual (SB) Vagina (V) p-Value
161 51 759
Js (ug/h) (046-277) (2.38-6.76) (168-1351) N&
- 327 283 0.13 Bvs. V
(322-331) (0.86-3.47) 0.02-0.23) SBvs. V*
0.085 10625 158
Kpx10% (emh) (54 .45 (05-1.14) (0.35-2.81) N3

* p-value < 0.05 and *** p-value < 0.001 and NS: Not significant.

3.2.2. Drug Recovery and Retention in Membranes

Individual CP amounts recovered with PBS from the different membranes are summarized in
Table 4.
Table 5 summarizes the mean amounts of CP retained (Qr) in each of the six membranes.
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Table 4. Results of the carprofen recovery with phosphate buffered saline (PBS) of the battery of
fortified samples expressed by amount before and after penetration; extracted amount of tissues and
final recovery % with relative standard derivation (RSD).

Membrane  Sample Amount in Solution, Amount in Charge Extracted Recovery RSD

before (ug) Solution, after (ug) (ug) Amount (ug) (%) (%)

Conjunctiva ~ FSCN-1 91.67 0.79 90.88 16.14 17.8% 1593
FSCN-2 91.67 073 9094 12.88 142%

Sclera FSSC-1 91.67 47.70 4397 1.05 2.4% 7.07
FSSC-2 91.67 51.51 4016 1.06 2.6%

Cornea FSCR-1 91.67 51.51 4016 122 3.0% 1417
FSCR-2 91.67 49.13 4254 1.58 3.7%

Buccal FSBC-1 98.54 0.35 98.19 144 1.5% 1544
FSBC-2 98.54 0.90 97.64 115 1.2%

Sublingual FSSL-1 98.54 56.44 421 112 2.7% 20.06
FSSL-2 98.54 45.02 5352 1.07 2.0%

Vaginal FSVG-1 98.54 1.28 9726 2355 242% 5.56
FSVG-2 98.54 0.85 97.69 25.59 262%

Table 5. Median, maximum and minimum values of retained amount (Qr) of carprofen at 6 h from
CP-Sat through ophthalmic tissues (conjunctiva, cornea and sclera) and mucous membranes (buccal,

sublingual and vaginal).
Carprofen Conjunctiva (CJ) Cornea (CO) Sclera (SC) p-Value
2274 1421 48.94 SCvs. CO
2
Qr(hg/em8) (19,04 26.45) (12.38-16.05) (41.71-56.17) w
Carprofen Buccal (B) Sublingual (SB) Vagina (V) p-Value
10.41 18.58 263
2
Qr (uglem?/g) 922-11.6) (18.25-1891) (26012659 BV V™
** p-value < 0.01.

3.2.3. Histological Integrity of the Permeation Membranes

Histological studies of all the studied tissues have been carried out in order to verify the integrity
of studied tissues after the permeation experiment. In all tissues, a blank histological study (without
drug) and CP-Sat histological study have been performed.

As we can see in the following histological images of each tissue (Figures 6-11), the different
layers of the untreated membrane and treated membranes are justified. The mucous membranes are
composed of two parts: epithelium (a) and connective tissue (b). Inside the epithelium, the outermost
part is the stratified flat keratinized epithelium (a) and the connective tissue is own laminate (b). These
two parts are separated by the basal layer. This is the basic structure of the mucous membranes and
each tissue presents its own particularities as detailed in the images.

Figure 6. Histological images of vaginal mucous. (A): Untreated vaginal mucous observed at 400x and
(B): Vaginal mucous treated with CP-Sat observed at 400x. a: stratified flat keratinized epithelium;
b: own laminate and c: basal layer.
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Figure 7. Histological images of buccal mucous. (A): Untreated buccal mucous observed at 400x and
(B): Buccal mucous treated with CP-Sat observed at 400x. a: stratified flat keratinized epithelium;
b: own laminate; c: dermal papilla; d: basal layer and e: buccal mucous.

Figure 8. Histological images of sublingual mucous. (A): Untreated sublingual mucous observed at
400x and (B): Sublingual mucous treated with CP-Sat observed at 400x; a: stratified flat keratinized
epithelium; b: own laminate; c: basal layer; d: muscle and e: collagen fibers.

A : W

Figure 9. Histological images of cornea. (A): Untreated cornea observed at 400x and (B): Cornea
treated with CP-Sat observed at 400x. a: stratified flat keratinized epithelium; b: own laminate.
c: Bowman's membrane.

Figure 10. Histological images of conjunctive mucous. (A): Untreated conjunctive mucous observed at
400x and (B): Conjunctive mucous treated with CP-Sat observed at 400x. a: stratified flat keratinized
epithelium; b: own laminate and c: hair follicle.
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Figure 11. Histological images of sclera. (A): Untreated sclera observed at 400x and (B): Sclera treated
with CP-Sat observed at 400x. a: stratified flat keratinized episclera and b: stroma (collagen fibers).

The vaginal mucous tissue has the peculiarity of having many undulations (Figure 6). This shape
is to facilitate mounting with the swine male. Another peculiarity of this tissue is that the epithelium
(a) may have different thickness depending on the phase of the oestrous cycle.

We can see that the buccal mucosa (Figure 7) presents a very thick epithelium that forms the
dermal papilla (c).

The sublingual mucous tissue (Figure 8) presents some peculiarities since it is a more muscular
tissue (c) and with collagen fibers (d).

In Figure 9, we can see the cornea. It is a very fragile and fine fabric. The epithelium (a) and the
lamina propria (b) are separated by a thin layer called Bowman’s membrane (c).

Figure 10 shows the images of the conjunctiva. It is a highly vascular tissue and we can see hair
follicles that belong to the eyelashes (d).

Finally, we can see the structure of the sclera (Figure 11). This tissue is also very fine, fragile and
delicate. The episclera (a) is the outermost layer and the stroma (b) is made up of collagen fibers.

4. Discussion

4.1. Analytical Method Validation

Specificity—selectivity: peaks detected regularly before the first 2 min in all samples were attributed
to the sample injection because it appeared regularly in all tested samples (both CCS and also permeation
samples). The CP peak appeared between 2-3 min. Resolution calculated for any detected minor peak
revealed this method to be acceptably selective for CP [26,27].

Linearity and range: all determination coefficients indicate (statistically) significant differences
(p<0.05) of the linear relationships between CP concentration and the chromatographic areas.
Satisfactory linearity within the tested concentrations was demonstrated because no statistical
differences were found (p > 0.05).

Detection limit and quantification limit: predictions from both calibration ranges are similar.
Assuming a cell volume of 4.5 mL, and considering that 300 pLx 1500 pg/mL have been used as donor
solution, the minimum value of LOQ assures the adequate measurement of up to a minimum of 0.4%
of the dose applied in the permeation experiment.

Accuracy and precision from CP calibration curves: both parameters were lower than the 15%
limit values suggested in European Medicines Agency (EMA) guidelines [26] and statistical differences
(p < 0.05) in the ANOVA test were not found between CCS replicates at the same concentration level.
These results suggest that the proposed method used is adequately accurate and precise for the entire
interval (0.78-100 ug/mL).
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4.2. Method Applicability

4.2.1. Permeation Experiments

According the permeation experiments, sink conditions [37] were accomplished in the receptor
compartment (receptor volume > three times the saturation volume) as a premise for this validation.
Sink compliance was verified considering the experimental solubility of CP in PBS and the maximum
permeation levels achieved in each case.

Conjunctiva membrane permeation (Figure 4: left) exhibits a typical stationary permeation (linear)
since time zero. Conversely, sclera and cornea membranes curves (Figure 4: center and 4: right) are
concave, suggesting the existence of a relevant lag time until the second hour (in cornea) and third
hour (in sclera). Maximum permeated amount occurred in the case of corneal permeation, and its
equivalent concentration did not reach the limit of sink conditions, which is proven by the shape of the
curve. Consequently, in the ophthalmic tissues, corneal permeation has the maximum value (49.06 ug),
which represents a concentration rounding about 220.78 ug/ mL.

Concerning mucosal membranes, the buccal and sublingual profiles (Figure 5: left and 5: center)
are concave, suggesting an increase in the permeation flux after the third hour in both tissues. However,
vagina mucous membrane permeation (Figure 5: right) shows linear permeation since the beginning,
without a lag time. In this case, the levels at 6 h of the three cases are quite similar, rounding the
maximum value at 18.24 ug for the buccal permeation, which represents a concentration of about
218.89 ug/mL.

Summarizing, the maximum permeated amount with ophthalmic tissues is 49.06 pg, which
represents 2.80% of the CP saturation value. Relating to the mucosal membranes, the maximum
amount permeated is 18.24 pg, which represents 1.02% of the CP saturation value. In both series,
the maximum permeated amounts represent less than 20% of the CP solubility, estimated in Section 2.5,
which fulfill this experimental premise.

Concerning the likelihood of drug retention values, actual results fall near what has been achieved
by other authors with similar drugs. Corneal permeation of NSAIDs is known to be higher than through
other ophthalmic structures [38]. The adequacy of ophthalmic tissues of the specifications of variability
given by the bioanalysis guidance can be corroborated based on some published comparisons between
experimental values and incurred samples, seeming to fall below 20% [39].

After the permeation test, statistical differences between ophthalmic tissues were observed for
flux and permeability coefficients. CP flux (Js) is significantly faster through sclera than in conjunctiva
and cornea. These results may be due to their different anatomical structures and the product
formulation [40-42]. In addition, several studies support that, although cornea and sclera have a
similar thickness (900um), the sclera is ten times more permeable [42,43]. No previous studies of the
conjunctiva have been found. On the other hand, Kp is significantly higher in sclera than in conjunctiva
and cornea. Therefore, conjunctiva and cornea have a lower permeability, CP stays longer in the tissue
and this is a beneficial factor for future studies of locally-acting anti-inflammatory treatments with a
low number of drug administrations.

On the other hand, flux (Js) is quite low and very similar in the three mucous membranes. Lag time
is the time required to reach the steady state [35], suggesting a rapid absorption of CP through buccal
and sublingual mucous membranes and more slowly in vagina mucous membrane. These differences
can be explained due to the structure of the tissues [44]. No significant differences in Kp values
are observed. In summary, permeabilities are lower than in ophthalmic tissues and an acceptable
histological innocuousness is expectable.

4.2.2. Drug Recovery and Drug Retention in Membranes

The maximal recovery has been achieved with the vaginal mucous membrane (26.2%) and the
lowest with buccal mucous membrane (1.2%).
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The use of organic solvents instead of PBS would achieve a higher recovery but would compromise
the histological integrity of the membranes, which is the main intention of this experiment. This
distortion prevents the performing of the subsequent histological analysis. In fact, previous validation
studies [45] prove that CP can be degraded by using alcoholic or halogenated organic solvents, further
reinforcing the use of aqueous PBS for extraction testing.

As we cansee in Table 5, the retained amount (Qr) in conjunctiva and sclera (22.74 and 48.94 ug/cmz/g,
respectively) is higher than in cornea (14.21 pg/cm?/g). The high retention of CP in the cornea favors
a prolonged release. A similar study [46] with pig cornea and CP nanoparticles showed about
50.43 pg/em?/g. Those results are not directly comparable with this experiment due to differences in
formulation and methodology, but the similarity of achieved values confirms its suitability.

In studied mucous membranes (see Table 5) Qr is very similar in the vagina and sublingual mucous
membranes, with vagina mucous being the highest (26.3 pg/cm?/g) in proportional relationship with the
transmembrane flux. In contrast, the minor Qr belongs to buccal mucous membrane (1041 pg/cm?/g).
These differences between buccal and sublingual mucous may be due to structural tissue differences [44].
In this case, the high Qr in the sublingual mucous makes CP a very interesting candidate drug to be
administered locally in this tissue [47].

Similar levels of drug retention in ophthalmic membranes have been obtained with pranoprofen,
another NSAID with similar physic-chemical properties [33]. These results confirm that, although the
percentage of recovery is pitifully low, the correction calculated on the basis of the validation can be
used to estimate the expected total amount of drug retained in each specific tissue.

4.2.3. Histological Integrity of the Permeation Membranes

In order to evaluate the histological images, it is necessary to observe and compare some
parameters. The most important part to assess whether a tissue has suffered any damage is the
outermost part (in this case the stratified flat keratinized epithelium), since it is the part that has more
direct contact with the drug. Furthermore, it is also important to observe that the rest of the cellular
structures do not present any type of alteration [48,49]. Therefore, we will analyze the images of each
studied tissue separately.

Figures 6-8 represent vaginal, buccal and sublingual mucous, respectively. Figure 6 shows the
untreated vaginal mucous tissue (Figure 6A) and treated with CP-Sat (Figure 6B). If we compare two
figures, we can see no differences are observed and we can say that the outermost part is not damaged
in the treated tissue. Figure 7 shows the buccal mucous. As can be seen, part of the epithelium
(the outermost part) does not show alterations or cellular changes. The sublingual mucous tissue is
represented in Figure 8. It can be seen that both photos (Figure 8A: untreated tissue and Figure 8B:
treated tissue) show no damage and therefore that the treated tissue with CP-Sat has not suffered
any alteration.

Figures 9-11 represent the ocular tissues: cornea, conjunctiva and sclera, respectively. If we look
at Figure 9B (cornea treated with CP-Sat), we can see that neither the cell structure nor the epithelium
(a) show alterations. Then, we can see Figure 10 (conjunctiva), Figure 10B (conjunctiva treated with
CP-Sat) does not present any difference with Figure 10A (untreated fabric). Therefore, no structure has
been affected. Finally, as we can see in Figure 11B, no structural part of the sclera is affected.

Insummary, we did not observe histopathological damage between the control samples (untreated)
and samples treated with CP-Sat. The cellular structure in all the tissues studied shows a normal
morphology and distribution. Therefore, we can say that the method used does not affect the cellular
structure of the studied tissues.

