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Beskrivelse

[0001] Foreliggende oppfinnelse vedrerer anvendelsen av nifurtimox for behandling
av giardiasis, serlig hos hund og katt.

[0002] Virkningen av nitroheterocykliske forbindelser mot protozo-sykdommer er
kjent (1).

[0003] Til protozoene regnes mononukleare organismer hvis grunnstruktur er en
eukaryot celle. I den nayaktige systematikken finnes derimot store forskjeller 1
levemate, morfologi og det biokjemiske stoffskiftet for de enkelte stammer, klasser,
slekter og arter. Derfor virker kjemiske substanser alt etter sitt angrepspunkt og
virkeprinsipp vanligvis ikke pd samme maéte mot alle protozoer, men bare mot
spesielle grupper av protozoer (2,3,4).

[0004] Hittil er virkningen av nifurtimox bare beskrevet mot protozo-arter fra
slekten trypanosoma, f.eks. Trypanasoma brucei og Trypanosoma cruzi (5).
Trypanosomer oppviser flageller som har sitt utspring 1 basallegemet ("kinetosom") og
1 forbindelse med grunnlegemet danner en undulerende membran. Parasitter med disse
morfologiske grunntypene herer innenfor protozo-systematikken til ordenen av
kinetoplastidene. Trypanosomer formerer seg hovedsakelig 1 blodplasma og overfores
av blodsugende artropoder. Disse patogene organismene forarsaker Chagas' sykdom
("Trypanosoniasis') hos mennesket. Nifurtimox er for tiden nesten den eneste
forbindelsen som virker mot disse patogene organismene. Denne aktiviteten beror
sannsynligvis pa inhibisjonen av trypanotion reduktasen, et spesielt enzym fra
trypanosomer. Dette enzymet mangler hos andre patogene protozoer.

[0005] Ien parallelt innlevert patentseknad beskriver vi virkningen av nifurtimox
mot Trichomonadida.

[0006] Ved giardiasis dreier det seg om en infeksjonssykdom som fordrsakes av
flagellerte, mononukleare parasitter av slekten Giardia. Denne slekten herer til
ordenen av Diplomonadida. Dens viktigste representant er Giardia lamblia (syn.
Giardia intestinalis, Giardia duodenalis). 1 hele verden er opptil 50 %, i Mellom-
Europa 2-7 % av prever av hund og katt positive. En infeksjon ferer spesielt hos veldig
unge dyr i 1. halvaret av livet til langvarig diaré og delvis blodig avfering forarsaket av
en betennelse av duodenum og jejunum. Kroniske forlep av sykdommen kan fore til
langvarig forsinket vekst (6).

[0007] For gardia-isolater er det beskrevet mer enn 7 genotyper (A-G). For
mennesket er genotyp A + B infeksios som igjen ogsa kan forekomme i katt, hund,
bever, sau, kalv, hest, gris og ape. Derfor anses sykdommen som "zoonose":
Mennesket kan bli smittet av drikkevann forurenset av cyster fra hund og katt. Giardia-
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infeksjoner herer over hele verden med til de infeksjonene som hyppigst forarsaker
sakalte "waterborn outbreaks" hos mennesket (7).

[0008] Infeksjonen skjer som oftest med forurenset drikkevann eller infeksias
avforing ad oral vei via cysteformen. I tarmen kommer de sékalte trofozoittene ut av
cysten. En trofozoitt er 11-17 x 7-11 um stor, inneholder to kjerner og 8 flageller
(flimmerhar). I motsetning til andre flagellerte parasittgrupper borer Giardia
trofozoitter seg ikke intracellulert inn 1 epiteler. Trofozoitter har en sugekopp som de
kan forankre seg med pa innsiden av tarmkanalen til mennesker, aper, griser, hunder
og katter. Der formerer de seg ved deling 1 to. Et massivt angrep blokkerer og
forandrer den resorberende tarmoverflaten og fordrsaker tildels blodig diaré. 1
blindtarmen dannes pé ny cyster som med en prepatens av 5-16 dager etter forste
infeksjon pa ny utskilles 1 avferingen. Cyster kan skilles ut over et tidsrom péa 4-5 uker
og forblir 1 flere uker infeksiose (8,9).

