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INTRODUCERE

Ivermectina este o substanță activă din familia lactonelor macrociclice, extrem de eficientă ȋn terapia endo- și ectoparazitozelor. Ȋn doze foarte mici, Ivermectina este deosebit de activă față de larvele și formele adulte ale unor nematode și artropode parazite la diverse specii de animale (KAYA şi colab., 2010; GONZÁLEZ şi colab., 2009). Mecanismul de acțiune al Ivermectinei constă, ȋn interferarea neurotransmiterii la nivelul receptorilor GABA și canalelor glutamate sensibile ale clorului, ceea ce determină paralizia flască, moartea și eliminarea paraziților (TAYLOR, 2001). 

Studiile de biodisponibilitate și bioechivalență medicamentoasă reprezintă actualmente, o procedură accesibilă pentru testarea și autorizarea produselor farmaceutice generice din domeniul medicinii veterinare. Ȋn principiu, aceste studii constau ȋn compararea profilului farmacocinetic ale produselor test și referință, avȃnd ca obiectiv principal, evaluarea echivalenței terapeutice și stabilirea posibilității lor de interschimbare terapeutică (JIANG şi colab., 2015). Actualmente, testarea biodisponibilității și bioechivalenţei a căpătat relevanță deosebită, deoarece oferă rezultate care permit și evaluarea calității produselor nou fabricate alături de alte caracteristici ale acestora, precum variabilitatea farmacocinetică sau indicele terapeutic (FAULKNER şi colab., 2012). 

Testarea produselor medical-veterinare beneficiază de o amplă legislaţie europeană şi naţională, care include și prevederi exprese, privind evaluarea biodisponibilității și bioechivalenţei, bazate pe utilizarea de standarde farmacologice, preclinice şi clinice (DAVIT şi colab., 2013). Amintim totodată că, testarea bioechivalenţei se efectuează exclusiv pe animale din speciile ţintă, ȋn scopul evaluării echivalenței și eficacităţii terapeutice, respectiv toleranţei și reacţiilor adverse (OGNEAN și colab., 2019). La mamifere este cunoscută, selectivitatea acțiunii farmacologice a Ivermectinei, datorită lipsei receptorilor țintă pentru glutamat și limitării celor encefalici de tip GABA. Cu toate acestea, câinii pot prezenta efecte de neurointoxicație, prin stimularea receptorilor GABA, concentrația Ivermentinei în creier putȃnd crește de 2–31 de ori față de cea hepatică și plasmatică (McKELLAR și GOKBULUT; 2012; ROY S. și ROY M., 2010). 

SCOPUL ŞI OBIECTIVELE TEZEI
Scopul principal al acestei lucrări constă în monitorizarea stării de sănătate la un eșantion de oi ȋn cursul testării bioechivalenței a două suspensii orale cu Ivermectină, ȋn vederea evaluării toleranței și interschimbării lor ȋn terapia ovină. 

Obiectivele generale ale acestui studiu se pot rezuma la: 

· Analiza cadrului legislativ şi a normelor de bună practică, privind testarea produselor medical veterinare pe animale din speciile ţintă;

· Optimizarea procedurilor de recoltare şi procesare a probelor sanguine seriate la ovine, ȋn cursul studiilor de bioechivalenţă medicamentoasă;

· Analiza relevanţei indicilor clinici, hemato-biochimici, farmacocinetici şi statistici ȋn testarea bioechivalenţei produselor antiparazitare ovine;

· Corelarea concentrațiilor plasmatice cu parametri farmacocinetici necesari formulării și implementării unui nou produs generic ȋn terapeutica ovină;

· Evaluarea posibilității de substituție ȋn terapia antiparazitară ovină a produsului referință, existent pe piață, cu produsul generic testat;

· Evaluarea toleranţei și efectelor adverse ale produse antihelmintice introduse ȋn testarea bioechivalenţei pe ovine.

