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Triagem: Definicao

"O termo ‘triagem’ significa... Um método
de investigagdo para o rastreio de
substdncias naturais ou sintéticas cujas
possiveis propriedades farmacologicas

sejam desconhecidas, com vista a encontrar

um medicamento. »

Source : www.universalis.fr/fencyclopedie/criblage-pharmacochimie/
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¢ Que produtos temos agora para combater os acaros varroa?

Os medicamentos hoje autorizados baseiam-se em

na utilizacao de 6 ingredientes ativos:

- Amitraz (Apivar, Amicel Varroa, Apitraz)

- Acido oxalico (Oxybee, Api-bioxal, Varromed, Oxuvar)

- Acido férmico (Formicpro, Mags, Apifor, Varromed, Formivar)
- Timol (Apiguard, Apilife var, Thymovar)

- Tau-fluvalinato (Apistan)

- Flumetrina (Bayvarol)
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Reformulacao dos principios
activos existentes

Para melhorar a eficiéncia e
reduzir a variabilidade

Para simplificar a utilizagao
por parte do apicultor

Para minimizar o impacto
negativo das variacoes de

temperatura (por exemplo,
acido formico, timol)

Propor uma melhor gestéo
da infestacéo pela varroose
ao longo do ano (em muitas
situacdes, um unico
tratamento fixo n&o é
suficiente).

Qual é a estratégia da Véto-pharma
para a procura de novas solucoes?

Investigacao de novos
principios activos

Permitir aos apicultores

desenvolverem uma verdadeira
estratégia integrada de gestao das
pragas (rotacao, prevencao de
possivels resisténcias, etc.).

Proyecto

"Varroa 2.0"
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Como e que o fazemos?

Laboratorios de investigacao e desenvolvimento e apiarios geridos internamente pela

equipa Véto-pharma.

Uma equipa de desenvolvimento
galénico e analitico
Reformulagdo de ativos existentes
Formulagdo de novos ingredientes ativos

Verificagdo da estabilidade e qualidade do
produto

Um laboratoério das abelhas

Testes in vitro de novos ingredientes ativos ou

novas formulagGes com seguranga.

Um apiario experimental de 300
colénias e 2 apicultores

Monitorizagdo da eficacia dos medicamentos autorizados.

Testes de eficacia e potenciais impactos nas coldnias (no
desenvolvimento, descendéncia, abelhas adultas, etc.) de
novas formulagGes de ingredientes ativos conhecidos.
Material bioldgico necessario para os ensaios in vitro.
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Quais sao os objetivos?

1. Identificar novos ativos na luta contra Varroa
=> Rastreio de novas moléculas

Organico ou convencional
Eficaz

Nao toxico para as abelhas
Nao toxico para os apicultores
Respeitar a qualidade do mel

5= LY O =

2. Trés critérios de medicao :
 Mortalidade dos acaros varroa ao longo do tempo (até 2
* Mortalidade das abelhas ao longo do tempo (até 24 horas)
* Potenciais mudancas de comportamento

Mais de 40 moléculas foram testadas nos ultimos 5 anos
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Manipulacoes necessarias(1/2)

Recolha e separacéao de acaros Varroa

)

2 EAN
o

X

Ter “fabricantes” Recolha de 300
Varroa para testes abelhas por amostra

regulares (agicar em po)

7@7
x( d %

Separagao dos acaros
varroa do acucar de
confeiteiro apos
amostragem

Recolha de 10 acaros
em placa de Petri
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Manipulacoes necessarias(2/2)

Aplicacao de ingredientes ativos a testar em abelhas e incubacéo

Y

Anestesia Coloque 10 abelhas na Incubadora e medicao
abelhas (CO,) caixa contendo 10 apos 2, 4 e 24 horas
acaros varroa

Deposicao toracica da
molécula (em solvente)
em abelhas rVéto-pharma



Mas acima de tudo...

Vocé tem gue encontrar o solvente certo!