[0009] Morfologisk og biokjemisk er det store forskjeller til ordenen av
kinetoplastidene: Diplomonadider har 8 flageller og to kjerner, men det finnes ingen
mitokondrier og ingen golgikompleks, og 1 utviklingen er ingen intracellulaere stadier
kjent. I motsetning til trypanosomer har overflateproteinene til Giardia ikke noe GPI-
anker (10).

[0010] Hos hund og katt anbefales for tiden en terapi med metronidazol (Clont®,
Flagyl®, Elyzol® i en dosering av 12,5-22 mg/kg kroppsvekt 2 x daglig i 5 dager (11).
Metronidazol og andre 5-nitroimidazoler aktiviseres med enzymet pyruvat-ferredoxin-
oksidoreduktase til dannelsen av frie nitro-radikaler som deretter angriper det
parasitzere DNA-stoffskiftet. Derfor egner seg ogsé ipronidazoler (Ipropan®, 126 mg/l
drikkevann i 7 dager) samt tinidazol (Fasigyn®, 44 mg/kg KGW i 3 dager) for terapien
av giardiasis hos hunder (12,13).

[0011] Fra gruppen av benzimidazoler anbefales mebendazol, albendazol eller
fenbendazol (oralt i 3 dager). Benzimidazoler interfererer med polymerisasjonen til
mikrotubuliene ved at de binder seg til underenheten av B-tubulinet. Mikrotubuli er
viktige cytoskjelettelementer til parasitten som pa spesiell mate stabiliserer sugeskiven
til trofozoittene.

[0012] I humanmedisinen anvendes ogsa antibiotika (f.eks. paramomycin, 25-35
mg/kg/dag i tre doseringer 1 7-10 dager), quinacrin og furazolidon (100 mg t.i.d. 17
dager) eller nitazoxanid (500 mg b.i.d. 1 3 dager) (14).

[0013] Mange av disse virkestoffklassene har 1 lang tid veert anvendt for behandling
av giardia-sykdommer og for de fleste kunne det dokumenteres en resistensutvikling
som forer til dokumenterte behandlingsnederlag. Derfor er utviklingen av nye
virkestoffer og behandlingskonsepter absolutt nadvendig (15).
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[0014] Overraskende har vi na funnet aktiviteten til nifurtimox mot Giardia. Denne
aktiviteten er ikke beskrevet tidligere. Aktiviteten retter seg mot parasittstadiene 1
tarmen og forhindrer dannelsen av cyster.

[0015] Oppfinnelsen vedrerer derfor:

[0016] Anvendelsen av nifurtimox for fremstilling av legemidler for behandling av
sykdommer forarsaket av Giardia.

[0017] Nifurtimox er forbindelsen med formel (I):

N O\ —=N—N SO,
0o N\U/—N >_/

H.C
3 m

[0018] Eventuelt kommer ogsd anvendelsen i form av farmaseytisk akseptable salter
pa tale. I tillegg kommer eventuelt ogsa anvendelsen av hydrater eller andre solvater
av virkestoffene eller eventuelt deres salter pa tale.

[0019] Anvendelsen kan skje biade profylaktisk og terapeutisk. Aktiviteten retter seg
mot forskjellige stadier til de patogene organismene, nifurtimox virker spesielt mot
stadiene 1 tarmen og det forhindrer cystedannelsen.

[0020] Blant giardiene er av spesiell betydning Giardia lamblia (syn. Giardia
intestinalis, Giardia duodenalis), Giardia bovis og Giardia caprae. De her nevnte
artene angis ofte som synonymer for hverandre og er lite vertsspesifikke.

[0021] Ifelge oppfinnelsen behandles dyr (kjettetere og villdyr), fortrinnsvis
pattedyr som f.eks. hest, gris, kanin, spesielt hunder eller katter.

[0022] Ifelge en utferelsesform er blant pattedyr behandlingen av villdyr og sarlig
kjettetere foretrukket.

[0023] Ogsa mennesket kommer 1 betraktning for behandlingen fordi det kan
infiseres med den dyrpatogene giardiaarten via kontaminert drikkevann.