STRUCTURA TEZEI 

Prima parte include, stadiul actual al cunoașterii care sintetizează, ȋn primele 4 capitole, actualitățile din domeniul producerii, testării și reglementării produselor medicamentoase. Partea a doua este destinată contribuției personale, grupate ȋn 9 capitole, prezentȃnd ȋn final elementele de originalitate și contribuțiile inovatoare ale tezei, respectiv lista bibliografiilor consultate (197 titluri). 
Stadiul actual al cunoașterii
Analiza sintetică a informațiilor cuprinse în acest ansamblul bibliografic a relevat, gruparea în capitolul 1 a unor date și proceduri de mare actualitate privind, testarea medicamentului de uz veterinar și legislația ȋn domeniu, cu referiri la studiul biodisponibilităţii şi bioechivalenţei medicamentoase. Urmează prezentarea ȋn capitolul 2, a unei veritabile sinteze privind conduita ȋn evaluarea eligibilității animalelor pentru studiile de bioechivalență, axată pe relevanţa criteriilor de selecție și analizelor clinice și paraclinice utilizate ȋn acest scop. Studiul bibliografic este completat în capitolul 3, cu informații referitoare la analiza farmacocinetică și statistică ȋn testarea biodisponibilității și bioechivalenței medicamentoase. Capitolul 4 finalizează stadiul actual al cunoașterii, printr-o analiză sintetică a datelor actuale privind utilizarea produselor cu Ivermectină în terapia medical-veterinară.

Contribuția personală şi rezultatele cercetării
Capitolul 5 cuprinde un ansamblu de informații și date, care conturează ipoteza de lucru aplicată ȋn evaluarea stării de sănătate a oilor, la alcătuirea eșantionului, precum și ȋn cursul testării bioechivalenței produsului generic antiparazitar Trimectin cu produsul referință Fasimec duo. Ȋn acord cu reglementările legistative și argumentele științifice actuale, beneficiarul a propus un studiu de tip unicentric, randomizat, încrucișat, cu două secvențe, două tratamente şi o pauză de 14 zile între ele, pe un eșantion de minim 36 oi sănătoase. Conform acestui protocol, a fost stabilit algoritmul recoltării de probe sanguine seriate (n=30), ȋnainte şi după administrarea produselor, pentru compararea concentraţiilor plasmatice și evaluarea bioechivalenţei celor două produse. 

Capitolul 6 sintetizează principalele particularități ȋn care au fost realizate studiile, vizȃnd legislația ȋn vigoare și normele de bună practică, animale introduse ȋn testare și metodele de analiză statistică utilizate. 

Pe ȋntregul parcurs al studiului au fost respectate, prevederile legislației ȋn vigoare și normele de bună practică, limitȃnd astfel la minimum suferințele animalelor. Amintim totodată că, actualmente este obligatorie utilizarea de subiecţi din speciile ţintă ȋn testarea medicamentului ȋn general şi implicit, a celui de uz veterinar. 

Animale introduse ȋn testare au fost reprezentate de oi de rasă Ţurcană, provenite din efectivul unei microferme private din zona Romos-Orăștie. Ȋn acord cu criteriile de includere/excludere, a fost selectat un eșantion de ovine clinic sănătoase (n=36), de un an, negestante și nelactante, compus din 26 femele şi 10 masculi. Acestea au fost selectate cu 7 zile înainte de începerea studiului, pe baza încadrării lor în intervalele fiziologice la indicii clinici şi hemato-biochimici de sănătate, precum şi în cerinţele protocolului experimental. 

Analiza statistică a datelor obținute a fost axată pe evaluarea comparativă a parametrilor farmacocinetici (primari, secundari și adiționali), cu relevanță dovedită ȋn studiile de bioechivalenţă și biodisponibilitate medicamentoasă. Ȋn analizele statistice a fost utilizat sistemul ANOVA (software-ul KINETICA 4.4.1.) metoda farmacocinetică necompartamentală, testele Kruskal-Wallis și Friedman. Analizele statistice efectuate au inclus trei seturi de parametri farmacocinetici. Parametri primari, reprezentați de aria de sub curba integrată (ASC0-t) și concentrația maximă a substanței activă (Cmax). Parametri secundari, reprezentați de timpul de atingere a concentrației maxime (Tmax) și aria de sub curba integrată a concentrațiilor plasmatice (ASC0-inf). Parametri adiționali, incluzȃnd % ASC extrapolat, timpul de înjumătățire a concentrației plasmatice (T1/2) și timpul mediu de așteptare (TMR). O analiză esențială a fost reprezentată de calculul intervalului de încredere (IC) 90%, pentru raportul Test/Referință. Calculele statistice au recurs la utilizarea predominantă a datelor transformate logaritmic, valorile de referință pentru IC 90% fiind stabilite ȋn spectrul 0,8-1,25 (GONZÁLEZ şi colab., 2009). În plus, au fost efectuate şi alte statistici sumare, precum: media aritmetică, media armonică, media geometrică, abaterea standard, deviația standard, mediana. Pentru comparația valorilor indicelui Tmax au fost utilizate: testele nonparametrice Kruskal-Wallis și Friedman. 