5. Conclusions

In this study, a specific ex vivo procedure and a simple high-performance liquid chromatographic
method to quantify CP in permeation and retention samples obtained in porcine mucous membranes
or ophthalmic tissues has been set-up and validated. The results demonstrate an adequately selective,
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accurate and precise method. The validity of the experimental procedure can be confirmed based on
the compliance of sink conditions, likelihood of results and histological integrity of the membranes,
ensuring its predictability. Results confirm that this experimental set-up is an acceptable procedure to
test local distribution of NSAIDs, which is a desirable alternative to circumvent the adverse effects of
CP when administered systemically.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2306-7381/7/4/152/s1,
Figure S1: PBSo spiked with Carprofen (top) and receptor solution after 6 h of conjunctiva permeation (bottom).
Y-axis in the figure is expressed in arbitrary units (AU); Figure S2: PBSo spiked with Carprofen (top) and receptor
solution after 6 h of cornea permeation (bottom); Figure S3: PBSo spiked with Carprofen (top) and receptor
solution after 6 h of sclera permeation (bottom); Figure S4: PBSo spiked with Carprofen (top) and receptor solution
after 6 h of sclera permeation (bottom); Figure S5: PBSm spiked with Carprofen (top) and receptor solution after
6 h of sublingual permeation (bottom); Table S1: Six calibration curves of Carprofen (high range) expressed by
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Resum

El CP, acid propiétic 2- (6-clorocarbazol), s’utilitza com a agent antiinflamatori,
analgesic i antipiretic i pertany a la familia de medicaments antiinflamatoris no
esteroideus. La CP té algunes reaccions adverses en l'administracié sistemica; per
aquest motiu, I'administraci6é topica amb nanoparticules de CP (CP-NPs) pot ser
una alternativa optima. L’objectiu principal d’aquest treball és la investigacié de la
permeacié ex vivo de CP a través de diferents tipus de membranes mucoses
porcines (bucals, sublingual i vaginal) i teixits oftalmics (cornea, esclera i
conjuntiva) per comparar la formulacié de CP-NPs sobre un Soluci6 CP (CP-
Soluci6). Métode: es van avaluar els perfils de permeacié ex vivo mitjangant
cél-lules de difusié de Franz. A més, es van realitzar estudis in vivo per verificar que
les formulacions no afectaven l'estructura cel-lular i establir la quantitat retinguda
(Qr) als teixits. Resultats: la permeabilitat de CP-NPs és més efica¢c en termes de
retencié de farmacs en gairebé tots els teixits (a excepcié de I'esclera i sublingual).
Els estudis in vivo demostren que cap de les dues formulacions afecta I'estructura
del teixit, de manera que ambdues formulacions s6n segures. Conclusions: Es va
concloure que les CP-NPs poden ser una eina util per al tractament topic de la
inflamacié6 local en medicina veterinaria i humana.
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Abstract: (1) Background: Carprofen (CP), 2-(6-chlorocarbazole) propionic acid, is used as an
anti-inflammatory, analgesic and anti-pyretic agent and it belongs to the family of non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs). CP has some adverse reactions in systemic administration; for this
reason, topical administration with CP nanoparticles (CP-NPs) can be an optimal alternative. The
main objective of this work is the investigation of ex vivo permeation of CP through different types of
porcine mucous membranes (buccal, sublingual and vaginal) and ophthalmic tissues (cornea, sclera
and conjunctiva) to compare the influence of CP-NPs formulation over a CP solution (CP-Solution).
(2) Methods: The ex vivo permeation profiles were evaluated using Franz diffusion cells. Furthermore,
in vivo studies were performed to verify that the formulations did not affect the cell structure and to
establish the amount retained (Qr) in the tissues. (3) Results: Permeation of CP-NPs is more effective
in terms of drug retention in almost all tissues (with the exception of sclera and sublingual). In vivo
studies show that neither of the two formulations affects tissue structure, so both formulations are
safe. (4) Conclusions: It was concluded that CP-NPs may be a useful tool for the topical treatment of
local inflammation in veterinary and human medicine.

Keywords: nanoparticles; carprofen; solution; drug delivery system; anti-inflammatory; veterinary
diseases; NSAIDs

1. Introduction

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are some of the most commonly used
medications in human and veterinary medicine. Carprofen (CP), 2-(6-chlorocarbazole) propionic acid,
is used as an anti-inflammatory, analgesic and anti-pyretic agent [1,2]. CP was licensed for systemic
human use in several countries in the 1980s and for veterinary use in the 1990s. However, it was
withdrawn for human use in the early 1990s for commercial reasons [3,4]. In veterinary medicine,
it is still a reference anti-inflammatory and one of the most used in multiple species. The use of CP
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has been studied in numerous animal species (horse [5,6]; dog [7-9]; cat [10]; broiler chicken [11] and
rat [12]) however there are no studies in pigs.

The main effect of CP is the inhibition of cyclooxygenase (COX), an important enzyme in the
arachidonic acid cascade. This process generates other mediators involved in the inflammatory
response, such as prostaglandins and thromboxanes [13]. In veterinary, it is prescribed as a solution
for injection or oral tablets for the relief of pain and inflammation associated with osteoarthritis
and for the control of postoperative pain associated with soft tissue and orthopedic surgeries in
dogs [14]. In addition to osteoarthritis [15,16] and analgesia [17,18] it has been used against respiratory
diseases and other pathologies in conjunction with antibiotics [19,20] and as anti-inflammatory after
systemic administration [21]. However, some adverse reactions [3] are associated with its systemic
administration, and there is no topical formulation commercially available [14]. For this reason, topical
administration intended for local action can be an optimal alternative in both veterinary and human
medicine [22], majorly concerning mucous tissues where drug permeation is easily suitable [23].

Numerous localized pathologies in pigs could be treated topically such as ophthalmic diseases that
occur with inflammation: entropion, distichiasis, trichiasis, lagophthalmia, foreign bodies, wounds,
dry keratoconjunctivitis, infections, blepharitis and conjunctivitis [24,25]. Many diseases related to
buccal mucous inflammation can be also treated topically: irritations, stomatitis, infectious diseases,
autoimmune diseases and fights [26]. Additionally, CP can also treat diseases that cause vaginal
inflammation: microbial and parasitic infections, neoplasms, cervicitis, mucometer and subinvolution
of placental sites [27,28].

The investigation of most of those pathologies in pigs is reasonably predictive of results in humans.
Therefore, the study of anti-inflammatories in this species can provide much information for both
veterinary and human medicine.

The suitability of a drug to penetrate through the mucous membrane is correlated with its
physicochemical properties, as well as, the pharmaceutical formulation [29-31]. On the other hand,
it is absolutely necessary the understanding of the processes, pathways and driving forces affecting the
transmucosal permeation of the drug [32]. Following these premises, the best way to investigate the
dosage of new drugs is in vivo studies. However, in early stages of drug development, in vivo studies
are not easy to perform since there are specific ethical and regulatory considerations. Instead, ex vivo
studies are an alternative for the investigation of formulations with topical action [33]. Although
variations in the experimental setup of diffusion cells could affect the results, some factors (temperature,
receptor medium, diffusion area, etc.) can be standardized to obtain consistent and predictive results.
Similarly, the availability and acceptability of the mucosal formulations are directly related to the
properties of the vehicle/vehicle used [34]. Therefore, characteristics of an ex vivo model to evaluate a
new therapeutic agent with localized action on mucous membranes can be very much informative. For
example, the comparison of different mucous membranes for the same drug and formulation enhances
the robustness of a new animal model to predict topical absorption in humans [35]. Thus, the main
goals of this work were the screening of different types of porcine mucous membranes in ex vivo
permeation studies of CF, as well as the evaluation of the anti-inflammatory efficacy.

Another aspect to consider when treating a localized topical inflammation concerns formulation
effect. It must be ensured that the drug reaches the site of action at therapeutic concentrations and,
in addition, these concentrations are maintained for a prolonged time to reduce inflammation. In this
sense, the use of nanoparticles (NPs) can be a good alternative to conventional drugs. They represent
promising drug carriers for topical applications [36]. For topical treatments in swine, it is necessary
to develop drug delivery systems that allow and facilitate the handling of the animal. The slow
release nanoparticles such as those consisting of poly D, L-lactide-co-glycolide acid (PLGA) have the
advantage that they are more durable over time and therefore do not require as many administrations
as systemic conventional solution or tablets.
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The main objectives of this work are the investigation of ex vivo permeation of CP through
different types of porcine mucous membranes or commonly involved ophthalmic tissues to compare
the influence of a PLGA NP formulation [32,36] over a mere drug solution.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

CP was obtained from Capot Chemical (Hangzhou, China) and NPs of CP were prepared as
described before [32,36]. Deionized water was obtained from a MilliQ1 Plus System lab. Ketamine
(Imalgene®) of Merial-Boehringer Ingelheim (Sant Cugat del Vallés, Spain); Xylazine (Rompun®)
of Bayer Hispania (Sant Joan Despi, Spain); Midazolam Gen® (Midazolam); Propofol Lipuro 1%®
(Propofol); Forane® (Isoflurane), Pentothal® (Sodium thiopental) all of them from Centauro Veterinary
(Barcelona, Spain). Endotracheal tubes with a low-pressure balloon, number 7 of Centauro Veterinary.
All other chemicals were of analytical grade and used without further purification.

2.2. NPs of Carprofen

Polymeric NPs of CP were transferred by the team of Parra et al. [36]. Resultant NPs of the study
of Parra et al. [36] were freeze-dried and sterilized for more studies. In our investigation, freeze-dried
NPs were rehydrated by slow injection of purified water ensuring proper wetting. Then, the vial was
gently shaken for 2 min until complete disintegration and dissolution of the content.

2.2.1. Materials of NPs

As explained in the study by Parra et al. [36], the materials used in that study were poly
(p,L-lactic-co-glycolic) acid 75:25 (Resomer®RG753S, Mw 36,510 Da) and purchased from Evonik
Industries (Essen, Germany). Poloxamer 188 (Lutrol®F68) was from BASF (Barcelona, Spain). HP-CD
was obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA) and CP from Capot Chemical (Hangzhou,
PR. China). Double distilled water was obtained from a MilliQ® Plus System, lab supplied. All other
chemicals were of analytical grade and used without further purification.

2.2.2. Preparation of NPs

As detailed in the study of Parra et al. [36], NPs of matrixial structure (nanospheres) containing
CP were elaborated by the solvent displacement technique under the optimized conditions. An organic
solution of PLGA (1.98-7.02 mg/mL) in 10 mL of acetone containing CP (0.08-0.92 mg/mL) was poured
into 20 mL of an aqueous solution of P188 (5.80-14.20 mg/mL) under moderate stirring and adjusted
to pH 3.5. Acetone was evaporated and the NPs dispersion concentrated to 20 mL under reduced
pressure (Buchi B-480, Flawil, Switzerland). The resulting NPs were collected by ultracentrifugation
(3000 rpm, for 30 min. Sigma 301 K centrifuge, Barcelona, Spain), and washed twice with doubled
distilled water [37]. Resultant NPs were freeze-dried and sterilized for in vivo study.

2.2.3. Physicochemical Characterization

The team of Parra et al. [36] described the physicochemical characterization of CP nanoparticles
within the following parameters: mean particle size (Z-ave), polydispersity index (PI), zeta potential
(ZP) and encapsulation efficiency (EE). The values of each parameter were: Z-ave, which ranged
between 176.20 + 0.36 and 250.17 + 49.47 nm with narrow distribution; PI values < 0.09 + 0.09. ZP values
ranged from —19.10 + 1.76 to —26.20 + 0.46 mV. EE values varied from 74.70 + 0.95 t0 97.10 + 1.41%.
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2.3. Permeation Studies

2.3.1. Mucous Membranes

Three different types of porcine mucous were used as permeation membranes: buccal, sublingual
and vagina. Additionally, three ophthalmic structures (sclera, cornea and conjunctiva) were also used to
evaluate CP permeation and/or penetration. Ex vivo tissues were obtained under veterinary supervision
from residual individuals of female pigs (cross Landrace x Large White, 25-30 kg), previously used in
surgical university practices and according to the Ethics Committee of Animals Experimentation at
the University of Barcelona. Pigs were anesthetized with intramuscular administration of ketamine
(3 mg/kg), xylazine (2.5 mg/kg) and midazolam (0.17 mg/kg). After chirurgical experimentation,
the animals were euthanized with an intravenous overdose of sodium thiopental. After debridation,
samples were frozen to —20 °C and longitudinally cut in 700 pum slabs with a dermatome GA 630
(Aesculap, Tuttlingen, Germany) [38-40]. The integrity of the mucous tissues was verified prior to the
experiment according to Section 2.4.

2.3.2. Ex Vivo Study: Franz Diffusion Cells

Ex vivo permeation study of NPs was performed in vertical Franz diffusion cells (FDC 400, Crown
Glass, Somerville, NY, USA) following a previously validated procedure [41] with a diffusion area
of 0.64 cm? for all membranes except for buccal mucous (2.54 cam?). A dialysis membrane (Dialysis
Tubing Visking, Medicell International Ltd., London, UK) was used according to Parra et al. [36].

Mucous membrane samples were placed between the receptor and donor compartments with the
proximal side in contact with the receptor medium and the mucous side in contact with the donor
chamber. Samples of 300 uL were placed in the donor compartment (CP-Solution and CP nanoparticles
(CP-NPs)). As receptor medium, PBS at pH 7.4 was used and kept at 32 +/— 0.5 °C under continuous
stirring in accordance with sink conditions. Samples of 300 uL were withdrawn from the receptor
compartment at pre-selected times for 6 h and replaced by an equivalent volume of fresh PBS at the
same temperature. This experiment was done in six replicates for each tissue and formulation. At the
end of the experiment, samples were analyzed by HPLC-UV.

23.3. HPLC-UV

The HPLC-UV apparatus consisted of a Waters LC Module I plus (Waters Co., Milford, MA,
USA), with an ultraviolet detector set up at 235 nm, and Millenium® software (Waters Co., Milford,
MA, USA). A reverse-phase column C18, 3.9 x 150 nm packed with 5 ym, was used (Simmetry®,
Waters Co., Dublin, Ireland). The mobile phase, previously filtered by a 0.45 um nylon membrane filter
(Technokroma, Barcelona, Spain) and degassed by sonication, consisted of methanol and potassium
dihydrogen phosphate diluted in 1 L distilled water PH = 3 (75:25). The injection volume was 30 uL
and the flow rate was 0.1 mL/min. This method has been validated in our laboratory and is specific
and sensitive for the detection of carprofen. The retention times were 2.4-3.6 min as we can see in
Figures 1-7 and Table 1.
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Figure 1. Chromatogram of the Carprofen (CP) validation line at concentration 100 pg/mL.
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Figure 2. Chromatogram of CP nanoparticles (CP-NPs) in sclera at 6 h.
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Figure 3. Chromatogram of CP-NPs in cornea at 6 h.
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Figure 7. Chromatogram of CP-NPs in vaginal mucous at 6 h.
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Table 1. Retention times (minutes) of CP-NPs in each studied tissue.

Type of Tissue Retention Time (Minutes)
CP validation line (100 pg/mL) 2516
Sclera 2.54
Cornea 2.574
Conjunctiva 2.445
Buccal mucous 2.539
Sublingual mucous 2501
Vaginal mucous 2.531

2.3.4. Permeation Parameters

For the permeation assays, the flux values per unit area (Js in mg/h cm?) across mucous membranes
and the permeability coefficients (Kp in cm/h) were calculated at the steady state. Lag times (T/) and Js
values were calculated by linear regression analysis using the Graph Pad Prism® software version 5.01
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) [42]. Stationary flux values followed the following
relationship:

Js = Qt/Axt )

where Qt is the amount of CP which permeates into the receptor compartment (mg). A is the active
cross-sectional area available for diffusion (cm™2) and t is the time of exposure (h) per unit area
The permeability coefficient (Kp, cm/h) was calculated based on the relationship:

Kp=]Js/Co 2

where Js is the flux calculated per unit area at the steady state and C, is the drug concentration in the
donor compartment.

Partition parameter (P;) and diffusion parameter (P,) were estimated from the following equations:

TI=1/6xP2 ®)
Kp=P1x P2 @)

The predicted steady-state plasma concentration (Css) of drug that would penetrate mucous
barrier after topical application, was obtained using the following equation:

Css = (JsxA)/Clp (©)]

where Css is the plasma steady-state concentration, Js the flux/area obtained in this study, A the
hypothetical area of application and Clp the plasmatic clearance. Calculations were addressed on the
basis of a maximum application area of 1 cm? and Clp values of 2.18 L/h +/— 0.42.