1.

ok 0D

Nao toxico para os acaros Varroa (<10%)
Nao toxico para as abelhas (<10%)
Possivel aplicacao no torax da abelha
Evaporacao rapida

Compativel com a activo a ser testado
(estabilidade)




Mas acima de tudo...

Vocé tem que encontrar o solvente certo!
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.= € ter "controlo positivo™

Usaremos amitraz como controle positivo:
1. Eficacia rapida em populacdes de Varroa
2. Nao toxico para as abelhas

Mortalité abeille Mortalité varroa
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B Contréle négatif ®Solvant4 B Amitraze (1pg/pl)

m Contréle négatif m Solvant 4  m Amitraze (1pg/pL)



gora € a hora
ra contar alguns
osultados

teressantes...
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Moléculas a evitar

Os Oleos essenciais, frequentemente citados pelos apicultores
como sendo "organicos", demonstraram nestes ensaios de
investigacao e desenvolvimento eficacia insuficiente e/ou alta

toxicidade para as abelhas.

Oleos essenciais testados:
Alho

Cravo

Pimenta

Geranio

Lavanda

R o A

Arvore do tea
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Evitar: Oleo essencial (OE) de alho

Mortalité abeille Mortalité varroa
100,0% 100,0%
o B800% 80,0%
= ..E
r_tu 60,0% r—é 60,0%
[w]
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0,0% i 0,0% = = - mm
5 min 2H 4H 24H 5 min 2H 4H 24H
Temps Temps
m Controle négatif m Solvant m HE d'ail (1/10) = HE d'ail (1/15) B Contrdle négatif W Solvant B HE d'ail (1/10) = HE d'ail (1/15)
w HE d'ail (1/30)  m HE d'ail (1/100) ® HE d'ail (1/1000) ® HE d'ail (1/30) m HE d'ail (1/100) mHE d'ail (1/1000)

Altamente eficaz contra a Varroa, mas toxicidade
muito elevada para as abelhas.

A eficicacia decresce rapidamente com a diluicéo.
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Evitar: Cravo OE

Mortalité abeille Mortalité varroa
100,00% 100,00%
L 80,00% £ 80,00%
£ 60,00% £ 60,00%
S 40,00% g 4000%
x©  20,00% I ©  20,00%
5 min 2H 4H 24H 5 min 2H 4H 24H
Temps Temps
B Contrdle négatif m Solvant m Contrdle négatif m Solvant
B HE clou de girofle (1/10) W HE clou de girofle (1/100) B HE clou de girofle (1/10) m HE clou de girofle {1/100)
B HE clou de girofle (1/1 000) M HE clou de girofle (1/10 000) B HE clou de girofle (1/1 000) ™ HE clou de girofle (1/10 000)
B HE clou de girofle (1/100 000) B HE clou de girofle (1/100 000)

Altamente eficaz contra a Varroa, mas altamente
toxica para as abelhas.

A eficacia decresce rapidamente com a diluicao.
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Evitar: Pimenta negra OE

Mortalité abeille Mortalité varroa

60,0% - 60,0%
40,0% 40,0%
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2H aH 24H o h An

% mortalité
% mortalité

24H

0,0%
5min S min

Temps Temps
B Contrdle négatif B Solvant B HE poivre noir (pure) W Contréle négatif M Solvant M HE poivre noir (pure)

[ HE poivre noir (1/2) = HE poivre noir (1/5) ® HE poivre noir (1/10) ® HE poivre noir (1/2) ™ HE poivre noir (1/5) ™ HE poivre noir (1/10)

Altamente eficaz contra a Varroa, mas altamente
toxica para as abelhas.