[0024] Giardiasis opptrer fremfor alt hos ungdyr fortrinnsvis i alderen av 3-10 uker
og forarsaker alvorlig diaré og nedsatt vektekning.

[0025] Anvendelsen av virkestoffene skjer direkte eller i form av egnede
tilberedninger enteralt, parenteralt, dermalt.

[0026] Den enterale anvendelsen av virkestoffene foregér f.eks. oralt i form av
pulver, stikkpiller, tabletter, kapsler, groter, drikker, granulater, store doser, boli, for
eller drikkevann tilsatt medisin. Den dermale anvendelsen skjer f.eks. i form av
dynkning (dypping), paspreyting (spraying), bading, vasking, pahelling (pour-on and
spot-on) og pudring. Den parenterale anvendelsen foregér f.eks. i form av injeksjon
(intramuskulert, subkutant, intravenest, intraperitonealt o.a.) eller ved implantater.
[0027] Egnede tilberedninger er:
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Losninger som injeksjonslesninger, orale lgsninger, konsentrater for oral
administrering etter fortynning, lesninger for anvendelse pa huden eller i
kroppshuler, pahellingsformuleringer, geler;
Emulsjoner og suspensjoner for oral eller dermal anvendelse samt for
injeksjon; halvfaste tilberedninger;
Formuleringer der virkestoffet er innarbeidet 1 et salvegrunnlag eller 1 et olje
1 vann- eller vann 1 olje-emulsjonsgrunnlag;
Faste tilberedninger som pulver, premikser eller konsentrater, granulater,
pellets, tabletter, boli, kapsler; aerosoler og inhalater, virkestoffholdige
formlegemer.
[0028] Injeksjonslesninger tilfares f.eks. intravengst, intramuskulart og subkutant.
[0029] Orale losninger anvendes direkte. Konsentrater anvendes oralt etter at de er
fortynnet til anvendelseskonsentrasjonen.
[0030] Lesninger for anvendelse pd huden paferes ved drypping, pastryking,
pasmering, pasproyting, paspraying eller neddykking (dypping), bading eller vasking.
[0031] Geler pafores eller strykes pd huden eller fores inn 1 kroppshuler.
[0032] Formuleringer for pahelling helles eller sproytes pa bestemte omrader av
huden hvorved virkestoffet enten trenger gjennom huden og virker systemisk eller
fordeler seg pé kroppsoverflaten.
[0033] Emulsjoner er enten av typen vann 1 olje eller av typen olje 1 vann og kan
anvendes oralt, dermalt eller som injeksjoner.
[0034] Suspensjoner kan anvendes oralt, dermalt eller som injeksjon.
[0035] Halvfaste tilberedninger kan tilfores oralt eller dermalt. De skiller seg fra de
ovenfor beskrevne suspensjoner og emulsjoner bare ved sin hgyere viskositet.
[0036] For fremstilling av faste tilberedninger blandes virkestoffene med egnede
baererstoffer eventuelt med tilsetning av hjelpestoffer og bringes i den enskede form.
[0037] Ifelge oppfinnelsen er den orale anvendelsen spesielt foretrukket, av de
vanlige orale anvendelsesformene er tabletter spesielt foretrukket.
[0038] Alle ovenfor nevnte legemiddelformer, de anvendte tilsetnings- og
hjelpestoffene samt fremstillingen av disse legemiddelformene er prinsipielt kjent for
fagmannen.
[0039] Virkestoffene kan foreligge 1 kombinasjon med synergister eller med
ytterligere virkestoffer. Som ytterligere virkestoffer kan nevnes:
Coccidiosemidler som robenidin eller amprolium delvis i kombinasjon med
folsyreantagonister (f.eks. pyrimetamin, epiroprim, trimetoprim); antibiotika
som f.eks. clindamycin, paramomycin eller spiramycin; sulfonamider som
f.eks. sulfadimetoksin, sulfadimidin, sulfadiazin; anthelmintika som f.eks.
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cykliske depsipeptider (f.eks. emodepsid, PF1022A), amidinderivater