Capitolul 7 grupează informațiile și obiectivele care au stat la baza elaborării protocolului implementat în studiul de bioechivalențe, precum și analiza rezultatelor estimate. Protocolul elaborat s-a caracterizat, printr-o structură adecvată testării bioechivalenţei unor formule farmaceutice cu molecule active față de paraziții patogeni, fiind de tip unicentric, randomizat, încrucișat, cu două secvențe, două tratamente şi o pauză de 14 zile între ele. Ȋn cursul celor două faze, a fost prevăzută recoltarea de probe sanguine seriate la diferite intervale de timp, însumând un total de 30 în cursul fiecărei faze, dintre care 16 ȋn primele 24 ore (Fig. 1.). Determinarea concentraţiilor plasmatice (CP) ale substanțelor active a necesitat, validarea prealabilă a metodei HPLC cu detectare UV, care asigură o bună evaluare a biodisponibilităţii şi bioechivalenţei produselor medicamentoase (LENARD şi colab., 2019). 
Derularea testării a inclus următoarea cronologie a activităţilor desfășurate ȋn fazele I și II, separate printr-o pauză de 14 zile  (Fig. 1): ziua 0 - organizarea studiului, respectiv dotarea și amenajarea adăpostului; ziua 1- inițierea testării, incluzând fixarea cateterelor venoase, examenul clinic, recoltarea primei probe de sânge, administrarea produselor Test/Referinţă (conform listei de randomizare) și recoltarea primului set de 15 probe sanguine seriate; zilele 2-20 - continuarea recoltării de probe sanguine şi evaluărilor clinice la următoarele 15 intervale de timp. După finalizarea fazei II se vor repetarea examenele clinice și paraclinice. 
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Fig.1. Protocolul utilizat în testarea bioechivalenţei produsului generic Trimectin
Analiza probelor sanguine include două seturi de investigaţi: primul fiind destinat examenelor clinice şi hemato-biochimice, efectuate la ȋnceputul și sfârşitul testării, iar al doilea determinării CP ale substanțelor active ale formulelor test și referință. Analiza statistică a datelor s-a bazat pe utilizarea testelor prezentate ȋn capitolul anterior și a avut ca variabile: tratamente, secvenţe, subiecţi, perioade de administrare.
Capitolul 8 include evaluările clinice ale oilor în cursul testării, efectuate: inițial (pentru selectarea de animale sănătoase), pre-dosis (înaintea administrării produselor), post-dosis (ȋn ziua administrării produselor) și la finalizarea testării. 
Examenele clinice s-au bazat pe utilizarea metodelor semiotice uzuale, constând în măsurarea temperaturii rectale, evaluarea stării generale şi evoluţiei marilor funcţii, respectivk examenul detaliat pe sisteme şi aparate. Evaluările clinice au stat și la baza depistării, respectiv caracterizării, eventualelor reacții adverse. Rezultatele evaluării clinice a stării de sănătate la animalele testate au fost centralizate ȋn grila Pharma Quest, urmȃnd ca la finalizarea studiului să fie înscrise în rapoartele individuale de tipul I, care ȋn final au fost corelate cu cele de tipul II (examenele paraclinice).