The retained amount of drug in the tissue (Qr, pg/g/cm?) was calculated with the following formula:

Qr = (Ex/Px)/Ax100/R 6)

where Ex (mcg) is the amount of drug extracted, Px (g) is the weight of the permeated mucous
membranes, A (cm?) is the active cross-sectional area available for diffusion and R is the percentage of
recovery of the drug, obtained as described formerly [41].

2.3.5. Statistical Analysis

Nonparametric analysis was performed in these studies because drug permeation through animal
tissues follows more closely a log-normal than a normal (Gaussian) distribution [43]. Nonparametric
t-test (Graph Pad Prism® 5.01, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) assessed the significance
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of the differences between formulations and groups of membranes. A p-value < 0.05 was accepted
as significant.

2.4. In Vivo Studies

Integrity of the mucous tissues after in vivo formulations application was investigated with optical
microscopy. The studies were conducted under a protocol approved by the Animal Experimentation
Ethics Committee of the University of Barcelona (Spain) with ethical approval code 10619.

Thirteen female pigs (Yorkshire-Landrace) of 45-50 kg were anesthetized for 6 h with a standard
sedation protocol based on IM ketamine (Imalgene®) at 3 mg/kg; IM xylazine HCI (Rompun®) at
2.5 mg/kg and IM midazolam (MidazolamGen®) at 0.17 mg/kg. Afterward, anesthesia was induced
with IV propofol (Propofol Lipuro 1%®) at 2.5 mg/kg from Boehringer Ingelheim, Bayer AG, GES
and BBraun, respectively. Maintenance for 6 h was achieved with inhaled isoflurane (Forane® 2%) of
Centauro Veterinary administered by tracheal intubation with a low-pressure balloon, number 7.

One female pig was not administered anything (white). CP-Solution was administered to six
female pigs and CP-NP was administered to six female pigs (thirteen female pigs in total). Each
formulation (CP-Solution and CP-NP) was administered topically and locally in each studied tissue
(conjunctiva, cornea, sclera, buccal mucous, sublingual mucous and vaginal mucous) in pigs. The
same formulation (CP-Solution or CP-NP) was administered in the tissues studied in the same pig.
In summary, 1 = 6 for each biological membrane and formulation and n = 1 for each untreated biological
membrane. The reason why a single pig was used to collect untreated samples is that we did not expect
to find cellular or structural changes in healthy untreated pigs. In this way, the number of animals used
is reduced, as indicated in the regulation of 3R (Reduce, Replace and Refine) of animal investigation.

After the in vivo permeation phase, studied porcine mucous and ophthalmic tissues were obtained
immediately after the animals were sacrificed by an intravenous overdose of sodium thiopental.
Samples were collected and fixed overnight (ON) by immersion in 4% paraformaldehyde (PFA) in
phosphate-buffered (PB) 20 mM, pH 7.4 and further processed for paraffin embedding. Vertical
histological sections were obtained, stained with hematoxylin and eosin and mounted under a cover
slip to be observed at 400x and photographed with a Leica DMD 108 optical microscope. In addition,
part of the original tissue was used to calculate the in vivo retained amount (Qr) of the drug.

Determination of the Amount of Drug Remaining in the Mucous Membrane

At the end of the in vivo study, the mucous membrane specimens were used to determine the
amount of retained drug. Mucous and ophthalmic samples were carefully cleaned with gauze soaked
in a 0.05% solution of sodium lauryl sulfate, washed with distilled water and blotted dry with filter
paper. The permeation area was then excised and weighed. Later, different tissues were perforated
using a 30 G needle (BD Ultra FineTM, Beckton Dickinson, Fraga, Spain). Its CP content was extracted
with methanol/buffer phosphate solution in an ultra-sonic processor for 20 min (1 = 6 for each biological
membrane and formulation). The resulting solutions were measured by HPLC-UV yielding the
amount of CP retained in the membrane (Qr, mg/g.cm? of mucous membrane).

3. Results

3.1. Permeation Studies

The permeation studies were done six replicates for each tissue and formulation. Permeation
parameters are summarized in Tables 2 and 3. Results are expressed as median, maximum and
minimum values for each type of membrane and formulation. Significant differences are observed
between several membranes, especially conjunctiva, buccal, sublingual and vaginal. In contrast, there
are almost no significant differences between the cornea and the sclera. However, other trends have
been detected and discussed. In addition, we can see in Figures 1-7 the chromatograms and CP-NPs
retention times of each tissue are detailed in Table 1.
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Table 2. Median, maximum and minimum values of flux (Js), lag time (TI), P1, P2, permeability
coefficient (Kp) and in vivo retained amount (Qr) of CP at 6h from the solution of CP (CP-Solution) and

nanoparticles of CP (CP-NPs) through ophthalmic membranes (conjunctiva, cornea, sclera).

CP-Solution CP-NPs
Conjunctiva Cornea Sclera Conjunctiva Cornea Sclera
Js (megh) 94 5.08 09 419* 1.24 1.01
(850-1020)  (113-616)  (0.22-158)  (0.50-7.88)  (042-473)  (0.96-1.05)
Tl (h) 1.45 T71 2.04 0.31* 172 2.7+
(142-145)  (151-233)  (1.86-222)  (0.19-143)  (1.31-244)  (2.66-2.73)
P2x 10! 1.15 098 0.82 6.32 % 0.97 0.62**
) (084147  (072-110)  (0.75-090)  (3.88-8.77)  (0.68-127)  (0.61-0.63)
P1x 102 17.01 11.91 213 2:18% 3.34 3.39
X10%(em) 1580 200)  (214-1538)  (0.60-366)  (012-424)  (0.69-937)  (327-350)
Kp x 103 19.58 10.58 1.87 873*% 2.58 2.09
(cmh) (154022.0)  (2.36-12.83)  (045-329)  (L04-1641)  (0.88-9.85)  (2.0-2.19)
Qr 3.62 16.56 12.21 3.57 20.89 *+ 12.25
(mcg/em¥g)  (3.61-3.63)  (1610-17.06) (12.17-1226)  (289-425)  (1855-2323) (12.16-12.34)

* p-Value < 0.05 and ** p-Value < 0.01.

Table 3. Median, maximum and minimum values of flux (Js), lag time (TI), P1, P2, permeability
coefficient (Kp) and in vivo retained amount (Qr) of CP at 6h from the solution of CP (CP-Solution) and
nanoparticles of CP (CP-NPs) through mucous membranes (buccal, sublingual and vaginal).

CP-Solution CP-NPs
Buccal Sublingual Vaginal Buccal Sublingual Vaginal
Js (meg/h) 0.74 481 391 276 0.31 ** 8.89 *
(0.73-075)  (1.37-824)  (3.83-399)  (1.70-3.82)  (0.14-048)  (5.09-12.69)
Tl (h) 1.65 277 3.34 0.8** 2.09** 1.75:%%
(1.5-1.80) (2.68-2.87) (2.57-4.11) (0.74-0.86) (1.53-2.65) (1.4-2.1)
P2 x 10! 1.02 0.6 0.53 2% 0.86 ** 0.99 **
(hh (0.92-1.11) (0.58-0.62) (0.41-0.65) (1.94-2.25) (0.63-1.09) (0.79-1.19)
0.38 16.24 16.25 0.72* 0:93:#% 17.78
P1x 102 (cm)
(0.35-0.41)  (491-27.56)  (12.82-29.67)  (0.40-1.04) (0.27-1.60)  (13.35-22.21)
Kp x 10° 0.39 10.01 8.15 145 0.65** 18.52 *
(cm-h) (0.38-0.39)  (2.86-17.17)  (7.99-8.31) (0.89-2.01) (0.30-1.0)  (10.59-26.44)
Qr 2.38 33.14 23.4 346% 29.13 % 52.81 *
(meg/em?/g)  (22-256)  (33.09-33.18) (20.7-26.19)  (249-3.63)  (27.81-30.45) (49.41-56.21)

3.2. In Vivo Studies

* p-Value < 0.05 and ** p-Value < 0.01.

Histological studies of all the tissues have been carried out in order to verify if the formulations
studied do affect the tissue structure and therefore, or its effect is attributable to the drug itself. In
all tissues, a blank histological study (without drug), a CP-Solution histological study and a CP-NPs
histological study have been performed (1 = 6 for each biological membrane and formulation and
n =1 for each untreated biological membrane).

In the histological photographs of each tissue, the different layers of the untreated membrane are
justified (Photos 1, 4, 7, 10, 13 and 15). The mucous membranes are composed of two parts: epithelium
(A) and connective tissue (B). Inside the epithelium, the outermost part is the stratified flat keratinized
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epithelium (A) and the connective tissue is its own laminate (B). These two parts are separated by the
basal layer. This is the basic structure of the mucous membranes and each tissue presents its own
particularities detailed in the photographs.

4. Discussion

4.1. HPLC Results

Figures 1-7 show the chromatograms of the CP-NPs in each tissue studied and in Table 1 we can
see different retention times of each tissue. Figure 1 represents the value of 100 pg/mL in the standard
line and its retention time is 2516 min. In the following figures (Figures 2-7), the chromatograms of
the samples collected at 6 h in each tissue (sclera, cornea, conjunctiva, buccal, sublingual and vaginal,
respectively) are represented. As can be seen in Table 1, in all tissues the retention time it is very similar
(2445-2574 min.) to the retention time of the standard line (2516 min.). Summarizing, we can say that
the method used is very selective and specific for the study of CP.

4.2. Ophthalmic Tissues

As we can see in Table 2, in conjunctiva mucous the flow (Js) is statistically higher in the
CP-Solutions (9.4 mcg/h) than in CP-NPs (4.19 mcg/h). This is interesting, since the flow is the rate
of entry into the eye, preventing its residence. So, in this type of mucous, the NPs stay longer in the
tissue that is the place of action of the drug. In addition, the T of the NPs is statistically lower (0.31 h)
compared to the results of the CP-Solution (1.45 h). T indicates the time required to reach a steady
state, therefore, the results suggested that CP-NPs are absorbed very rapidly in this tissue and had a
high diffusion [44]. In the case of Kp, it is statistically higher in the CP-Solution (19.58 cm h) than in the
CP-NPs (8.73 cm h). The Kp depends a lot on the formula of the drug, and in this case, the NPs have
lower permeability, they stay longer in the tissue and can perform their function. Therefore, this may be
an indication that NPs can have more effect for a longer time [36]. There are also significant differences
between P1 and P2 between the two types of formulations. P1 indicates the distribution between
the formulation and the tissue and P2 indicates the diffusion of the drug into the tissue. In this case,
P1 is statistically higher in the CP-Solution formulation (17.01 cm) than in the CP-NPs (2.18 cm). In
other words, the distribution between vehicle and membrane is greater in CP-Solutions, and therefore,
it penetrates better than CP-NPs. An explanation would be the product formulation itself, since the
CP-Solution is dissolved and the CP-NPs are encapsulated [45]. However, P2 is statistically higher in
the case of CP-NPs (6.32 cm). These results show that although NPs have a shorter lag time penetrating
the tissue (probably due to their formulation) [46], once inside, their diffusion and distribution capacity
in the tissue is better playing a significant role in its residence inside the conjunctiva. Finally, we can
see that there are no significant differences in the Qr of the two types of formulations (3.62 mcg/cm?/g
in CP-Solution and 3.57 mcg/cm?/g in CP-NPs). In summary, in the conjunctive mucous, we can say
that CP-NPs have advantages, since they have a lower Js and Kp and a higher P2 than the CP-Solution.
Therefore, CP-NPs have a lower permeation capacity and a better diffusion inside the tissue.

In cornea, no statistically significant differences are observed for any parameter (Table 2), except
for the Qr. So, both formulations act in a very similar way. Although there are no differences between
] and Kp, the Qr of the CP-NPs (20.89 mcg/cm?/g) is statistically greater than in the CP-Solution
(16.56 mcg/cm?/g). Therefore, we can affirm that CP-NPs are retained in the mucous and therefore
have more local activity and are safer (since less drug passes into the bloodstream).

In the sclera, there are no significant differences between the Js and the Kp between formulations
(Table 2). Only statistically differences are in T and P2. In this case, the CP-Solution has a significantly
lower T/ (2.04 h™!) than the CP-NPs (2.7 h™!). In addition, the CP-Solution has a statistically higher P2
(0.82 cm) than the CP-NPs (0.62 cm). These two parameters suggest that in this tissue the CP-Solution
has advantages over the CP-NDPs, since CP-Solution takes less time to penetrate the tissue and also
diffuses better inside the mucous membrane.
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In brief, in the eye, we can conclude that CP-NPs have advantages in the conjunctiva and cornea.
In the conjunctiva, CP-NPs take longer to penetrate, so they stay longer in the place of action. In the
case of the cornea, although the two formulations act in a similar way, the CP-NPs have a better local
activity and are safer. So, CP-NPs are a good option to treat locally inflammatory diseases in these
two tissues.

4.3. Mucous Membranes

As we can see in Table 3, in the buccal mucous, it can be observed that ] and Kp are statistically
lower in the CP-Solution (0.74 mcg/h in CP-Solution and 0.39 cm in CP-NPs). Therefore, CP-Solution
has a lower capacity for permeation and less entry into the bloodstream. However, other factors
such as TI, P1, P2 and Qr should be commented on and considered. Tl is statistically higher in the
CP-Solution (1.65 h) than in the CP-NPs (0.8 h). In addition, P1, P2 and Qr are statistically significantly
higher in CP-NPs. A very important factor to consider is that Qr in CP-NPs is statistically higher
(346 mcg/cm?/gr) than in CP-Solution (2.38 mcg/cm?/gr). Therefore, we can say that CP-NPs are safer
and more efficient to treat buccal mucous membranes.

In the sublingual mucous, it can be observed that the flow (]) is statistically lower in the CP-NPs
(0.31 mcg/h) than in the CP-Solution (4.81 mcg/h) (Table 3). Therefore, as explained before, CP-NPs have
a lower bloodstream entry rate, and for this reason, are more effective at the local level. In addition, Kp
is also statistically lower in CP-NPs (0.65 cm-h) and this factor also makes it a better treatment locally
in this tissue. Another factor to take into account is that the TI of the CP-NDPs is statistically lower
(0.8 h) than that of the CP-Solution (2.77 h), and therefore, it is absorbed into the tissue more quickly.
Significant differences are also observed in P1 and P2. In this case, the P1 is statistically higher in the
CP-Solution (16.24 cm); but, the P2 is statistically higher in the CP-NPs (2.1 h™!) than in the CP-Solution
(0.6 h‘l). Therefore, CP-NPs spread faster inside the sublingual mucous. However, a negative factor is
that in this tissue the Qr is slightly statistically higher in the CP-Solution (33.14 mcg/cm?/g) than in the
CP-NPs (29.13 mcg/cm?/g). This factor is important, since the higher the Qr, the more effective and
safer the drug is. However, although the Qr is significantly higher in the CP-Solution, the amount of
Qr in the CP-NPs is also quite high. In summary, taking into account all the factors, we can affirm that
CP-NPs are a good candidate for the local treatment of inflammatory diseases.