(tribendimidin, amidantel, Bay d 9216), praziquantel eller benzylbenzoat.
[0040] For en langvarig behandlingsvirkning er det fordelaktig samtidig a
desinfisere dyreholdet.
[0041] Anthelmintika, seerlig cykliske oktadepsipeptider som PF1022A eller
emodepsid egner seg for bekjempelse av nematod-infeksjoner hos mennesker og dyr
(16). Med denne avlives alle gkonomisk betydningsfulle nematoder 1 mage-
tarmkanalen blant annet ogsd hos hunder. Det er ogsa kjent at immunsvaret GALT =
gut-associated-lymphoid-tissue) ved ikke-behandling av dyrene er rettet mot markene
(17). Man kaller dette et Th2-svar fra immunsystemet. Vanligvis er immunsvaret ved
ikke-infeksjon utbalansert, det vil si at motspilleren til Th2-svaret, nemlig Thl-svaret,
som er rettet mot protozoer, virus og bakterier, er like hoy som Th2-svaret.
[0042] Foreligger det 1 angjeldende dyr, f.eks. i hunden, en nematod-infeksjon,
f.eks. en infeksjon med hakeorm, spolorm eller piskeorm, sa er balansen forstyrret og
det oppstar overskytende en protozo-infeksjon 1 tarmen forarsaket f.eks. av Giardia.
Helbredes na nematod-infeksjonen med egnede anthelmintika, forsterkes indirekte
motstandskraften mot Giardia ved at Th1-svaret da kommer til sin rett mot disse
protozoer. I kombinasjonen nifurtimox med anthelmintika kan nifurtimox sa lettere
bekjempe Giardia-infeksjonen fordi denne allerede delvis holdes 1 grenser ved Th1-
svaret som indirekte er forsterket ved hjelp av nematodbekjempelsen, det vil si
parasittantallet i tarmen er allerede redusert.
[0043] Ifelge en foretrukket utforelsesform anvendes nifurtimox i kombinasjon med
anthelmintika.
[0044] Foretrukket anvendte anthelmintika er 24-leddede cyklodepsipeptider
(cyklooktadepsipeptider). Som slike kan nevnes:

Forbindelser med formel (I1a)

[0045]

(Ia)
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hvori
Z betyr hydrogen, N- morfolinyl, NH,, mono- eller dimetylamino.
[0046] Itillegg skal det nevnes forbindelser med folgende formel (I1b):

R
hf!e (0]
(o] N
(o]
O o
R

Me—N b
R‘ N— Me (Ilb)

o e

hvori

R', R?, R’, R* uavhengig av hverandre betyr hydrogen, C,-C-alkyl eller aryl, seerlig
fenyl som eventuelt er substituert med hydroksy, C,-Cy-alkoksy eller halogen.

[0047] Forbindelsene med generell formel (IIb) er kjente og kan fremstilles ifolge
fremgangsmatene beskrevet i EP-A-382 173, DE-A 4 317 432, DE-A 4 317 457, DE-
A 4317458, EP-A-634 408, EP-A-718 293, EP-A-872 481, EP-A-685 469, EP-A-626
375, EP-A-664 297, EP-A-669 343, EP-A-787 141, EP-A-865 498, EP-A-903 347.
[0048] Til de cykliske depsipeptidene med 24 ringatomer horer ogsa forbindelser
med generell formel (Ilc)

R.’m $11s o

i J -
‘< 71* krjz" @

0a
N
lo) '!zm Rsa
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hvori

R' R* R'"™ og R'* uavhengig av hverandre betyr C, g-alkyl, C,¢-halogenalkyl, Cs¢-
cykloalkyl, aralkyl, aryl,

R R™ R’ R uavhengig av hverandre betyr hydrogen eller rettkjedet eller forgrenet
C,g-alkyl som eventuelt kan vere substituert med hydroksy, C,_4-alkoksy, karboksy,

"
(-COH)>

karboksamid,

i
(-O-C-NH,) .

imidazolyl, indolyl, guanidino, -SH eller C,_4-alkyltio og videre betyr aryl eller aralkyl
som kan vere substituerte med halogen, hydroksy, C,_4-alkyl, C;_4-alkoksy,

R*™ R*® R*, R'™ uavhengig av hverandre betyr hydrogen, rettkjedet C,_s-alkyl, C,.¢-
alkenyl, C;_7-cykloalkyl som eventuelt kan vere substituerte med hydroksy, C,_4-
alkoksy, karboksy, karboksamid, imidazolyl, indolyl, guanidino, SH eller C,_4-alkyltio,
samt betyr aryl eller aralkyl som kan vere substituerte med halogen, hydroksy, C;_4-
alkyl, C,_4-alkoksy, samt deres optiske isomerer og racemater.