Ȋn urma administrării dozelor terapeutice de Trimectin și Fasumac duo, în cursul celor două faze ale testării, nu am constatat reacţii adverse. Lipsa manifestărilor clinice, s-a corelat şi cu oscilaţii nesemnificative statistic ale parametrilor hemato-biochimici investigaţi, a căror evoluție va fi prezentată în următoarele două capitole. La analiza datelor înregistrate la examenele clinice efectuate la iniţierea, în cursul şi la finalizarea testării, am găsit şi câteva cazuri cu ușoare abateri de la limitele fiziologice ale valorilor ȋnregistrate la unii parametri clinici. Fiecare abatere ale valorilor clinice a fost analizată, în contextul general al oscilațiilor intervalelor fiziologice și ȋn corelație cu istoricul medical al subiectului, respectiv cu evoluţia de ansamblul a marilor funcţii. Amintim totodată că, la oile cu uşoare abateri ale indicilor hemato-biochimici nu au fost semnalate manifestări clinice. Pe baza rezultatelor clinice obținute apreciem că, cele două produse au o bună toleranţă şi siguranţă în dozele utilizate, justificȃnd testarea bioechivalenței ȋn vederea evaluării interschimbării lor ȋn practica veterinară.

Capitolul 9 este centrat pe analiza profilului hematologic la ovinele supuse testării, care au fost efectuate în cursul screeningului iniţial, destinat selectării eșantionului de oi sănătoase şi a examenelor finale, axate pe reevaluarea stării de sănătate şi depistarea eventualelor reacţii adverse. La finalizarea testului de bioechivalenţă, rezultatele investigaţiilor hematologice au fost corelate cu evaluările clinice şi de profil metabolic, realizând un ansamblu relevant pentru monitorizarea evoluţiei stării de sănătate şi a eventualelor efecte adverse. Probele sanguine au fost recoltate pe EDTA, iar testele hematologice au fost efectuate cu analizorul automat Abacus junior Vet și prin examene citomorfologice pe frotiuri colorate Panoptic (Dia–Quick Panoptic). Datele obţinute au fost prelucrate statistic, utilizȃnd un set de teste biostatistice (Tukey și Dunn), care au permis calcul: mediei, medianei, deviaţiei standard, erorii standard, IC 95% şi indicelui de probabilitate „p” (Tab.1). Analizate succint, acestea au relevat menţinerea la un nivel ridicat a homeostaziei eritrocitare şi leucocitare, precum și a principalelor funcţii eritrocitare și leucocitare, abaterile înregistrate fiind sporadice şi lipsite de importanţă clinică și farmacologică. Astfel, analiza profilului eritrocitar a relevat oscilații nesemnificative ale numărului total de hematii (6.53-12.8 T/L), hematocritului (21.03-41.34%) și concentrației de hemoglobină (6.53-12.80 g/dL), indicȃnd lipsa unor efecte negative ale produselor testate sau ale recoltărilor de probe sanguine seriate asupra volemiei, hematopoezei și funcțiilor eritrocitare la oile testate. Evoluția leucogramelor, a relevat cȃteva cazuri de leucocitoză la finalizarea studiului (cu o maximă de 17.02 G/L), care au fost ȋnsă lipsite de semnificaţie patologică, datorȃndu-se probabil adaptării animalelor la condițiile experimentale. Evoluția numărului total de trombocite a indicat oscilaţii lipsite de conotaţie patologică, microleziunile generate de frecvența puncționărilor venoase explicȃnd instalarea unei ușoare trombocitoze la sfȃrșitul testării.  

Tabel 1.

 Valorile pricipalilor parametri hematologici ȋnregistrate la eșantionul de ovine ȋn cursul testului de bioechivalență a produsului Trimectin
	Parametrul
	Screening
	Examen final

	
	Media
	Dev. St.
	Min.
	Max.
	Media
	Dev. St.
	Min.
	Max.

	Hematocrit (%)
	30.55
	3.05
	25.64
	41.34
	28.90
	3.89
	21.03
	41.34

	Hb (g/dL)
	10.5
	1.1
	8.9
	15.1
	10.05
	1.55
	6.80
	15.10

	Hematii (T/L)
	10.11
	0.85
	8.13
	12.80
	9.56
	1.23
	6.53
	12.80

	VHEM (fl)
	30.22
	1.94
	25.00
	33.00
	30.25
	2.37
	25.00
	36.00

	HEM (pg)
	10.4
	0.6
	9.0
	11.8
	10.5
	0.7
	9.0
	12.0

	CHEM (g/dL)
	34.5
	1.5
	32.1
	38.2
	34.7
	1.7
	31.5
	38.7

	Leucocite (G/L)
	10.95
	0.85
	8.07
	12.19
	11.50
	1.77
	8.07
	17.02

	Limfocite (%)
	65
	8
	45
	75
	61
	9
	43
	73

	Monocite (%)
	2
	2
	1
	8
	3
	1
	1
	6

	Neutrofile (%)
	33
	8
	20
	49
	33
	8
	22
	48

	Eosinofile (%)
	0
	1
	0
	4
	3
	2
	0
	6

	Bazofile (%)
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Trombocite (T/L) (103/uL)
	317
	94
	196
	628
	377
	106
	229
	676