A eficacia decresce rapidamente com a diluicao.
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Evitar: arvore de tea, lavanda e geranio OE

Mortalité abeille Mortalité varroa

N1 ~@
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& =x

20,00% 20,00%

0,00% [ N | 0,00% . i - . . w0
5 min 2H 4 H 24H 5 min 2H 4H 24H
Temps Temps
B Contréle négatif M Solvant B HE tea tree (1/10) B Contrdle négatif M Solvant B HE tea tree (1/10)

® HE de lavande (1/10) m HE de géranium (1/10) ® HE de lavande (1/10) ®HE de géranium (1/10)

O oOleo essencial de geranio € muito eficaz contra os acaros da
varroa, mas muito toxico para as abelhas.

Os outros dois sao também toxicos e menos eficazes.
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A confirmar: Molecula N°1 - Deposicao toracica

Mortalité abeille Mortalité varroa

100,00%
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% mortalité
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‘ II||||
24H

5 min
Temps
W Contréle négatif M Solvant W Molécule 1 (0, 1ug/pL) W Contréle négatif M Solvant W Molécule 1 (0, 1ug/pL)
W Molécule 1 (1pg/ul) ™ Molécule 1 (10pg/uL) m Molécule 1 (100ug/pL) W Molécule 1 (1pg/ul) ™ Molécule 1 (10pg/uL) m Molécule 1 (100ug/pL)

A mesma eficacia que o amitraz (mesma cinética).

Toxicidade muito baixa para as abelhas, excepto na concentracao mais
elevada.

/\;éto-pha rma



A confirmar: Molecula N°1 - Por ingestao

Mortalité varroa
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Temps

== \olécule 1 100pg/mL (sirop) s=de== Controle négatif (sirop)

Nao ha diferenca entre a mortalidade das abelhas nos dois grupos.

A ingestdo da molécula pode levar a residuos em produtos da colmeia

ou produzir toxicidade na criagcao? /\;’t h
éto-pharma



A confirmar: Molecula N°1 - Situacao na colmeia

Efficacité contre varroa

/

=== /\ - Molécule 1 (Dose 1)
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=== - Molécule 1 (Dose 1 x 4)

Reducéao de 94,3% nos acaros Varroa apos 10 dias em coldnias sem criacao

(modo de acao de contacto)

Nao ha mortalidade de abelhas.

Apenas 3 colmeias por grupo (estudo exploratorio). Néto—pharma



A confirmar: Moléecula n°2

(quimicamente proximo da molécula 1)

Mortalité abeille Mortalité varroa
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5 min 2H 4H 24H 5 min 2H 4H 24H
Temps Temps
B Controle négatif H Solvant m Molécule 2 (0,1ug/uL) B Controle négatif M Solvant m Molécule 2 (0,1ug/uL)
B Molécule 2 (1pg/pl)  m Molécule 2 (10pg/pL) ™ Molécule 2 (100pg/pL) B Molécule 2 (1pg/ul) ™ Molécule 2 (10pg/uL) m Molécule 2 (100pg/pL)

Eficiéncia ligeiramente inferior a da molécula n.° 1.

Toxicidade muito baixa para as abelhas, exceto na dose mais elevada.
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A confirmar: Molécula n°3

Uma nova familia de moléculas

Mortalité abeille Mortalité varroa
100,00% 100,00%
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U ~Q
£  60,00% £ 60,00%
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0,00% - 0,00% ] L
5 min 2H 4H 24H 5 min 2H 4H 24H
Temps Temps
B Contréle négatif ®Solvant ® Molécule 3 (10pg/uL) ® Molécule 3 (25pg/uL) ® Molécule 3 (50ug/uL) B Controdle négatif M Solvant M Molécule 3 (10pug/uL) m Molécule 3 (25ug/ul) m Molécule 3 (50ug/uL)

Cinética de acao muito rapida.