[0049] Foretrukkede forbindelser med formel (Ilc) er slike hvori

R R* R'"™ og R'* uavhengig av hverandre betyr metyl, etyl, propyl, isopropyl, n-,
s-, t-butyl eller fenyl som eventuelt er substituert med halogen, C,4-alkyl, OH, C, 4-
alkoksy, samt betyr benzyl eller fenyletyl som eventuelt er substituerte med restene
angitt ved fenyl;

R** til R'™ har den ovenfor angitte betydningen.

[0050] Spesielt foretrukkede forbindelser med formel (Ilc) er slike hvori

R R* R'"™ og R'* uavhengig av hverandre betyr metyl, etyl, propyl, isopropyl eller
n-, s-, t-butyl,

R**, R, R”, R™ betyr hydrogen, rettkjedet eller forgrenet C,_g-alkyl, spesielt metyl,
etyl, propyl, i-propyl, n-, s-, t-butyl som eventuelt kan vaere substituerte med C,_4-
alkoksy, spesielt metoksy, etoksy, imidazolyl, indolyl eller C,_4-alkyltio, spesielt
metyltio, etyltio, videre betyr fenyl, benzyl eller fenetyl som eventuelt er substituerte
med halogen, spesielt klor.

R* R® R™ R'*uavhengig av hverandre betyr hydrogen, metyl, etyl, n-propyl, n-
butyl, vinyl, cykloheksyl som eventuelt er substituerte med metoksy, etoksy,
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imidazolyl, indolyl, metyltio, etyltio, samt betyr isopropyl, s-butyl videre betyr
eventuelt halogensubstituert fenyl, benzyl eler fenyletyl.

[0051] Forbindelsene med formel (Ilc) kan likeledes fremstilles med fremgangs-
matene beskrevet 1 EP-A-382 173, DE-A 4 317 432, DE-A 4 317 457, DE-A 4 317
458, EP-A-634 408, EP-A-718 293, EP-A-872 481, EP-A-685 469, EP-A-626 375,
EP-A-664 297, EP-A-669 343, EP-A-787 141, EP-A-865 498, EP-A-903 347.

[0052] Som helt spesielt foretrukket depsipeptid nevnes forbindelsen PF 1022 kjent
fra EP-OS 382 173, det dreier seg om forbindelsen med formel (I1a) hvori begge
substituenter Z betyr hydrogen. PF har derfor felgende formel (I1d):

I O
vy
O
(o) O
Hf
—N
o N—= (tid)
_ O
0 /Ll} 0
N o)
o |

[0053] Ytterligere foretrukkede depsipeptider er forbindelser som er kjente fra WO
93/19053, nemlig forbindelser med formel (I1a)

hvori

Z betyr N-morfolinyl, NH,, mono- eller dimetylamino.

[0054] Av disse forbindelser er depsipeptidet emodepside (PF 1022-221) spesielt
foretrukket. Det dreier seg om forbindelsen med formel (I1a) hvori begge rester Z betyr
en morfolinylrest. INN emodepsid stér for forbindelsen med det systematiske navnet:
cyklo[(R)-laktoyl-N-metyl-L-leucyl-(R)-3-(p-morfolinofenyl)laktoyl-N-metyl-L-
leucyl-(R)-laktoyl-N-metyl-L-leucyl-(R)-3-(p-morfolinofenyl)laktoyl-N-metyl-L-
leucyl. Emodepsid er beskrevet 1 WO 93/19053 og har felgende formel:
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g el

o

[0055] De ovenfor nevnte virkestoffene som egner seg for kombinasjon kan alt etter
struktur foreligge 1 stereoisomere former eller som stereoisomerblandinger, f.eks. som
enantiomerer eller racemater. Bade stereoisomerblandingene og ogséd de rene
stereoisomerene kan anvendes ifelge oppfinnelsen.