Din corelația de ansamblu a valorilor individuale și medii ale indicilor eritrocitari, leucocitari și trombocitari, a reieșit lipsa unor influențe negative ale formulelor farmaceutice testate, recoltărilor de probe sanguine seriate sau stresul generat asupra profilului hematologic al ovinelor ȋn cursul testării.
Capitolul 10 a grupat analizele de profil metabolic efectuate pe eșantionul de oi (n=36) ȋn cursul studiului de bioechivalență. Testele biochimice sanguine au fost efectuate cu analizorul automat VetScan, folosind kiturile Large Animal Profil, care au stat la baza determinării următorilor parametri: ALP (fosfataza alcalină; U/L), AST (aspartat aminotransferaza; U/L), GGT (gama-glumatil transferaza;U/L), BUN (azotul ureic; mmol/L), TP (proteine totale; g/L), ALB (albumine; g/L), GLOB (globuline; g/L), Ca (calciu; mmol/L), P (fosfor; mmol/L), Mg (magneziu; mmol/L). Valorile obţinute au fost analizate statistic și comparativ (Tab. 2). Analiza indicilor de profil enzimatic a relevat oscilaţii importante, constând în creşterea valorilor medii ale ALP, la începutul (169.19 U/L) și sfȃrșitul (181.86 U/L) testării, atingând maxima de 274.00 U/L (Tab. 2). Valorile AST s-au încadrat în intervalele fiziologice, cu excepția unui caz care a atins la ambele testări nivelele maxime (139, respectiv 151 U/L). Menționăm că valori crescute ale AST se pot ȋntȃlni în miocardiopatii, miodistrofii sau traumatisme musculare. Am constatat de asemenea, situarea valorilor GGT (46-47 U/L) cu puţin peste limitele fiziologice, astfel de evoluții putȃnd fi corelate şi cu prezența unei slabe infestații parazitare (TOLOMEIU și colab., 2018). Analiza indicilor de profil hepatic a relevat, încadrarea acestora în intervalele fiziologice, cu abateri ușoare ale albuminemiei (38-43 g/L), reprezentȃnd posibile cazuri de pseudoalbuminemie. Analiza inițială și finală a valorilor ionogramei a relevat, evoluția ȋn limitele fiziologice ale calcemiei (2.49, respectiv 2.42 mmol/L), fosfatemiei (2.53, respectiv 2.33 mmol/L) și magneziemiei (1.0, respectiv 1.1 mmol/L). Concluzia finală desprinsă din ansamblul analizelor biochimice, conturează  impactul major al acestora în monitorizarea stării de sănătate la animalele utilizate în testarea biodisponibilității și bioechivalenței medicamentoase ( TOLOMEIU și colab., 2019).

Tabel 2.

Valorile pricipalilor parametri biochimici sangui ȋnregistrate la eșantionul de ovine ȋn cursul testului de bioechivalență a produsului Trimectin
	Parametrul
	Screening
	Examen final

	
	Media
	Dev. St.
	Min.
	Max.
	Media
	Dev. St.
	Min.
	Max.