The last tissue to consider is vaginal mucous (Table 3). In this tissue, we can see that the flow (])
and Kp are statistically lower in the CP-Solution (3.91 mcg/h and 8.15 cm h, respectively) than in the
CP-NPs (8.89 mcg/h and 18.52 cm h, respectively). Therefore, permeation into the bloodstream is lower
in the CP-Solution. However, Tl is statistically lower in the CP-NPs (1.75 h) than in the CP-Solution
(3.34 h). Then, CP-NDPs reach a steady state faster than CP-Solution. In addition, P2 is statistically
higher in CP-NPs (0.99 h™!) than in CP-Solution (0.53 h71). So, the diffusion of CP-NPs within the
tissue is better. Finally, we can see that the Qr in the CP-NPs is much higher (52.81 mcg/cm?/g) than in
the CP-Solution (23.44 mcg/cm?/g). Therefore, the amount of drugs retained in vaginal tissue is higher
in CP-NPs, and ultimately, they are safer and more effective.

In summary, we can affirm that CP-NPs have particular advantages in these three tissues. In the
sublingual mucous, CP-NPs take longer to penetrate, so they stay longer in the place of action. In
addition, CP-NPs are safer and more effective in the buccal and vaginal mucous. So, CP-NPs are a
good option to treat locally inflammatory diseases in these three tissues.

4.4. In Vivo Studies

When reviewing histological photos, it is important to look at and compare several parameters.
The most important part to analyze is the areas that have been in contact with the drug. Therefore,
we will focus on the outermost area of the mucous (stratified flat keratinized epithelium and own
laminate). On the other hand, it is also important to verify that the cellular structures that make up
each tissue do not show alterations [47,48]. Then, we analyze the results in each tissue studied.
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In buccal mucous (Figure 8) we can see that the outermost part of the tissue (A), and therefore
which has been in contact with the drug, is intact in all three tissues and in addition no cell changes are
observed. It can be seen that the thickness of the epithelium is different in each photo. This is due to
individual variability of the animals and that there are no structural changes caused by the drugs.

Figure 8. Photo 1: Histological image of untreated buccal mucous observed at 400x; Photo 2:
Histological image of buccal mucous treated with CP-Solution observed at 400x; Photo 3: Histological
image of buccal mucous treated with CP-NPs observed at 400x. (A) Stratified flat keratinized epithelium;
(B) own laminate. (C) dermal papilla; (D) basal layer and (E) buccal mucous.

Sublingual mucous tissue is a much more muscular tissue than the rest (C) and with much more
collagen (D) (Figure 9). However, it is important to highlight that the outermost part of the tissue (A)
and cells do not show alterations, and therefore, drugs have not altered the tissue structure.

Figure 9. Photo 4: Histological image of untreated sublingual mucous observed at 400x; Photo
5: Histological image of sublingual mucous treated with CP-Solution observed at 400x; Photo 6:
Histological image of sublingual mucous treated with CP-NPs observed at 400x. (A) Stratified flat
keratinized epithelium; (B) own laminate. (C) muscle and (D) collagen fibers.

We can see vaginal mucous tissue presents undulations (Figure 10). This is because the pig’s
vaginal mucous has invaginations to facilitate intercourse with males. In addition, we can observe
differences in the thickness of the epithelium (A) between each photo. These differences are due to the
phase of the estrous cycle of the female pig. Depending on the estrous phase in which a female pig is,
the thickness of the epithelium is different. Finally, it should be noted that the epithelium (A) is not
altered in any of the three photographs.

We can see the structure of the cornea in Figure 11. It is a very fragile and fine tissue. The
epithelium (A) and the own laminate (B) are separated by a thin layer called the Bowman membrane
(C). As seen in photographs 11 and 12, its structure is not affected and the epithelium (A) and cells are
not altered by any drug.

As we can see in Figure 12, the conjunctiva is a very vascularized tissue with oil glands (C). In
addition, we can find hair follicles that belong to the eyelashes (D). As seen in photographs eight and
nine, neither the epithelium (A) nor the own laminate (B) is affected by any treatment.
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Figure 10. Photo 7: Histological image of untreated vaginal mucous observed at 400x; Photo 8:
Histological image of vaginal mucous treated with CP-Solution observed at 400x; Photo 9: Histological
image of vaginal mucous treated with CP-NPs observed at 400x. (A) Stratified flat keratinized

epithelium; (B) own laminate.

Figure 11. Photo 10: Histological image of untreated cornea observed at 400x; Photo 11: Histological
image of cornea treated with CP-Solution observed at 400x; Photo 12: Histological image of cornea
treated with CP-NPs observed at 400x. (A) Stratified flat keratinized epithelium; (B) own laminate. (C)
Bowman’s membrane.

e 2 TaR: Y 100um
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Figure 12. Photo 13: Histological image of untreated conjunctive mucous observed at 400x; Photo
14: Histological image of conjunctive mucous treated with CP-Solution observed at 400x; Photo 15:
Histological image of conjunctive mucous treated with CP-NPs observed at 400x. (A) Stratified flat
keratinized epithelium; (B) own laminate. (C) oil gland and (D) hair Follicle.

In this last figure, we can see the structure of the sclera (Figure 13). This tissue is similar to the
cornea, it is very thin, fragile and delicate. The episclera (A) is the outermost layer and its function is
to facilitate the sliding of the eyeball with the rest of the eye structures. The stroma (B) is formed by
collagen fibers, and finally, the innermost layer is the fusca lamina (C), and it contains abundant blood
vessels. As we can see in photographs 14 and 15, no structural part of the sclera is affected by any
pharmacological treatment.

Definitely, no histopathological or significant structural changes were observed between control
and treated samples. The epithelial cells and the connective tissue beneath showed normal morphology
and distribution in the histological mucosal samples analyzed. These results strongly suggest that
CP-Solution and CP-NPs do not affect the cellular and tissular morphology and organization in locally
in vivo treatment.
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Figure 13. Photo 16: Histological image of untreated sclera observed at 400x; Photo 17: Histological
image of sclera treated with CP-Solution observed at 400x; Photo 18: Histological image of sclera
treated with CP-NPs observed at 400x. A: Stratified flat keratinized episclera; (B) stroma (collagen
fibers). (C) fusca laminate (blood vessels).

5. Conclusions

In conclusion, the results show that CP-NPs have advantages in most tissues. They are more
effective and safer than the CP-Solution and do not alter the tissue structure. This presents great
possibilities for the local treatment of many inflammatory diseases in pigs or humans. In this approach,
the side effects of NSAIDs will be minimized. However, additional studies are required to formulate
a pharmaceutical presentation that will be easier to apply in pigs to facilitate its administration and
animal management.
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Resum

Aquest treball proporciona un estudi per primera vegada de la farmacocinetica del
Carprofe en porcs Yorkshire-Landrace. El projecte es va dur a terme per via IM i IV,
després de I'administracié de CP (Rimadyl® 50mg/ml) amb una dosi de 4mg/kg.
El nou metode d’analisi mitjangant cromatografia de liquids per espectrometria de
masses (LC/MS/MS) ens ha permeés calcular les concentracions plasmatiques,
avaluar els parametres farmacocinetics i la biodisponibilitat. A més, hem validat
aquest nou metode analitic. Tots els parametres s'han calculat utilitzant metodes
compartimentals i no compartimentals. A més, s’ha dut a terme un estudi
farmacocinetic comparatiu amb altres especies. Resultats: la desviacié estandard
relativa va ser superior al 3%, la repetibilitat va ser bona. La precisi6 va ser del 80
al 120%. Limit de detecci6 (LOD) 0,019ppb i limit de quantificacié (LOQ)
0,060ppb. El model seleccionat per al tractament compartimental ens permet
predir quin seria el perfil dels nivells plasmatics de CP obtinguts per la via IM. Per
tant, s’ha proposat aplicar un regim de dosificaci6 comode i senzill en porcs.
Conclusions: S'ha pogut descriure i validar un nou metode per caracteritzar els
nivells plasmatics de Carprofen en porcs i proposar un régim de dosificacié.
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Graphical Abstract

En la figura 20 es mostra el graphical Abstract d’aquest article.
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Figura 20: Graphical abstract de 'article 3.
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Abstract: (1) Background: This work provides a study for the first time of the
pharmacokinetics of Carprofen (CP) in Yorkshire-Landrace swines. The project
was carried out in intramuscular (IM) and intravenous (IV) routes, after the
administration of CP (Rimadyl® 50mg/ml) with a dose of 4mg/kg. (2) Methods:
The new method of analysis using liquid chromatography mass spectrometry (LC-
MS/MS) has allowed us to calculate the plasma concentrations, evaluate
pharmacokinetic parameters and the bioavailability. Furthermore, we have
validate this new analytical method. All parameters have been calculated using
both compartmental and non-compartmental methods. In addition, a comparative
pharmacokinetic study has been carried out with other species. (3) Results: The
relative standard deviation was better than 3 %, the repeatability was good.
Accuracy was 80-120%. Limit of detection (LOD) 0.019ppb and limit of
quantitation (LOQ) 0.060ppb. The model selected for compartmental treatment
allows us to predict what would be the profile of CP plasma levels obtained by the
IM route. Therefore, a comfortable and simple dosage regimen has been proposed
to be applied in swines. (4) Conclusions: It has been possible to describe and
validate a new method to characterize plasma levels of Carprofen in swines and
propose a dosing regimen.

Keywords: Pharmacokinetics, bioanalysis, mass spectrometry validation,
Carprofen, swines.

1. Introduction
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Carprofen (CP), 6-chloro-alpha-methyl-9H-carbazole-2- acetic acid, is a non-
steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) and has been utilized as anti-
inflammatory or analgesic and having anti-pyretic effects [1,2]. CP was licensed for
veterinary use in the 1990s][3].

Currently, CP is one of the most widely used NSAID in veterinary medicine based
on the inhibition of cyclooxygenase (COX) [4]. The effectiveness of CP has been
described in numerous pathologies and species: osteoarthritis in dogs [5]; bovine
respiratory diseases in combination with antibiotics [6, 7]; inflammatory
symptoms in dogs or cats, as a treatment for bovine mastitis [8-10] and also
analgesic in dogs [11].

Even, recent studies show CP as a possible drug for the treatment of COVID-19 [12]
which provide specific usefulness for this drug. However, up to our knowledge,
there are very few studies about CP mode of administration in swines [13].

Swine is one of the species most frequently used in animal research. Studying the
effects of CP in this species could help to treat various swine diseases that occur
causing inflammation and pain. Furthermore, studying the pharmacokinetics and
pharmacodynamics of CP in swine is useful to create an animal model for further
alometric models to the human species.

Numerous CP pharmacokinetic studies have been conducted in various species:
horses [14-15], donkeys [16], calves [17-18], sheep [19], rabbits [20-21], vultures
[22], humans [23], dogs [24-25] and cats [26-27]. The commercial CP drug
(Rimadyl®) consists of a racemic mixture (50:50) of the enantiomers (R(-) and
S(+)). It has been shown in various species that the effectiveness of CP is due to the
S(+) enantiomer [14,16,20]. In contrast, the R(-) enantiomer has higher protein
binding and is therefore the predominant enantiomer in plasma. No chiral
inversion of the two CP enantiomers has been observed in any species to date [14,
20]. Furthermore, it was shown that there is a remarkable variability in the dosage
of CP in different species. For this reason, it is required to carry out
pharmacokinetic and pharmacodynamic studies in each species [15].

Concerning drug analysis, the majority of published pharmacokinetic studies have
determined CP by UV high-performance liquid chromatography (HPLC-UV) in
accordance with previously developed methods [28-29]. This technique lacks of
enough detection limits for low concentration samples and it is preferable to
analyze CP with an alternative liquid chromatography mass spectrometry
technique (LC-MS/MS) which has several analytical advantages [30]. Since LC-
MS/MS provides significant accuracy and precision advantages, it reduces plasma
contamination and solvent consumption [31-32] in comparison with HPLC-UV.

The objective of this study is to investigate the pharmacokinetic data of the
racemic mix of CP in swine after intravenous (IV) and intramuscular
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administration (IM) and its bioavailability. In addition, we have developed and
validated a new bioanalytical procedure by LC-MS/MS to quantify CP in swine’s
plasma samples. Finally, we have determined CP recovery in swine’s liver and
kidney.

2. Materials and Methods
2.1 Animals and experimental design

The study was conducted under a protocol approved by the Animal
Experimentation Ethics Committee of the University of Barcelona (Spain), holding
ethical approval code 10617.

Four Yorkshire-Landrace swine (two males and two females) of 25-50kg were
anaesthetized with a standard sedation protocol based on IM midazolam
(MidazolamGen®) from Bayer AG at 0.17 mg/kg; IM xylazine (Rompun®) from
Bayer AG at 2.5 mg/kg and IM ketamine (Imalgene®) from Boehinger Ingelheim at
3 mg/kg. Then, anesthesia was induced with IV propofol (Propofol Lipuro 1%®) at
2.5mg/kg from Braun. Maintenance was achieved with inhaled isoflurane
(Forane® 2%) of Centauro Veterinary administered by tracheal intubation with a
low pressure balloon.

The femoral artery was then catheterized using a 22G catheter from Centauro
Veterinary. CP (Rimadyl® 50mg/ml of Zoetis) was administered at a dose of
4mg/kg intravenously (IV) and blood samples were collected at various times: 0.5
min, 15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h. The blood obtained at each time point
is stored in a EDTA tube, centrifuged at 3200rpm for 15 min at 42C. The
supernatant (plasma) is then removed and frozen at 802C for further analysis.
Subsequently, a latency time of 7 days was given for each swine to make sure there
are no traces of drug administered IV and there is no carry-over effect. This was
followed by the same procedure being performed administering 4mg/kg of CP
(Rimadyl®) intramuscularly (IM). Blood samples were taken at the same times as
described in route IV and in addition one more blood sample was extracted at 48h.
The plasma was then obtained by the same procedure as previously described and
stored at -802C for subsequent analysis.

At the end of the study, the animals were euthanized by sodium thiopental 1g
overdose (from Braun) and liver and kidney samples were removed and frozen at -
802C for further recovery analysis.
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Figure 1: Liver and kidney samples collected for later recovery analysis.
2.2 Liquid chromatography mass spectrometry analysis
2.21 Standard Curve

A standard curve was prepared from 1 to 1000 ng/ml of CP obtained from Capot
Chemical (Hangzhou, P.R. China) and Carprofen-d3 from Sigma-Aldrich was added
as per Internal Standard (IS). The procedure consisted of weighing 10mg of CP,
adding 5ml of DMSO and 5ml of methanol (mother solution). From this stock
solution (1000mg / ml), different dilutions were made with methanol to the
concentrations described above (from 1 to 1000ng/ml). Subsequently, IS
(Carprofen-d3) at 500ng/ml was added at each point on the standard line.

2.2.2 LC-MS/MS method

The equipment used was UPLC Acquity, auto sampler s/n KO7UPA434M and
binary pump s/n JO7UPB374M (Waters Chromatography) coupled to an API 3000
triple quadrupole mass spectrometer s/n DG340007 (AB Sciex). An Acquity UPLC
BEH C18 1.7 um 2.1 x 50 mm column was used as a stationary phase. The column
temperature was set at 40 2C. The mobiles phase consisted of (A) Ammonium
Formate 10 mM at pH 5.00 in MilliQ Water and (B) Methanol: Acetonitrile: Formic
Acid (80:20:0.1). The gradient elution profile was chosen as follows: from 0 to 0.1
min 98% A, from min 0.1 to min 1 % A decreased from 98 to 2%, kept at 2% until
minute 2 and returning to initial conditions at minute 2.1 until minute 4. Flow was
set at 0.35mL/min.