[0056] Itillegg kan eventuelt anvendes: Salter av virkestoffene med farmasgytisk
akseptable syrer eller baser og ogsa solvater, spesielt hydrater, av virkestoffene eller
deres salter.

[0057] Anvendelse i kombinasjon betyr enten at nifurtimox og det andre
virkestoffet, seerlig cyklodepsipeptid, kan anvendes adskilt eller tidsmessig gradert. |
dette tilfellet er nifurtimox og det andre virkestoffet hver formulert som adskilte
legemidler.

[0058] En samtidig anvendelse kan ogsa tenkes. Ifalge en utforelsesform som er
egnet for dette tilfellet er kombinasjonens virkestoffer formulert felles i ett middel.
Tilberedninger ferdig for anvendelse inneholder det respektive virkestoffet vanligvis i
konsentrasjoner av 10 ppm til 20 vekt-%, foretrukket fra 0,1 til 10 vekt-%.

[0059] Tilberedninger som fortynnes for anvendelse inneholder det respektive
virkestoffet 1 konsentrasjoner av 0,5 til 90 vekt-%, foretrukket fra 5 til 50 vekt-%. I
konsentrerte lasninger for inndosering i drikkevannet foreligger det respektive
virkestoffet for eksempel i konsentrasjoner av 0,5 til 20 vekt-%, fortrinnsvis 1 til 15
vekt-%, spesielt foretrukket 2 til 10 vekt-%.

[0060] Generelt har det vist seg som fordelaktig & tilfere mengder av ca. 0,05 til ca.
400 mg, foretrukket 0,1 til 200 mg, virkestoff pr. kg kroppsvekt pr. dag for & oppna
virksomme resultater.

[0061] I blanding med andre coccidiosemidler, antibiotika eller anthelmintika
foreligger virkestoffene ifolge oppfinnelsen i forholdet 1 til 0,01 - 50 opptil 1 til 1 - 50.
[0062] Virkestoffene kan ogsa tilferes sammen med dyreforet eller dyrenes
drikkevann.
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[0063] For- og neringsmidler inneholder 0,005 til 1000 ppm, fortrinnsvis 0,05 til
500 ppm av virkestoffet i kombinasjon med et egnet spiselig material.

[0064] Et slikt for- og neringsmiddel kan anvendes bade for terapeutiske formal og
for profylaktiske formal.

[0065] For & supplere behandlingen med nifurtimox kan det anvendes et
desinfeksjonsmiddel. Med desinfeksjonsmidlet desinfiseres dyrenes (hhv.
menneskenes) oppholdssteder under behandlingen. Desinfeksjonsmidlet serger
fortrinnsvis ved hjelp av edeleggelsen av de utskilte cysteformene for en eliminering
av de parasitaere varige stadiene og forhindrer derved en reinfeksjon etter endt
behandling. Desinfeksjonsmidlet kan derfor anvendes allerede for behandlingen med
nifurtimox, enda bedre er det derimot som regel & anvende det samtidig eller 1 det
minste for avsluttet behandling med nifurtimox.

[0066] Desinfeksjonsmidler er f.eks. slike pd basis av biocide fenoler og/eller
fenolderivater. Med biocide fenoler menes slike fenolforbindelser som har en fri OH-
gruppe og som oppviser en biocid virkning. Disse fenolene kan ha ytterligere
ringsubstituenter som for eksempel halogener, spesielt klor, C;_¢-alkyl, C;_¢-cykloalkyl,
fenyl, klorfenyl, benzyl og/eller klorbenzyl.

[0067] Ikke klorerte biocide fenoler er f. eks.: 2-metylfenol, 3-metylfenol, 4-
metylfenol, 4-etylfenol, 2,4-dimetylfenol, 2,5-dimetylfenol, 3,4-dimetylfenol, 2,6-
dimetylfenol, 4-n-propylfenol, 4-n-butylfenol, 4-n-amylfenol, 4-n-heksylfenol, tymol
(5-metyl-2-isopropylfenol), 2-fenylfenol, 4-fenylfenol, 2-benzylfenol. Foretrukket som
ikke klorert biocid fenol anvendes 2-fenylfenol.