	ALP (UI/L)
	169
	38
	103
	274
	182
	54
	98
	349

	AST (UI/L)
	111
	19
	55
	139
	110
	25
	55
	151

	GGT (UI/L)
	47
	7
	31
	66
	46
	12
	31
	90

	BUN (mmol/l)
	6.3
	1.6
	2.9
	8.8
	4.5
	1.6
	1.0
	8.0

	TP (g/L)
	74
	4
	67
	82
	74
	8
	44
	85

	ALB (g/L)
	43
	3
	32
	48
	38
	6
	25
	49

	GLOB (g/L)
	32
	5
	24
	49
	34
	6
	19
	49

	Ca (mmol/l)
	2.49
	0.15
	2.05
	2.73
	2.42
	0.25
	1.50
	2.73

	P (mmol/l)
	2.53
	0.41
	1.99
	3.67
	2.33
	0.42
	1.45
	3.23

	Mg (mmol/l)
	1.00
	0.07
	0.86
	1.13
	1.10
	0.23
	0.53
	1.79


Capitolul 11 asamblează analizele farmacocinetice şi statistice, destinate evaluării bioechivalenței produselor investigate. Aceste  investigații oferă totodată și informații utile ȋn analiza unor parametri de siguranță și eficacitate terapeutică a noului produs introdus ȋn testare. Analiza valorilor medii ale Cmax, Tmax și AUC și a valorilor intervalelor de încredere 90% a stat, ȋn final, la baza evaluării nivelului de bioechivalență al produsulelor testate. Dintre rezultatele obținute la aceste analize, relevante s-au dovedit diferențele minore dintre concentrațiile plasmatice ȋnregistrate la evaluările inițiale și finale, ale căror valori individuale nu au fost mai mari de 20%, față de cele medii, ȋn cazul a 84% din eșantioanele de Ivermectină (Fig. 2). Semnificativă s-a dovedit și evoluția  valorilor Cmax, care a relevat atingerea de nivelele apropiate pentru produsul test și referință ȋn cazul Ivermectinei (41,2 ± 8,7 ng/mL, respectiv 42,2±10,5 ng/mL). Stabilirea bioechivalenței s-a bazat ȋnsă, pe ȋncadrarea valorilor IC 90% ale raportului Test/Referință, ȋn intervalele cu nivel maxim de eligibilitate (0,8-1,25), care ȋn cazul Ivermectinei a fost de 0,92-1,04 pentru Cmax,  de 0.87-1.067 pentru ASClast și de 85-1,05 pentru ASCtot.
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Fig. 2. Curbele concentrațiilor plasmatice (media ±Dev. St.) ale Ivermectinei 

după administrarea produselor Test și Referință
Din analiza acestor date reiese că, testul de bioechivalență efectuat ȋndeplinește standardele legislației actuale privind validarea metodelor bioanalitice (LIFSCHITZ şi colab., 2019). Evoluția profilelor farmacocinetice a relevat, o bună eficacitate terapeutică a produsului Trimectin, dată de corelarea unei rate lente de absorbție cu o persistență lungă de timp a Ivermectinei ȋn sistemul gastro-intestinal al oilor. Pe baza ȋncadrării valorilor parametrilor farmacocinetici ȋn intervalul 80–125%, susținem bioechivalența și interschimbarea produselor investigate ȋn clinica ovină. 

Capitolul 12 este destinat concluziilor generale și recomandărilor. 
Capitolul 13 grupează, elementele de originalitate şi contribuţiile inovatoare ale tezei. Un prim element de originalitate al tezei este dat de abordarea unei tematicii axate pe formularea, testarea și implementarea ȋn terapia ovină a primului produs generic conținȃnd Ivermectină, sub formă de suspensie orală. Câteva contribuții originale sunt aduse și de protocolul implementat, care permite corelarea analizelor pentru evaluarea bioechivalenței cu cele pentru investigarea toleranței și eficacității terapeutice față de nematodele parazite a Ivermectinei, conținute ȋn formulele investigate. Administrarea orală a celor două suspensii cu Ivermectină, reprezintă o  noutate pentru ţara noastră și alte țări din UE, deoarece astfel de produse se administrează preponderant parenteral. O altă contribuție inovatoare a implementării noului produs generic, constă ȋn reducerea numărului de aplicații terapeutice și implicit, a nivelului stresului generat de manipularea animalelor. Abordarea modelului doză-CP-efect ȋn caracterizarea farmacocineticii Ivermectinei reprezintă, de asemenea, o contribuție inovatoare. Caracter de noutate atribuim și investigării toleranței și eventualelor reacții adverse ale administrării orale a Ivermectinei la ovine din rase indigene, crescute ȋn condițiile tradiționale din țara noastră. Confirmarea oportunității de interschimbare terapeutică a produsului Fasimec duo, existent pe piață, cu noul produs generic Trimectin, reprezintă principal contribuție inovatoare a tezei.
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