Carprofen was detected in the negative electrospray ionization (ESI) mode. The ion
spray voltage was set at -4500 Volts and source temperature at 450 2C. Data were
acquired in MRM (multiple reaction monitoring) mode. Transitions selected for
Carprofen were 271.8/228.0 for quantization and 271.8/225.9 for confirmation.
Internal Standard (Carprofen-d3) transition was 275.0/231.2.
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2.2.3 Validation assays

Standard curves were made by quadrupled. From 1 ppb (ng/mL) to 1000 ppb in
DMSO/methanol, comprising seven points. Internal Standard was 500 ppb of
Carprofen-d3. Validation was performed for two transitions: T1 is for transition
271.8 / 228.0 and T2 is for transition 271.8 / 22, to confirm the quantification of
the method.

Linearity and range: Four independent sets of CP standard solutions prepared to
build calibration curves were injected one each of four consecutive days. Range
tested was from 1 ppb to 1000 ppb, IS at 500 ppb in standard solutions and in all
samples. The linearity was evaluated by linear regression and the criterion of
acceptance was R2 > 0.99.

Repeatability: Precision of the method was examined as repeatability. The 10 ppb,
250 ppb and 750 ppb Carprofen solutions (IS 500 ppb) were injected six times to
study the repeatability of the method. Mean, Standard Deviation and Relative
Standard Deviation (RSD) were calculated (concentrations in ng/mL).

Accuracy: Was measured from the linearity data. The recorded data points were
interpolated in the straight line calibration curve in order to study the deviation of
the recovery values as a measure of the accuracy.

Sensitivity (LOD and LOQ): Limit of detection (LOD) and limit of quantitation
(LOQ) of the method were evaluated from signal-to-noise ratio. The detection limit
was defined as the lowest concentration level resulting in a peak height of three
times the baseline noise. The quantitation limit was defined as the lowest
concentration level that provided a peak height with a signal-to-noise ratio of 10.
LOD and LOQ were calculated from the 2 ppb dabigatran chromatogram.
Determined as a signal-to-noise ratio 3 for LOD and 10 for LOQ.

2.2.4 Sample preparation

200pL of plasma were transferred in a 1.5 ml Eppendorf tube, added 25 pL of
Carprofen-d3 (IS) at 10 pg/mL, 475 pL of methanol were added, mixed and
centrifuged at 10000 RPM 5 min at 42C. Supernatant was collected and kept at -
80C until analysis.

114



2.2.5 Recovery of the liver and kidney

Liver and kidney samples were superficially cleaned with gauze soaked in a 0.05%
solution of dodecyl sulphate from Sigma-Aldrich followed by MiliQ water. Then,
samples were carefully cut into small pieces and accurately weighed. Samples were
crushed with an IKA® ultra Turrax® disperser tube (DT-20 dispersing tube with
rotor-stator element, 25/cs) from Sigma-Aldrich and then the CP content was
extracted with phosphate buffer solution 7.4 (PBS) under sonication (20 min) in an
ultrasonic bath in a container protected from light. Supernatant was collected and
centrifuged at 10000 RPM 5 minutes at 42C. The resulting extracted solutions were
measured by the LC-MS/MS method previously described.

2.2.6 Statistical analysis

Nonparametric t-test (Graph Pad Prism® 5.01, Graph Pad Software Inc., and San
Diego, CA, USA) assessed the significance (p<0.05) of the differences of CP recovery
tissues.

2.2.7 Fitting Pharmacokinetic Models

CP pharmacokinetic parameters have been calculated by the WinNonlin computer
program (Pharsight 5.2, Mountain View, CA, USA). Individual pharmacokinetic
parameters were calculated with both the compartmental and non-compartmental
model [33]. After visual inspection of plasma profiles, two-compartment open
model was fit to the plasma concentrations.

Finally, taking into account, swines physiological values of total aqueous volume
(TBW: 60% of body mass) [34] and renal blood flow (RBF: 62.0 + 3.1 ml / min)
[35], clearance (Clp), volume of distribution (Vdss) and half-life (HL) of the CP in
swine were calculated for the four ranges established by Davies i cols. [36] (see
Table 1) to classify the pharmacokinetic parameters of CP obtained by the
compartment method.

Table 1: Primary parameters (Clp and Vdss) and half live (HL) elimination ranges classified into four
magnitude ranges established by Davies i cols. [36].
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Parameter Low Medium High Very High

Plasma Clearance (Clp in mL/min) <1/10 RBF 1/10-3/4 RBF >3/4 RBF > RBF
< 26,2 26,2-196,5 >196,5 >262
Volume of Distribution (Vdss in L/kg) <TBW TBW- 5 5-100 >100
<0,6 0,6-5 5-100 >100
Half Lives (HL in h) <3 3-8 8-14 >14
2.2.8 Non-compartmental analysis and Bioavailability

A non-compartmental analysis of the observed data was also performed for each
IV and IM data set. The pharmacokinetic parameters estimated include the
terminal rate constant (kz); terminal half-life (HL), the area under the
concentration curve from time = 0 to infinity (AUCoo) calculated by the trapezoidal
method. Furthermore, the predicted parameters of the mean residence time
(MRTo0); the volume of distribution at a steady-state (Vdss) and the observed
clearance (Cl) were represented, since they hardly differed from the observed
values.

The absolute bioavailability (F%) of CP in Rimadyl® drug in swine was measured
by comparing the respective AUCs and Cmax of IM and IV administration after a
non-compartmental treatment of the plasma concentration data with respect to
time and normalized by the dose [37].

2.2.9 Simulations as applicability of the model

The studied model found by a compartmental treatment allows us to predict what
would be the profile of plasma levels obtained after 3 different dosing regimens by
the IM route by the WinNonlin computer program (Pharsight 5.2, Mountain View,
CA, USA). The aim is to find a regimen and dosage of CP which is practical, easy to
administer and safe for the treatment of housed swine. For this reason, 3 models
were chosen: administration 3 times a day, 2 times a day or a single dose. For this
simulation, we wanted to ensure that the stationary equilibrium of the drug in
blood had been reached (with stable Cmin and Cmax values): 15 doses of 4mg/kg
at 8h, 14 doses of 4mg/kg at 12h and 10 doses of 4mg/kg at 24h.

3. Results

3.1 Liquid chromatography mass spectrometry
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Figure 2 shows the ionograms and CP retention times of the standard curve; IV and
IM plasma samples collected at different times from the same swine (swine
number 1). Several ionograms of each swines can be consulted in the
Supplementary Material (Figures S5-S7).
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Figure 2: Ionograms of CP at different plasma samples times of swine number 1. A:
standard curve at 750 ng/ml; B: IV levels at 5 min; C: [V levels at 6h; D: IV levels at
24h; E: IM levels at 5 min; F: IM levels at 6h and G: IM levels at 24h.

3.2 Validation assays

It is verified by the two transitions that the values of R2> 0.99. As the
relative standard deviation of the six measurements was better than 3 %, the
repeatability of the method was good. Values of accuracy were from 80 to 120%.
Finally, LOD T1 was 0.019ppb and LOQ T1 0.064ppb and LOD T2 was 0.060ppb
and LOQ T2 0.199ppb. All tables and figures of validation method can be consulted
in supplementary material section (Figures S1-S4 and Tables S1-54).

3.3 Recovery from liver and kidney

Figure 3 shows the results obtained from the recovery of the CP (ug/g) in liver and
kidney at 48h after being administered.
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0.4+

0.3+

0.2+

CP (ug/g)

0.1+

Tissue Median Max. Min.
LIVER 48h 0,19 0,37 0,00
KIDNEY 48h 0,29 0,37 0,22

0.0

Liver 48h

Kidney 48h

Figure 3: CP retained in liver and kidney (pg/g) at 48h expressed by median and

range.

3.4 Pharmacokinetic parameters

Using the CP concentrations of the plasma after IV and IM administration during
24-48 hours (Figure 4), the main pharmacokinetic parameters of 4 pigs have been
evaluated by a non-compartmental treatment in accordance with the equations

presented by Leon Shargel i cols. [37] (see table 2 and 3).
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Figure 4: CP plasma concentration of 4 swine injected with IV 4mg/kg (left) and
IM 4mg/kg (right).

Table 2: Pharmacokinetic data of CP in plasma of 4 swine injected with 4mg/kg IV treated by a non-

compartmental method expressed in mean, standard deviation (SD), median and range.

Parameters Mean SD Median Max. Min.
Az (1/h) 0.02 0.00 0.02 0.01 0.02
HL_A_z (h) 40.59 10.69 39.17 29.32 54.69
Tmax (h) 0.12 0.08 0.08 0.08 0.25
Co (ng/mL) 1449 0.21 14.41 14.34 14.80
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AUCoo_pred
(h'pg/mL)

Vdss_pred (mL/kg)
Cl_pred (mL/h/kg)

MRToco_pred (h)

673.06 202.68

352.23 28.54

6.38

57.95

1.96

15.62

664.94

359.71

6.16

55.90

455.58

313.55

4.41

41.49

906.76

375.95

8.78

78.52

Table 3: Pharmacokinetic data of CP in plasma of 4 swine injected with 4mg/kg IM treated by a non-
compartmental method expressed in mean, standard deviation (SD), median and range.

Parameters Mean SD Median Max. Min.
A_z (1/h) 0.02 0.01 0.03 0.02 0.03
HL A z (h) 29.96 8.35 28.00 23.06 40.76
Tmax (h) 4.25 0.50 4.00 4.00 5.00
Cmax (ug/mL) 10.14 2.11 10.11 8.01 12.34
AUCx pred

(h-pg/mL) 40289  9.28 404.24 390.53 41256
Vdss_pred (mL/kg) |428.62  117.35 401.07 327.53 584.83
Cl_pred (mL/h/kg) |9.93 0.23 9.90 9.70 10.24
MRT~_pred (h) 4481 12.07 41.89 34.92 60.56

Using the plasma CP concentrations after IV and IM (Figures 5 and 6)
administration during 24-48 hours, the main pharmacokinetic parameters of 4
pigs have been evaluated by a compartmental treatment in accordance with the
equations presented by Leon Shargel et al. [37] (see table 4 and 5).

tion (ug/ml), Predicted (ug/mL)

on (ug/mL), Predicted (ug/mL)
o

(ug/mL), Predicted (ug/mL)

(ugfmL), Predicted (ug/mi)
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Figure 5: CP plasma concentrations in 4 swine injected IV (4mg/kg) in a

bicompartmental model.

Table 4: Pharmacokinetic data of CP in plasma of 4 swine injected with IV (4mg/kg) treated by a
compartmental method expressed in mean, standard deviation (SD), median and range.

Parameters Mean SD median Max. Min.
A (ng/mL) 3.23 1.27 3.74 4.09 1.36

B (ng/mL) 11.38 1.05 11.28 12.56 10.41
Alpha (1/h) 1.50 0.93 1.51 2.40 0.57
Beta (1/h) 7.69 15.34 0.02 30.69 0.02
AUC (hrpg/mL) 648.52 164.02 667.25 793.76 465.84
K10_HL (h) 30.75 7.69 30.83 38.85 22.49
Alpha_HL (h) 0.66 0.45 0.58 1.21 0.29
Beta_HL (h) 31.25 21.21 39.55 45.88 0.02
K10 (1/h) 0.02 0.01 0.02 0.03 0.02
K12 (1/h) 0.35 0.27 0.35 0.65 0.05
K21 (1/h) 1.14 0.67 1.16 1.73 0.52
Co (ng/mL) 14.61 0.67 14.52 15.50 13.92
V1 (mL/Kg) 274.13 12.32 275.54 287.35 258.07
CL (mL/h/Kkg) 6.49 1.72 6.17 8.59 5.04
AUMC

(h-h-pg/mkL) 37468.33  15320.74 38506.30 52437.54 20423.16
MRT (h) 55.92 9.97 56.88 66.06 43.84
Vdss (mL/kg) 350.33 30.27 354.13 376.45 316.61
V2 (mL/kg) 76.20 33.59 86.34 102.88 29.25
CLD2 (mL/h/Kkg) |95.20 72.14 93.64 178.41 15.11
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Figure 6: CP plasma concentration in 4 swine injected with IM in a bi-compartmental model.
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Table 5: Pharmacokinetic data of CP in plasma of 4 swine injected with IM treated by a compartmental

method, expressed in mean, standard deviation (SD), median and range.

Parameters Mean SD Median Max. Min.
A (ng/mL) 73.20 58.45 71.54 142.54 7.20
B (ng/mL) 5.17 2.80 4.94 8.03 2.74
K01 (1/h) 0.47 0.43 0.31 1.11 0.16
Alpha (1/h) 0.17 0.11 0.18 0.27 0.05
Beta (1/h) 0.01 0.01 0.01 0.02 0.00
K10 (1/h) 0.03 0.03 0.03 0.05 0.00
K12 (1/h) 0.10 0.05 0.11 0.15 0.04
K21 (1/h) 0.05 0.04 0.05 0.09 0.01
AUC (h-pg/mL) 509.77 38.69 494.77 566.47 483.07
KO01_HL (h) 2.37 1.51 2.26 4.32 0.63
K10_HL (h) 14.12 0.37 14.04 14.59 13.79
Alpha_HL (h) 6.31 5.33 4.36 13.96 2.59
Beta_HL (h) 36.89 5.44 36.92 43.39 30.33
V1_F (mL/kg) 247.62 117.66 206.22 413.99 164.04
V2_F (mL/kg) 363.18 122.34 367.36 483.67 234.35
VDSS (mL/kg) 610.80 120.36 286.78 448.83 199.20
CL_F (mL/h/kg) 4.13 4.76 411 8.28 0.00
21.05 4.46 22.63 24.30 14.63

CLD2_F
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(mL/h/kg)

Tmax (h) 5.26 2.28 4.63 8.54 3.25

9.96 2.10 10.07 11.97 7.72

Cmax (ng/mkL)

Once the pharmacokinetic parameters of CP were found in swine, we were able to
compare swine with other previously described species: dogs [25], horses [15],
cats [26], rabbits [20], sheep [19] and humans [23] (see table 6). In this way, we
can compare if the behavior of the CP is similar in the species studied to date. To
make the comparison between the various species and swine, a t-Student
statistical test was performed between each species and swine.

Table 6: Pharmacokinetic parameters estimates in different species. Statistical comparison of the CP
pharmacokinetic parameters (HLB, AUC, Vdss, Cl and MRT) of swine versus different studied species (dogs
[25], horses [15], cats [26], rabbits [20], sheep [19] and humans [23]) expressed in mean and SD, except in
dogs (mean and coefficient variation).