[0068] Klorerte biocide fenoler er f.eks. 4-klor-3-metylfenol (PCMC, p-klor-m-
kresol), 4-klor-3-etylfenol, 2-n-amyl-4-klorfenol, 2-n-heksyl-4-klorfenol, 2-
cykloheksyl-4-klorfenol, 4-klor-3,5-xylenol (PCMX, p-klor-m-xylenol), 2,4-diklor-
3,5-xylenol (DCMX, diklor-p-xylenol), 4-klor-2-fenylfenol, 2-benzyl-4-klorfenol,
benzyl-4-klor-m-kresol, 4-klorbenzyl-diklor-m-kresol. Foretrukkede klorerte biocide
fenoler er 2-benzyl-4-klorfenol, 4-klor-3,5-xylenol, 2,4-diklor-3,5-xylenol samt
spesielt 4-klor-3-metylfenol.

[0069] Med fenolderivater menes her slike forbindelser avledet av fenol hvis OH-
gruppe er derivatisert slik at de ikke inneholder noen fri OH-gruppe. Foretrukket er
dette fenoleter, spesielt med alifatiske alkoholer med 1 til 6 karbonatomer. Som
foretrukket eksempel nevnes fenoksyetanol.

[0070] Foretrukket anvendes desinfeksjonsmidlene beskrevet i WO 2007/009606
som inneholder biocider og et keratolytikum. Egnede biocider eller
biocidkombinasjoner og egnede keratolytika er 1 detalj beskrevet i WO 2007/009606,
dette dokumentet henvises det uttrykkelig til.
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Eksempler

Formuleringseksempler

Eksempel 1 (flytende formulering)

[0071] Suspensjoner i 100 ml glyserolformal/glyserol-polyetylenglykolricinoleat
(Cremophor® EL)/vann 1 blandingsforholdet 1 : 10 med:

e 500 mg nifurtimox
e 1000 mg nifurtimox

Eksempel 2 (flytende formulering)

[0072] Suspensjoner i 100 ml Cremophor® EL/vann i blandingsforholdet 1 : 5 med:

e 500 mg nifurtimox
e 1000 mg nifurtimox

Eksempel 3 (faststofformulering)

[0073] Virkestoffene fylles i de nedenfor angitte mengdene som pulver i en
gelatinekapsel:

¢ 250 mg nifurtimox

Eksempel 4 (tablett)

[0074] Nifurtimox-tabletter er kjente og kan f.eks. fis som legemiddel under navnet
Lampit®.

Biologiske eksempler

Eksempel 1

[0075] 10— 11 uker gamle Beagle-valper som for infeksjonen kunne akklimatisere
seg 1 dyresenteret, ble infisert oralt med 50.000 Giardia duodenalis-cyster. Cystene for
infeksjonen fikk man ved hjelp av en sukrosegradient fra avferingen til hunder som
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skilte ut Giardia-cyster, og lagret dem 1 et Bacto-casitone-medium 1 ikke mer enn 2
uker ved 4 grader celsius. Fra dag 10 etter infeksjonen ble valpene holdt i separate bur
for & samle den individuelle daglige avferingen. Den kvantitative bestemmelsen av
cysteutskillelsen foregikk i de 4 dagene for behandlingen (dag -3 til 0), og valpene ble
randomisert ved hjelp av cysteutskillelsen 1 to grupper. Pa dag 0 ble behandlingen av
de 7 valpene fra behandlingsgruppen foretatt en gang med en oral tilfering av 50
mg/kg nifurtimox (Lampit®), mens de 6 hundene fra kontrollgruppen forble
ubehandlet. Fra dag 1 til dag 8 etter behandlingen ble cysteutskillelsen videre bestemt
kvantitativt.

Resultater: Virkningen ble beregnet med felgende formel:

Antall cyster fra kontrollgruppen — antall cyster fra behandlingsgruppen
Virkning % = —----mmmm e x 100
Antall cyster kontrollgruppe

[0076] Den beregnede virkningen ved engangs tilfering av nifurtimox var 90,4 %
(se tabell 1).