Sem toxicidade das abelhas a 50ug/uL.
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A confirmar: Molecula n°4 (outro receptor-alvo) Uma

nova familia de moléculas

Mortalité abeille Mortalité varroa
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Temps R o i
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m Contréle négatif mSolvant m Molécule 4 (1pg/ul) m Molécule 4 (5ug/ul) = Molécule 4 (10ug/uL) = Molécule 4 (50ug/uL) W Molécule 4 (5pg/uL) m Molécule 4 (10pg/uL) m Molécule 4 (50pg/uL)

Cinetica de acao rapida.
Toxicidade das abelhas a 50ug/uL.
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% mortalité

A confirmar: Moléecula n°5

Compativel com apicultura organica

Mortalité abeille Mortalité varroa

100,00% 100,00%
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80,00% 80,00%

70,00% o 70,00%

60,00% = 60,00%
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m Controle négatif H Solvant ®m Molécule 5 (10pg/pl) ®m Molécule 5 (25ug/ul) M Controle négatif M Solvant W Molécule 5 (10pg/pl) ™ Molécule 5 (25ug/pL)
B Molécule 5 (50pg/pl) ™ Molécule 5 (75ug/ul) ® Molécule 5 (100pg/pL) B Molécule 5 (125pg/pl) B Molécule 5 (50pg/pl) M Molécule 5 (75ug/ul) ® Molécule 5 (100pg/pL) B Molécule 5 (125ug/pL)
® Molécule 5 (150ug/pL) ® Molécule 5 (200pg/ul) m Molécule 5 (150ug/pL) m Molécule 5 (200ug/uL)

Ligeiramente menos eficaz do que os compostos convencionais.

Sem toxicidade para abelhas até 100ug/pL.
Néto-pharma



1.

Perguntas para avaliar...

O modo de aplicacdo nas abelhas (toracica/abdominal/dieta)
parece ter impacto nos resultados.

1. Realizar um novo teste in vitro com diferentes modos de
intoxicacgao.
Quais séo os efeitos da mistura de diferentes ingredientes ativos?
1. ¢Reducao da toxicidade para as abelhas?

2. ¢ Eficacia reduzida contra acaros Varroa?

Aumentar o tempo de observacéao (alguns ingredientes ativos

podem ser muito eficazes, mas com cinética lenta).

Compreender o mecanismo de acao a partir de uma perspectiva
molecular.

rVéto-pharma



Fontes:

Recursos internos:

1. Revisao bibliografica
de estudos publicados

2. "Brainstorming"
Equipo Véto-pharma

Associacoes com:

Universidades e pesquisadores

Estruturas independentes e
privadas

Apicultores-pesquisadores

Na Franca e no exterior.

Sob acordo de
confidencialidade para a

protecao dos dados do inventor.

Importante:

Comparar resultados
externos com um protocolo
interno aprovado

Verificar a reprodutibilidade
dos resultados

Néto—pha rma






Desenvolvimento pre-clinico

Identificac&o da formulagcao de um novo acti
De que forma?

Com que suporte?

Verificacao da seguranca das abelhas
Verificacao da auséncia de residuos
Verificacao da eficacia do produto
Controlo de Tolerancia

Ficheiro completo da propria molécula

N o O s whRE







Registo
(Autorizacao de Comercializacao)

1. Recolha de todos os dados de ensaios pre-
clinicos e clinicos

2. Submissao as autoridades:

« Agence Nationale du Medicament Vétérinaire
(ANSES-ANMV) pour la France

 Outras agéncias nacionais
« Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)

« Autorizacao centralizada de introdugao no
mercado da Unido Europeia

-> Avaliacao de beneficio/risco

Source.: MSD Santé Animale

Tri de milliers
de molécules

Pré-sélection de
quelgues molécules

Molécule
candidate

Données
precliniques

Développement
clinique

Autorisation
de vente

8 al2 ans




OBRIGADO!

@% www.veto-pharma.es

Qy  www.blog-veto-pharma.com

f

Subscreva a nossa newsletter!

Facebook.com/vetopharmafrance

in Instagram.com/vetopharmafrance

o

Ry

Linkedin.com/company/veto-pharma

Se tiver alguma pergunta:
miguelangel.rodriguez@vetopharma.com
618 98 88 65

VTP-107-EU-N01-09/22
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