DOG (4mg/kg IV | HORSE (4mg/kg IV | CAT (4mg/kg IV | RABBIT (2mg/kg IV | SHEEP (4mg/kg IV | HUMAN (100mg IV | SWINE (4mg/kg IV
Parameters Rimadyl ®) Rimadyl ®) Zenecarp ®) Rimadyl ®) racemic CP) Imadyl ®) Rimadyl ®)
(n=6) (n=6) (n=5) (n=6) (n=8) (n=6) (n=4)
Co (pg/mL) 58.11+100.70 36.16 + 3.88 179.8 £ 263.1 20.7 £2.05 39.61+5.6 ND 14.61+1.1
A (ng/mL) 47.68 +13.39 28.38 £ 3.26 146 + 239 14.36 £ 2.72 ND ND 3.23+1.27
B (ng/mL) 10.43 £87.31 7.78 £ 0.61 33.8+24.1 6.1 £2.08 ND ND 11.38 £ 1.05
a (h-1) 0.43 £ 25.13 2.01 £ 0.66 294 +39 1.94 + 0.66 1.69 £ 0.33 ND 1.5+0.93
B (h-1) 0.08 £17.15 0.06 £ 0.01 0.05£0.02 0.23 £0.05 0.03+0.01 ND 7.69 + 15.34
HLa (h) 1.63 +25.13 0.39+0.13 ND 0.36 + harmonic 0.43 £ 0.09 1.8+0.5 0.66 £ 0.45
HLB (h) 9.1+17.15 11.35+£2.21* 20+16.6 3.06 + harmonic 24.17 £5.98 9.9 £0.79 * 31.25+21.21
AUC  (ug
h/mL) 268.94+ 26%** 138.1 £ 17.89 *** 636 = 237 37.82 £9.64 *** 531.8+120.7 ND 648.52 +164.02
K10 (h-1) 0.23 +26.61 0.22 £ 0.04 0.34£0.53 0.55+0.21 0.08 £ 0.04 ND 0.02 +£0.01
K12 (h-1) 0.11+61.3 1.27 £ 0.49 2.1+33 0.81 +0.34 0.97 £ 0.24 ND 0.35+0.27
K21 (h-1) 0.14 +43.31 0.59+0.2 0.55+0.55 0.81+0.16 0.68 £ 0.06 ND 1.14 £ 0.67
Ve (L/Kg) 0.07 £ 0.06 0.14 £ 0.02 0.05+0.03 0.1+£0.01 0.1+£0.00 0.045 £ 0.01 0.27 £0.01
Vdss (L/Kg) 0.12 £ 0.01 *** 0.43£0.05* 0.14+ 0.05 *** 0.09 £ 0.02 *** 0.13+£0.19* 0.22 £ 0.06 ** 0.35+0.03
Cl (mL/Kg/h) 14.87 £ 26.03 29 + 4,9 *xx 7.1+2.81 27.92 +£7.07 *** 4+1.22% 31.11 + 6 *** 6.49 =+ 1.72
MRT (h) 8.02 +£23.28**  15.1 + 3.43 *** 23.6+£162* 3.45 £ 0.5 *** 33.89 + 8.38 ** 7.07 £9.17 *** 55.92+9.97

* P-Value <0.05; **P-Value <0.01 and ***P-Value <0.001. ND: Not determined.
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3.5 Bioavailability

Table 7 represents CP bioavailability calculated by comparing the
respective AUCs IM and IV administration and Table 8 represents CP
bioavailability calculated by comparing the respective Cmax IM and IV
administration after a non-compartmental treatment of the CP plasma
concentration data with respect to time and normalized by the dose.

Table 7: Bioavailability evaluated by AUC expressed in mean, standard deviation (SD), median and range.

Swine

1 Swine2 Swine3 Swine4
AUC IM (Dose: 4
mg/kg) 390.53 406.29 402.19 412.56
AUC 1V (Dose: 4
mg/Kkg) 455,58 767.88 906.76 562.00

Bioavailability (F %) 8572 5291 4435  73.41

Mean SD Median Min. Max.

64.1 18.9 63.2 44.4 85.7

3.6 Multiple dose calculation IM

Finally, we have been able to calculate three different dosing regimens by the IM
route for the CP in swine. Figures 7, 8 and 9 represent the simulation of
administering multiple doses (4mg/kg) of IM CP in swines every 8 h, 12 h and 24 h
respectively.
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Figure 7: Simulation of administration of multiple doses (4mg/kg) of CP IM administration in swine every 8h.
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Figure 8: Simulation of administration of multiple doses (4mg/kg) of CP IM administration in swine every
12h.

Predicled fughinl)
o o m N W
= @m a8 tm &

2

AN A , N

NN f \‘ f | f f )
| N \\ J \\ o N . N \ \\\
] /f\ \/ \\‘\. - )

i 50 100 150 200 250
Time (hr)

=}

Figure 9: Simulation of administration of multiple doses (4mg/kg) of CP IM administration in swine every
24h.

4., Discussion

4.1 Liquid chromatography mass spectrometry and validation assay

By the resolution of the images (see Figure 2), it can be verified that this technique
is a good method to evaluate the CP plasma concentration in this species. All
ionagrams have the same retention time (1.54 min), well-defined peaks and no
interference. Furthermore, this method has the advantage that it does not require
a great deal of prior treatment. So it is faster to perform (if we compare it with the
previously described HPLC method) and therefore, cheaper to perform. Validation
assay was suitable for the established parameters. The results demonstrate an
adequately selective, accurate and precise method.

4.2 Pharmacokinetic parameters
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As previously mentioned, the results obtained were treated with two methods of
calculating parameters: non-compartmental and compartment methods. These
two methods are accepted clinically and by the drug agency (EMA) when studying
the dosage of a drug [37-38].

Data of plasma concentrations of CP by the IV route were treated by the
compartmental method. We can observe that the 4 profiles in each route are very
similar between the 4 swine. Finally, the main pharmacokinetic parameters of CP
by the IM route were analyzed by the compartmental method. These parameters
do not show any abnormality. However, once the parameters have been described
by the compartmental method and based on the classification of Davies et al. [36],
we can say that Cl: 3.24 mL/min and Vdss: 0.35L/kg values can be considered in
low range. However, the HL: 39h can be considered very high. Low Cl implies a
long permanence time in the organism. Therefore, this factor will be beneficial as it
is able to provide the conditions for a longer dosage over time. Due to low Cl, it
implies a longer HL of the drug and therefore a lower elimination constant [33].
Low Vdss may be due to the fact that it has been described in other species that CP
has a high binding to plasma proteins [15-17] and this hinders its distribution in
the organism.

Once the pharmacokinetic parameters of CP were found in porcine plasma by the
compartmental method, we were able to perform a comparison between species.
To do this, we have searched for the CP pharmacokinetic parameters investigated
up to the present time in dogs, horses, cats, rabbits, sheep and humans. As we can
see, all species were administered a CP dose of 4mg / kg IV route (the same as in
our study). In this way, the comparison between species is more robust and valid.
As can be seen, not all the pharmacokinetic parameters found in the porcine
species have been described in other species. For this reason, we are going to focus
on the shaded parameters in Table 6 (HL, AUC, Vdss, Cl and MRT), since they are
the parameters described in almost all the species studied to date and therefore
comparable with swine.

As we can see, AUC of CP in swine is the highest (648.52 pg - h / mL) and presents
significant differences with almost all the species studied. This factor is beneficial
for swine since a high AUC represents more unchanged drug in the organism and
therefore it can have its effect for longer [33]. Furthermore, we can observe that
HL and MRT of CP in the swine is also very high (31.25h and 55.92h respectively)
and the Cl is low (6.49 mL / Kg / h) compared to other species. Therefore, the drug
remains in the body for longer and its elimination constant is low, which favors the
drug to be able to work for a longer time. Finally, we can observe that Vdss of the
drug in the swine species (0.35L / Kg), although it is not very high, is one of the
highest levels if we compare it with the other species (only exceeded in horses).
The Vdss represents the distribution of a drug though the different tissues [37].
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Therefore, CP in porcine species is distributed better in tissues than in other
species.

In summary, we can say that CP presents significant differences in its
pharmacokinetic behavior with respect to the other species studied. In the case of
swine, CP remains unchanged in the organism for longer than in other mammals
and can carry out its action for a longer time. Therefore, we can say that CP is a
good candidate to treat inflammatory diseases and pain in swine species.
Furthermore, the importance of carrying out pharmacokinetic studies of a drug in
different species should be highlighted, since the results can be very different from
one species to another [39].

4.3 Bioavailability

The AUC level-time curve is a measurement of the extent of bioavailability of a
drug. The AUC reflects the total amount of active drug that reaches the systemic
circulationln our study we have observed that in order to estimate the AUC value
more precisely, it would be necessary to calculate more points after 48h.
Therefore, the estimation of the non-compartmental method is a bit imprecise.
However, our study has served as a preliminary study for the calculation of the
AUC of CP in pigs. Assuming that AUC value calculated by the non-compartmental
method has a bias, we have calculated the bioavailability from AUC value
calculated by the compartmental method. When comparing them we have been
able to establish that no great differences are observed, and therefore the result is
acceptable.

Therefore, from the AUCs found in IV and IM administration by a single
administered dose (4mg/kg), bioavailability can be determined by the IM route in
swine. In this case, the bioavailability of CP in porcine species when administered
IM is 64.1%. Given the variability of 18.9%, high, but which is considered normal in
living beings [40], we can consider the CP bioavailability very acceptable and the
IM route is deemed very suitable for the porcine species.

4.4 Recovery from liver and kidney

From samples taken at 48 hours from kidney and liver, we obtained the amounts of
CP in these organs at the end of the pharmacokinetic study. We can say that the
distribution and retention of CP remains homogeneous in the two organs
(previously determined the % recovery of 97.4% in liver and 83.62% in kidney). At
48 hours there are still CP quantifiable amounts retained in both organs, as there is
still drug being eliminated.
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In addition, given that the CP half-life for IM administration is almost two days
(39h) and to ensure that there is no drug left in the body requires a purification of
7-10 half-lives [41]. We can say that in order to establish a period of suppression
for human consumption, we should wait a minimum waiting time of 15-20 days
before consuming pork treated with CP.

4.5 Multiple dose calculation IM

Bearing in mind that the IV via has limitations in the posology in the treatment of
swine, we have concentrated on making a posology with the IM via. The aim was to
find the best administration interval in swine with a dose of 4mg/kg IM in order to
achieve plasmatic concentrations within the therapeutic range and in the shortest
time possible [42]. As we did not know the therapeutic interval in swine, we based
our research on studies carried out before in two species: humans [23] and dogs
[43]. The studied administration intervals were: 8, 12 and 24 hours. Taking values
between 15-20 pg/ml as a measure of effective concentration, we could put
forward that the best plan administrating CP is every 24h, for the second dosage
arrives at efficient concentrations and maintains beneficial and safe concentrations
over a long period of time.

5. Conclusions

As a conclusion of this study, it has been possible to describe and validate a new
method to characterize plasma levels of Carprofen in swines, in order to explore
the pharmacokinetic parameters. These results open the possibility of using
Rimadyl® for veterinary applications in this specie.

Supplementary Materials: The following are available online at

www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: Linear regression of the 4 studied lines by T1, Figure S2: Linear
regression of the 4 studied lines by T2, Table S1: Repeatability of the method for two transitions (T1 and T2)
expressed by Mean, Standard Desviation (SD) and Relative Standard Deviation (RSD) for three concentration
levels (10, 250 and 750 ppb), Table S2: Accuracy of the method for transition T1 expressed by Mean,
Standard Desviation (SD) and Relative Standard Deviation (RSD) for total of seven concentration levels of the
standard curves (from 1 ppb (ng/mL) to 1000 ppb), Table S3: Accuracy of the method for transition T2
expressed by Mean, Standard Desviation (SD) and Relative Standard Deviation (RSD) for total of seven
concentration levels of the standard curves (from 1 ppb (ng/mL) to 1000 ppb), Table S4: Limit of Detection
(LOD) and Limit of Quantification (LOQ) of the method for two transitions (T1 and T2) expressed by ppb
concentration, Figure S3: Ionogram of Limit of Detection (LOD) and Limit of Quantification (LOQ) for
transition T1, Figure S4: Ionogram of Limit of Detection (LOD) and Limit of Quantification (LOQ) for transition
T2, Figure S5: lonograms of CP at different plasma samples times of swine number 2. A: IV levels at 5 min; B:
IV levels at 6h; C: IV levels at 24h; D: IM levels at 5 min; E: IM levels at 6h and F: IM levels at 24h, Figure S6:
Ionograms of CP at different plasma samples times of swine number 3. A: IV levels at 5 min; B: IV levels at 6h;
C: IV levels at 24h; D: IM levels at 5 min; E: IM levels at 6h and F: IM levels at 24h, lonograms of CP at different
plasma samples times of swine number 4. A: IV levels at 5 min; B: IV levels at 6h; C: IV levels at 24h; D: IM
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levels at 5 min; E: IM levels at 6h and F: IM levels at 24h and Figure S7: lonograms of CP at different plasma
samples times of swine number 4. A: [V levels at 5 min; B: IV levels at 6h; C: IV levels at 24h; D: IM levels at 5
min; E: IM levels at 6h and F: IM levels at 24h.
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El nostre primer estudi s’ha basat en la validacié del metode analitic del CP
mitjancant HPLC, ja que fins ara no s’havia fet servir. Per fer-ho hem fet servir una
solucié de CP saturada (CP-Sat).

Els pics detectats abans dels primers 2 minuts en totes les mostres es van atribuir
a la injeccié6 de la mostra, ja que apareixia regularment en totes les mostres
provades. El pic de CP va apareixer entre 2-3 minuts. La resolucié calculada per a
qualsevol pic va revelar que aquest metode era acceptablement selectiu pel CP.

Tots els R? van resultar per sobre de 0,998. Es va demostrar una linealitat
satisfactoria dins de les concentracions estudiades, ja que no es van trobar
diferencies estadistiques (P > 0,05) mitjancant un test d’analisis de varianca
(ANOVA) amb Valors de P per els dos intervals de 0,404 i 0,078.

Com podem veure a la taula 1 del primer article, les prediccions de les dues rectes
de concentracié sén similars. Suposant un volum de cel-lula de 4,5 ml i tenint en
compte que s’han utilitzat 300 pL-1500 pg/ml com a solucié donant, el valor minim
de LOQ assegura una mesura adequada fins a un minim del 0,4% de la dosi
aplicada a I'experiment de permeacio.

L’exactitud i precisi6 de les corbes de calibratge de CP van ser inferiors al 15% dels
valors limit suggerits a les pautes EMA (EMA (b)) i no es van trobar diferencies
estadistiques (p <0,05) en el test ANOVA. Aquests resultats suggereixen que el
metode proposat és adequadament exacte i precis per a tot l'interval estudiat
(0,78-100 pg / mL).

La recuperacié maxima s’ha aconseguit en la mucosa vaginal (26,2%) i la més baixa
en la mucosa bucal (1,2%). En el nostre cas, no hem utilitzat dissolvents organics,
ja que tot i que s’hagués aconseguit una recuperacié més elevada, es podria haver
compromes la integritat histologica dels teixits (objectiu principal d’aquest
experiment). De fet, estudis de validacié previs demostren que el CP es pot
degradar mitjancant 1'is de dissolvents organics alcoholics o halogenats. Per
aquest motiu, hem utilitzat tampé fosfat sali (PBS) aquds per a les proves
d'extraccio.

Segons els experiments de permeacid, es van complir les “sink conditions” en el
compartiment receptor (el volum del compartiment receptor ha de ser tres
vegades el volum de saturacié) com a premissa per a aquesta validacié (European
Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare, 2018). El compliment de les
“sink conditions” es va verificar tenint en compte la solubilitat experimental de CP
en PBS i els maxims nivells de permeacio assolits en cada cas.