[0077] Metode: Den kvantitative bestemmelsen av cysteutskillelsen ble foretatt
ifolge en modifisert versjon av Hewlett (18): 4 g avfering ble lost 1 100 ml vann, siktet
og latt sedimentere. Sedimentet ble lagt i lag pd 1 M sukrosegradient (spes. vekt 1,13),
og cystene som etter sentrifugering konsentrerte seg pa sukrose-vann-separasjons-
sjiktet, ble avpippetert. Etter et skylletrinn med etterfelgende sentrifugering ble
cystene malt 1 pellet. For dette ble det en alikvot til pellet telt opp under mikroskopet,
og antallet cyster pr. gram avforing ble beregnet.
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Behandling ‘ E Giardien-cysteutskillelse | Virkning
| Dag-3til0 | Dag1til8 |
150 mg/kg nifurtimox 124302 11341 190.4% |
‘Inﬁsert, ubehandlet kontrollH 15147 H 13963 H - ‘

Eksempel 2

[0078]11 — 15 uker gamle Beagle-valper som for infeksjon kunne akklimatisere seg i
minst 2 uker i dyresenteret, ble for start av studien infisert oralt med 50.000 Giardia
duodenalis-cyster. Cystene for infeksjonen fikk man ved hjelp av en sukrosegradient
fra avferingen til hunder som skilte ut Giardia-cyster, og lagret dem 1 et Bacto-
casitone-medium 1 ikke mer enn 2 uker ved 4 grader celsius. 18 valper som skilte ut
Giardia-cyster ble tatt med i studien og holdt i separate bur for & samle den daglige
totale avferingen. Den kvantitative bestemmelsen av cysteutskillelsen foregikk som i
forsek 145.717 med den modifikasjonen at aliquot til pellet ble telt under mikroskopet
ved hjelp av et Fuchs-Rosenthal-tellekammer. Den kvantitative bestemmelsen av
cysteutskillelsen foregikk i 4 dager for behandling (dag -3 til 0), og valpene ble ved
hjelp av cysteutskillelsen randomisert 1 3 grupper. Pa tre pafelgende dager (dag 0, 1 og
2) ble behandlingen av de 6 valpene i1 behandlingsgruppe 1 foretatt om morgenen med
en oral administrering av 50 mg/kg nifurtimox (Lampit ®), mens de 6 hundene i
behandlingsgruppe 2 pa disse tre dagene om morgenen ble behandlet med en oral
administrering av 50 mg/kg fenbendazol (fenbendazol-tab). De 6 hundene i kontroll-
gruppen forble ubehandlet. Fra dag 1 til dag 8 etter behandlingen ble cysteutskillelsen
videre bestemt kvantitativt.

Resultater: Den beregnede virkningen av nifurtimox var 98,6 %, mens virkningen av
fenbendazol var 48,3 %. (Se tabell 2)
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Behandling ‘Z Giardia-cysteutskillelse lVirkning
Dag-3til0  |Dag3til8 |
50 mg/kg nifurtimox 144154 261 198.6% |
50 mg/kg fenbendazol 132871 19578 483% |
Infisert, ubehandlet kontroll  |[36044 118523 I- |
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Patentkrav

1. Anvendelse av nifurtimox for fremstilling av legemidler for behandling
av sykdommer forarsaket av Giardia.

2. Anvendelse ifolge krav 1 for behandling av sykdommer forérsaket av
Giardia lamblia.

3. Anvendelse ifolge ett av kravene 1 eller 2 for behandling av katter eller
hunder.

4. Nifurtimox for behandling av sykdommer forarsaket av Giardia.

5. Nifurtimox for anvendelse ifalge krav 4 for behandling av sykdommer
forarsaket av Giardia lamblia.

6. Nifurtimox for anvendelse ifolge ett av kravene 4 eller 5 for hunder eller

katter.
7. Middel inneholdende nifurtimox og et anthelmintikum.
8. Middel inneholdende nifurtimox og et anthelmintisk
cyklooctadepsipeptid.

9. Middel ifolge krav 8 inneholdende PF 1022 som anthelmintisk
cyklooctadepsipeptid.

10. Middel ifelge krav 8 inneholdende emodepsid som anthelmintisk
cyklooctadepsipeptid.