En quan a les permeacions realitzades en aquest treball, la permeacié de la
membrana conjuntiva presenta una permeacié estacionaria lineal des del temps
zero. Per contra, les corbes de les membranes de l'esclera i de la cornia sén
concaves, cosa que suggereix l'existéncia d'un temps de retard rellevant fins a la
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segona hora (a la cornia) i fins a la tercera hora (a lI'esclera). La quantitat maxima
de permeabilitat es va produir en la cornia i la seva concentracié equivalent no va
assolir el limit de “sink conditions”. En conseqiiéncia, en els teixits oftalmics, la
permeacié corneal té el valor maxim (49,06 pg), que representa una concentracio
d’'uns 220,78 pg/mL.

Pel que fa a les membranes mucoses, els perfils bucals i sublinguals s6n concaus,
aixod suggereix un augment del flux de permeaci6 després de la tercera hora en
ambdos teixits. En canvi, la permeacié de la mucosa de la vagina mostra una
permeacid lineal des de l'inici, sense temps de retard. En aquest cas, els nivells a les
6h dels tres casos son forc¢a similars, arrodonint el valor maxim a 18,24 ug per a la
permeacié bucal, que representa una concentracié d'uns 218,89 pg / mL.

En resum, la quantitat maxima impregnada amb teixits oftalmics és de 49,06 g, el
que representa un 2,80% del valor de saturacié de CP. En relaci6 amb les
membranes mucoses, la quantitat maxima permeable és de 18,24 png, el que
representa un 1,02% del valor de saturacié de CP. En ambdues series, les
quantitats maximes permeses representen menys del 20% de la solubilitat de CP.
Per tant, es compleix la premissa experimental.

Pel que fa a la probabilitat de valors de retencié de farmacs, els resultats s’acosten
a altres valor aconseguit per altres autors amb medicaments similars (Lindstrom i
Kim, 2006). Es coneix que la permeabilitat de la cornia amb AINEs és superior a la
d’altres estructures oftalmologiques (Gabani i cols., 2020).

En quan els parametres de permeacid, es van observar diferencies estadistiques
entre els teixits oftalmics pel que fa als coeficients de flux (Js) i constant de
permeabilitat (Kp). El Js del CP (és la velocitat d’entrada al teixit) és
significativament més rapid a través de l'esclerotica (26,54 pg/h) que en
conjuntiva i cornia (0,22 i 1,85 pg/h respectivament). Aquests resultats es poden
deure a les seves diferents estructures anatomiques i a la formulaci6 del producte
(Olsen i cols., 2002; Menduni i cols., 2018; Sanchez i cols., 2011). A més, diversos
estudis recolzen que, tot i que la cornia i l'esclerotica tenen un gruix similar
(900um), I'esclerotica és deu vegades més permeable (Sanchez i cols., 2011). No
s’han trobat estudis previs sobre la conjuntiva. D’altra banda, el Kp és
significativament superior en esclera (5,53cm-h) que en conjuntiva (0,045cm-h) i
cornia (0,39cm-h). Per tant, la conjuntiva i la cornia tenen una permeabilitat
inferior. EI CP es manté més temps al teixit i aquest és un factor beneficiés per a
futurs estudis de tractaments antiinflamatoris d’accid local.

D’altra banda, el Js és forca baix i molt similar a les tres membranes mucoses (no hi
ha diferéncies significatives entre els tres teixits). El temps de retard (Tl) és el
temps necessari per arribar a l'estat estacionari, cosa que suggereix una rapida
absorcié de CP a través de les mucoses bucals (3.27h) i sublingual (2.83h) i més
lentament a la mucosa vaginal (0.13h). Aquestes diferencies es poden explicar a
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causa de l'estructura dels teixits (Dominguez-Villegas i cols., 2014). En resum, les
permeabilitats trobades son més baixes que els teixits oftalmics.

Seguidament parlarem de la retencié del farmac estudiat a les membranes. La
quantitat retinguda (Qr) en conjuntiva i esclera (22,74 i 48,94 ug/cm?/g
respectivament) és superior a la de la cornia (14,21 pg/cm?/g). L’alta retencio6 de
CP a la cornia afavoreix una alliberacié perllongada. Un estudi similar (Parra i cols.,
2015) en cornia de porc i nanoparticules de CP va mostrar aproximadament 50,43
ug/cm?/g. Aquests resultats no son directament comparables amb aquest
experiment a causa de les diferencies de formulacié i metodologia, pero la
similitud dels valors assolits confirma la seva idoneitat.

En les membranes mucoses estudiades, la Qr és molt similar a la mucosa vaginal i
sublingual, sent la mucosa vaginal la més alta (26,3 pg/cm?/g). En canvi, la Qr
menor pertany a la membrana mucosa bucal (10,41 pg/cm?/g). Aquestes
diferencies entre mucoses bucals i sublinguals es poden deure a diferéncies de
teixits estructurals (Dominguez-Villegas, V. i cols., 2014). En aquest cas, I'alta Qr de
la mucosa sublingual fa que la CP sigui un medicament candidat molt interessant
per administrar localment en aquest teixit (Lam i cols., 2014).

Per ultim, avaluarem la integritat histologica de les membranes de permeacié. Per
avaluar les imatges histologiques, cal observar i comparar alguns parametres. La
part més important per avaluar si un teixit ha patit algun dany és la part més
externa (en aquest cas I'epiteli queratinitzat pla estratificat). Ja que és la part que
té un contacte més directe amb el farmac estudiat. A més, també és important
observar que la resta d’estructures cel-lulars no presenten cap tipus d’alteracié
(Bachai cols., 2014; Zimmerman i cols., 2019). Per tant, analitzarem les imatges de
cada teixit estudiat per separat.

El teixit mucés vaginal té la particularitat de tenir moltes ondulacions. Aquesta
estructura és per facilitar la munta entre mascle i la femella. Una altra
particularitat d’aquest teixit és que 'epiteli pot tenir un gruix diferent segons la
fase del cicle estral. Finalment, tal i com es pot observar en la foto 2 del primer
article, podem dir que la part més externa no esta danyada en el teixit tractat.

En quan a la mucosa bucal, la part de 'epiteli (la part més externa) no presenta
alteracions ni canvis cel-lulars.

El teixit mucds sublingual presenta algunes particularitats, ja que és un teixit més
muscular i amb fibres de col-lagen. Es pot veure que les dues fotos (teixit no tractat
i teixit tractat) no mostren danys i, per tant, que el teixit tractat amb CP-Sat no ha
patit cap alteracié.

La cornia és un teixit molt fragil i fi. L'epiteli i la lamina propia estan separades per
una fina capa anomenada membrana de Bowman. Si observem la imatge tractada
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amb CP-Sat, podem veure que ni l'estructura cel-lular ni l'epiteli presenten
alteracions.

La conjuntiva és un teixit molt vascular i podem veure follicles pilosos que
pertanyen a les pestanyes. Com podem veure a la imatge tractada amb CP-Sat no
presenta cap diferencia amb la imatge no tractada.

Finalment, podem veure l'estructura de I'esclerotica. Aquest teixit també és molt fi,
fragil i delicat. L’episclera és la capa més externa i la seva funcié és facilitar el
lliscament del globus ocular amb la resta d’estructures oculars. L’estroma esta
format per fibres de col-lagen. Finalment, la capa més interna és la lamina fusca i
conté abundants vasos sanguinis. Com podem veure a la imatge tractada amb CP-
Sat, no hi ha cap part estructural de I’esclerotica afectada.

En resum, no es van observar danys histopatologics entre les mostres control (no
tractades) i les mostres tractades amb CP-Sat. L’estructura cel-lular de tots els
teixits estudiats presenta una morfologia i distribucié normals. Per tant, podem dir
que el metode utilitzat no afecta I'estructura cel-lular dels teixits estudiats.

Un cop vam realitzar la validacié del méetode, s’ha realitzat un estudi de permeacié
de soluci6 de CP i nanoparticules de CP en els mateixos teixits comentats
préviament. La finalitat d’aquest experiment és demostrar i comparar l'eficacia i
seguretat de les dues formulacions.

En els cromatogrames de les CP-NPs de cada teixit estudiat podem observar els
diferents temps de retencié. La figura 1 del segon article representa el valor de
concentracio de 100 pg/mL i el seu temps de retenci6 és de 2.516 min. A les figures
seglients es representen els cromatogrames de les mostres recollides a les 6 hores
en cada teixit (esclera, cornia, conjuntiva, bucal, sublingual i vaginal
respectivament). En tots els teixits el temps de retencié és molt similar (2.445-
2.574min.). En resum, podem dir que el metode utilitzat és molt selectiu i especific
per al’estudi del CP.

A la mucosa conjuntiva el Js és estadisticament més alt en la solucié de CP (9,4
mcg/h) que en les CP-NPs (4,19 mcg/h). Per tant, en aquest tipus de mucoses, les
NPs queden més temps al teixit ( en el lloc d’accié del medicament). A més, la Tl de
les NPs és estadisticament inferior (0,31 h) en comparacié amb els resultats de la
solucié CP (1,45 hPer tant, els resultats suggereixen que les CP-NPs s'absorbeixen
molt rapidament en aquest teixit i tenen una alta difusié(Raber, A.S. i cols., 2014).
En el cas de Kp, és estadisticament més alt en la solucié CP (19,58cm-h) que en les
CP-NPs (8,73cm-h). El Kp depén molt de la formula del medicament i, en aquest
cas, les NPs tenen una permeabilitat inferior, es mantenen més temps al teixit i
poden realitzar la seva funcié. Per tant, aixo pot ser una indicacié que les NPs
poden tenir més efecte durant més temps (Parra i cols., 2015). També hi ha
diferéncies significatives entre els valors P1 i P2 entre els dos tipus de
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formulacions. P1 indica la distribucié entre la formulacio i el teixit i P2 indica la
difusié del farmac en el teixit. En aquest cas, P1 és estadisticament més alt en la
formulacié de la solucié de CP (17,01cm) que en les CP-NPs (2,18cm). En altres
paraules, la distribucié entre el vehicle i la membrana és més gran en la solucié de
CP i, per tant, penetra millor que CP-NPs. Una posible explicacio seria la formulacié
del producte en si, ja que la solucié de CP es dissol millor que les CP-NPs (Carneiro
i cols., 2019). D’altra banda, la P2 és estadisticament més alta en el cas de CP-NPs
(6,32 cm). Aquests resultats mostren que, tot i que els NP tenen un temps de retard
més curt per penetrar al teixit (probablement a causa de la seva formulacid)
(Bamrungsap i cols., 2012), un cop a dins la seva capacitat de difusio i distribucio
en el teixit juga un paper important en el seu funcionament. Finalment, podem
veure que no hi ha diferéncies significatives en la Qr dels dos tipus de formulacions
(3,62 mcg/cm?/g en la solucién de CP i 3,57 mcg/cm?2/g en CP-NPs).

En resum, a la mucosa conjuntiva podem dir que les CP-NPs tenen avantatges, ja
que tenen un Js i Kp més baixos i un P2 més alt que la soluciéon de CP. Per tant, les
CP-NPs tenen una menor capacitat de permeacio i una millor difusi6 dins del teixit.

A la cornia no s’observen diferéncies estadisticament significatives per a cap
parametre, excepte pel parametre Qr. Per tant, ambdues formulacions actuen
d’'una manera molt similar. Tot i que no hi ha diferencies entre Js i Kp, la Qr de les
CP-NPs (20,89 mcg/cm?2/g) és estadisticament major que a la Solucié CP (16,56
mcg/cm?2/g). Per tant, podem afirmar que les CP-NPs es mantenen més temps a la
mucosa i, per tant, tenen més activitat local i s6n més segures (ja que passa menys
farmac al torrent sanguini).

A T'esclerotica, no hi ha diferencies significatives entre les Js i les Kp entre les
formulacions. Només s’observen diferencies estadistiques en Tl i P2. En aquest cas,
la soluci6 CP té una Tl significativament inferior (2,04 h-1) que la CP-NPs (2,7h-1). A
més, la solucid CP té un P2 estadisticament més alt (0,82 cm) que les CP-NPs (0,62
cm). Aquests dos parametres suggereixen que en aquest teixit la solucié CP té
avantatges respecte a les CP-NPs. Ates que la solucié CP necessita menys temps per
penetrar en el teixit i també es difon millor a I'interior de la membrana mucosa.

En resum, podem concloure que les CP-NPs tenen avantatges a la conjuntivai a la
cornia. A la conjuntiva, les CP-NPs triguen més a penetrar, de manera que romanen
més temps en el lloc d’accié. En el cas de la cornia, tot i que les dues formulacions
actuen de manera similar, les CP-NPs tenen una millor activitat local i sén més
segures. Per tant, les CP-NPs s6n una bona opcié per tractar malalties inflamatories
de forma local en aquests dos teixits.

A la mucosa bucal es pot observar que Js i Kp s6n estadisticament més baixos en la
solucié CP (0,74 mcg/h en la solucié CP i 0,39 cm en les CP-NPs). Per tant, la
solucié CP té una menor capacitat de permeabilitat i menys entrada al torrent
sanguini. No obstant, caldria comentar i considerar altres factors com Ti, P1, P2 i
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Qr. T1 és estadisticament superior en la soluci6é CP (1,65 h) que en les CP-NPs (0,8
h). A més, P1, P2 i Qr sén estadisticament significativament més altes en les CP-
NPs. Un factor molt important a tenir en compte és que Qr en les CP-NPs és
estadisticament superior (3,46 mcg/cm?/g) que en la soluci6 CP (2,38 mcg/cm?2/g).
Per tant, podem dir que les CP-NPs sén més segures i eficients per tractar
localment la membrana mucosa bucal.

A la mucosa sublingual es pot observar que el Js és estadisticament inferior en les
CP-NPs (0,31 mcg/h) que en la solucié CP (4,81 mcg/h). Per tant, com s’ha explicat
anteriorment, les CP-NPs tenen una taxa d’entrada de flux sanguini més baixa i per
aquest motiu sén més eficaces a nivell local. A més, Kp també és estadisticament
inferior en CP-NPs (0,65 cm-h) i aquest factor també el converteix en un millor
tractament local en aquest teixit. Un altre factor a tenir en compte és que la Tl de
les CP-NPs és estadisticament inferior (0,8 h) que la de la solucié CP (2,77 h) i, per
tant, s’absorbeix al teixit més rapidament. També s’observen diferencies
significatives a P1 i P2. En aquest cas, el P1 és estadisticament més alt en la solucid
CP (16,24 cm); pero la P2 és estadisticament més alta en les CP-NPs (2,1h-19). Per
tant, les CP-NPs entren més rapidament a l'interior de la mucosa sublingual. No
obstant aix0, un factor negatiu és que en aquest teixit, el Qr és lleugerament
estadisticament més alt en la solucié CP (33,14 mcg/cm?/g) que en les CP-NPs
(29,13 mcg/cm?/g). Aquest factor és important, ja que quan més eleva tés la Qr
d’'un medicament, més eficag i segur és. Tanmateix, tot i que el Qr és
significativament més alta en la solucié CP, la quantitat de Qr en el CP-NPs també
és forca elevada. En resum, tenint en compte tots els factors, podem afirmar que
les CP-NPs s6n un bon candidat per al tractament local de malalties inflamatories.

L’altim teixit a considerar és la mucosa vaginal. En aquest teixit podem veure que
el Js i Kp son estadisticament més baixos en la solucié CP (3,91 mcg/h i 8,15 cm-h
respectivament) que en les CP-NPs (8,89 mcg/h i 18,52 cm-h respectivament). Per
tant, la permeacid al torrent sanguini és menor a la solucié CP. No obstant aixo, Tl
és estadisticament inferior en les CP-NPs (1,75h). Per tant, les CP-NPs arriben a un
estat estacionari més rapid que la solucié CP. A més, P2 és estadisticament més alt
en CP-NPs (0,99h1) que en solucié CP(0,53h-1). Per tant, la difusié de CP-NPs dins
del teixit és millor. Finalment, podem veure que la Qr en les CP-NPs és molt
superior (52,81 mcg/cm?2/g) que en la solucié CP (23,44 mcg/cm?/g). En resum, la
quantitat de farmac retingut en el teixit vaginal és més alta en CP-NPs i, en ultima
instancia, s6n més segures i efectives.

En conclusio, podem afirmar que les CP-NPs tenen avantatges particulars en
aquests 3 teixits. A les mucoses sublinguals, les CP-NP triguen més a penetrar, de
manera que romanen més temps al lloc d’accié. A més, les CP-NPs s6n més segures
i eficaces a la mucosa bucal i vaginal. Per tant, les CP-NPs s6n una bona opcié per
tractar malalties inflamatories locals en aquests tres teixits.
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Seguidament revisarem les fotos histologiques del segon article. Com s’ha
comentat previament la part més important a analitzar son les arees que han estat
en contacte amb el farmac (Bacha, i cols., 2014 i Zimmerman i cols., 2019). Per tant,
ens centrarem en la zona més externa de les mucoses (epiteli queratinitzat pla
estratificat i lamina propia). A continuacid, analitzem els resultats de cada teixit
estudiat.

A la mucosa bucal podem veure que la part més externa del teixit i, per tant, la que
ha estat més en contacte amb el farmac, esta intacta en els 3 teixits i, a més, no
s’observen canvis cel-lulars. Es pot veure que el gruix de I'epiteli és diferent a cada
imatge. Aix0 es deu a la variabilitat individual dels animals i no per canvis
estructurals causats pels farmacs estudiats.

El teixit mucds sublingual és un teixit molt més muscular que la resta i amb molt
més col-lagen. No obstant, és important destacar que la part més externa del teixit i
les cel-lules no presenten alteracions i, per tant, les formulacions no han alterat
l'estructura del teixit.

Podem veure que el teixit mucés vaginal presenta les tipiques ondulacions i a més,
podem observar diferencies en el gruix de l'epiteli entre cada imatge degut a les
diferents fases del cicle estral. Finalment, cal assenyalar que l'epiteli no s’altera en
cap de les 3 imatges.

L’estructura de la cornia no es veu afectada i I'epiteli i cel-lules no son alterats per
cap formulacié estudiada.

La conjuntiva és un teixit molt vascularitzat amb glandules olioses. Ni 'epiteli ni la
lamina propia es veuen afectades per cap tractament.

Per ultim, podem veure l'estructura de l'esclerotica és similar a la cornia.
L'episclera és la capa més externa i 'estroma esta formada per fibres de col-lagen.
Cap part estructural de l'esclerotica no es veu afectada per cap tractament
farmacologic.

Definitivament, no es van observar canvis estructurals histopatologics o
significatius entre les mostres controlades i les tractades. Les cel-lules epitelials i el
teixit connectiu mostren una morfologia i distribuci6 normals en les mostres
histologiques analitzades. Aquests resultats suggereixen fermament que la solucié
CP i CP-NPs no afecten la morfologia, 1'organitzacié cel-lular i tissular en el
tractament local in vivo en 'especie porcina.

Per ultim, hem realitzat un estudi de farmacocinetica del CP en I’especie porcina
per diferents vies d’administracio, IV i IM, mitjancant el metode d’analisis
LC/MS/MS. Aquest metode d’analisis no s’havia fet servir fins ara per aquest
farmac en plasma ni per aquesta especie i per aquest motiu, també I’hem validat.
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Gracies a la resolucio de les imatges que es poden veure en aquest article, es pot
comprovar que la técnica d’analisi utilitzada és un bon metode per avaluar la
concentracié plasmatica de CP en aquesta especie. Tots els ionagrames tenen el
mateix temps de retencié (1,54 min), pics ben definits i no tenen interferéncies. A
més, aquest metode té l'avantatge que no requereix una gran quantitat de
tractament previ. Per tant, és més rapid de realitzar (si el comparem amb el
metode HPLC descrit anteriorment) i, per tant, més economic.

Els resultats obtinguts es van tractar amb dos metodes de calcul de parametres:
metode no compartimental i metode compartimental. Aquests dos métodes sén
acceptats per 'EMA quan s’estudia la dosi d'un medicament (Shargel i cols., 1992 i
Baggot, 1992).

Les dades de les concentracions plasmatiques de CP per la via IV es van tractar
mitjancant el metode compartimental. Els 4 perfils de cada ruta s6n molt similars
entre els 4 porcs. Tanmateix, els principals parametres farmacocinetics de CP per
via IM es van analitzar mitjangant el métode compartimental. Aquests parametres
no mostren cap anomalia. Un cop descrits els parametres pel metode
compartimental i basant-se en la classificacié6 de Davies i cols., 1993, podem dir
que els valors de clearence (Cl, 3,24 mL/min) i volum de distribucié (Vdss, 0,35
L/kg) es poden considerar en un rang baix. Tot i aixi, el temps de vida mitja (HL,
39h es pot considerar molt alt). El Cl baix implica un llarg temps de permanencia a
I'organisme. Per tant, aquest factor sera beneficios ja que és capac¢ de proporcionar
les condicions per a una dosificacié més llarga durant més temps. A causa del baix
Cl, implica un HL més llarg del medicament i, per tant, una constant d’eliminacid
inferior (Doménech i cols, 2012). La Vdss baixa es pot deure al fet que en altres
especies s'ha descrit que la CP té una alta unié a les proteines plasmatiques
(Brentnall i cols., 2012; Lees i cols., 2013 i Mealey i cols., 2004) i aix0 dificulta la
seva distribucio a I'organisme.

Un cop es van trobar els parametres farmacocinetics de CP en plasma porci
mitjancant el metode compartimental, vam poder realitzar una comparacié entre
especies. Per fer-ho, hem buscat els parametres farmacocinetics de CP investigats
fins ara en gossos, cavalls, gats, conills, ovelles i humans. Com podem veure, a totes
les espécies se'ls va administrar una dosi CP de 4 mg/kg de via IV (la mateixa que
en el nostre estudi). D’aquesta manera, la comparacié entre espeécies és més
robusta i valida. En el nostre cas, ens centrarem en els segiients parametres: HL,
AUC, Vdss, Cl i temps mig de retencié (MRT), ja que sén els parametres descrits en
gairebé totes les espécies estudiades fins ara i, per tant, comparables amb |'especie
porcina.

Com podem veure, I'AUC de CP en porcs és la més alta (648,52 ug-h/mL) i presenta
diferencies significatives amb gairebé totes les espécies estudiades. Aquest factor
és beneficids per els porcs, ja que una AUC elevada representa més farmac sense
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canvis a l'organisme i, per tant, pot tenir el seu efecte durant més temps
(Doménech i cols, 2012). A més, podem observar que el HL i el MRT de CP als
porcs també sén molt alts (31,25h i 55,92h respectivament) i el Cl és baix (6,49
mL/Kg/h) en comparacié amb altres espécies. Per tant, el medicament roman al
cos durant més temps i la seva constant d’eliminaci6 és baixa, cosa que afavoreix
que el medicament pugui treballar durant més temps. Finalment, podem observar
que el Vdss del farmac en les espécies porcines (0,35 L/Kg), tot i que no és molt
elevat, és un dels nivells més alts si el comparem amb les altres espécies (només
superat en els cavalls). El Vdss representa la distribucié d'un medicament a través
dels diferents teixits (Shargel i cols., 1992). Per tant, la CP en 'espécie porcina es
distribueix millor en els teixits que en altres especies.

En resum, podem dir que la CP presenta diferéncies significatives en el seu
comportament farmacocinetic respecte a les altres especies estudiades. En el cas
dels porcs, la CP es manté inalterada en l'organisme durant més temps que en
altres mamifers i pot dur a terme la seva acci6 durant més temps. Per tant, podem
dir que la CP és un bon candidat per tractar malalties inflamatories i dolor en els
porcs. A més, cal destacar la importancia de dur a terme estudis farmacocinetics
d’'un medicament en diferents espécies, ja que els resultats poden ser molt
diferents d’'una especie a l'altra (Baggot, 1992).

En quan a la biodisponibilitat, la corba nivell-temps de 'AUC és una mesura de
'abast de la biodisponibilitat d'un medicament. L’AUC reflecteix la quantitat total
de farmac actiu que arriba a la circulacié sistemica. En el nostre estudi hem
observat que per estimar el valor de I'AUC amb més precisid, seria necessari
calcular més punts després de 48h. Per tant, l'estimaci6 del metode no
compartimental és una mica imprecisa. Tot i aixi, el nostre estudi ha servit com a
estudi preliminar per al calcul de I'AUC de CP en porcs. Suposant que el valor AUC
calculat pel metode no compartimental té un biaix, també hem calculat la
biodisponibilitat a partir del valor AUC pel metode compartimental. En comparar-
los, hem pogut establir que no s’observen grans diferéncies i, per tant, el resultat és
acceptable.

Per tant, a partir de les AUC trobades en I'administracié IV i IM per una tnica dosi
administrada (4 mg/kg), la biodisponibilitat es pot determinar per la via IM en
porcs. En aquest cas, la biodisponibilitat de CP en especies porcines quan
s’administra IM és del 64,1%. Cal comentar que la variabilitat és del 18,9%, a priori
podria semblar alta, pero que es considera normal en els éssers vius (Davit i cols.,
2008). Per tant, podem considerar que la biodisponibilitat de la CP és acceptable i
la via IM es considera molt adequada per a I’especie porcina.

A partir de mostres preses a les 48 hores de rony6 i fetge, vam obtenir les
quantitats de CP en aquests organs al final de I'estudi farmacocinetic. Podem dir
que la distribucié i la retenci6 de CP roman homogénia en els dos organs
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(previament s’ha calculat el % de recuperacio en els dos teixits estudiats: 97.4 %
en fetge i de 83.62% en rony0). A les 48 hores, encara es conserven quantitats
quantificables de CP en ambdds organs, ja que encara s’elimina el medicament.

A més, com s’ha comentat previament a partir dels nostres estudis hem pogut
calcular el HL del CP en el porc (39h). Esta descrit que per assegurar-se que no
quedi cap traga de farmac al cos, cal una purificacié de 7-10 semivides (Younan i
cols., 2013). Per tant, podem dir que per establir un temps d’espera per el consum
de carn porcina hauriem d’esperar un minim de 15 a 20 dies abans de consumir
carn de porc tractada amb CP.

Per ultim, hem fet un calcul de dosis multiples de CP. Tenint en compte que la via
IV té limitacions en la posologia en el tractament dels porcs, ens hem centrat a
estudiar una posologia mitjancant la via IM. L'objectiu era trobar el millor interval
d'administracié en porcs amb una dosi de 4 mg/kg IM per tal d'aconseguir
concentracions plasmatiques dins del rang terapéutic i en el menor temps possible
(Lees i cols,, 2004). Com que no coneixiem l'interval terapeéutic en porcs, vam
basar la nostra investigacié en estudis realitzats anteriorment en dues especies:
humans (Crevoisier, 1982) i gossos (Clark i cols, 2003). Els intervals
d'administracié estudiats van ser: 8, 12 i 24 hores. Prenent valors d’entre 15-20
ug/ml com a rang de concentracié efectiva, podriem avancar que la millor pauta
d’administraci6 del CP en I'especie porcina és cada 24 hores, ja que la segona dosi
arriba a concentracions eficients i manté concentracions beneficioses i segures
durant un llarg periode de temps.
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10.

Hem aconseguit estudiar el CP com un antiinflamatori adient per 'especie
porcina mitjan¢ant estudis biofarmaceutics i farmacocinetics.

Hem validat pel metode HPLC el Carprofée en mucoses i teixits oculars
d’origen porci i per tant, hem pogut establir tots els parametres de
permeacié intrinseca. Metode que s’ha establert que és lineal, exacte, precis,
especifici amb un LOQ de 051. En els teixits oculars, hem pogut establir que
I'esclera és el teixit més permeable i els teixits que més retenen sén la
conjuntiva i esclera. D’altra banda, les mucoses estudiades mostren valors
de permeacié similars entre ells i més baixos que els teixits oculars.
Finalment, el teixit que més farmac reté és la mucosa vaginal.

Hem determinat els parametres de permeacié en diferents teixits (mucoses
i teixits oculars) tant per NP de CP com en CP soluci6 de farmac lliure. En el
teixits oculars s’ha demostrat que el teixit on pot ser més eficac el
tractament amb les CP-NPs és la conjuntiva, ja triguen més a penetrar, de
manera que romanen més temps en el lloc d’accié. En el cas de les mucoses,
la mucosa sublingual és el teixit on les CP-NP triguen més a penetrar, de
manera que romanen més temps al lloc d’accio.

S’ha determinat les quantitats retingudes en tots els teixits estudiats en
I'espécie porcina, aixi ens permet predir el seu possible efecte terapeutic.
S’ha demostrat que en el cas de la cornia, tot i que les dues formulacions
actuen de manera similar, les CP-NPs tenen una millor activitat local i sén
més segures que el CP en solucid. En el cas de les mucoses, les CP-NPs s6n
més segures i eficaces a les mucosa bucal i vaginal. Per tant, les CP-NPs s6n
una bona opcidé per tractar malalties inflamatories locals en aquests tres
teixits.

S’ha establert els nivells plasmatic que s’assoliran després d’administrar les
CP-NPs. Per tant, podem demostrar la seguretat d’aquesta formulacio
topica a I’hora de ser administrada.

Els estudis histologics portats a terme per tots els teixits tractats ens han
permes assegurar que les dues formulacions (NP i farmac lliure) sén
segures i no danyen l'estructura tissular. Per tant, s’ha assegurat la
integritat dels organs estudiats.

S’ha validat un nou metode analitic mitjangant LC/MS/MS per el CP en
plasma porci. Metode que s’ha establert que és lineal, exacte, precis i amb
una especificitat i amb un LOQ de 0.064ppb (T1) i de 0.199ppb (T2).
L’administraci6é del CP per via IM i IV en el porc a dosis 4mg/kg ha estat
estudiada per primera vegada. D’aquesta manera hem pogut determinar
tots els parametres farmacocinetics, especialment la biodisponibilitat en
aquesta especie.

Gracies als parametres del model farmacocinétic establert, s’ha proposat un
regim posologic per via IM adient a I'especie porcina (cada 24h).

Finalment, s’han estudiat les quantitats retingudes en ronyd i fetge
acumulades a les 24 i 48 hores en 'especie porcina per determinar la seva
eliminacié en aquests dos teixits.
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