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DESCRIPCION

Sondas para la evaluacién no invasiva de la funcionalidad hepatica a tiempo real

La presente invencion se refiere a nuevas sondas con fluorescencia infrarroja y
organotropismo hepatobiliar para la evaluacion no invasiva de la funcionalidad hepatica
a tiempo real, que comprenden un compuesto de férmula (I) como fluorocromo

vectorizado.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los acidos biliares son moléculas sintetizadas por el higado a partir del colesterol que
presentan un marcado tropismo hacia los tejidos del circuito enterohepatico debido a la
presencia de transportadores especificos localizados en la membrana plasmatica de las
células que componen estos érganos, como son las proteinas implicadas en la captacion
de aniones (NTCP, ASBT y OATPs) y cationes (OCTs) organicos y sistemas de
exportacion pasiva (OSTa/b) o activa (BSEP, MRP2, MRP3 y MRP4) de estos
compuestos. Debido a este especial tropismo que les mantiene, en su mayor parte,
recluidos en la circulacion enterohepatica han sido utilizadas como lanzaderas de
farmacos (clorambucilo, cisplatino, etc.) y otras moléculas con potencial actividad
farmacoldgica (péptidos, nucledsidos y bases nitrogenadas), reduciendo asi los efectos
secundarios indeseables y aumentando su biodisponibilidad en el higado y en el

intestino.

En la actualidad, existe un numero muy limitado de moléculas con la caracteristica de
poseer una marcada vectorialidad especifica hacia los hepatocitos, colangiocitos e
ileocitos que ademas puedan ser utilizadas como marcadores para el estudio de la
funcionalidad hepatica. Entre ellas se encuentran para su uso en investigacion preclinica
algunos derivados de acidos biliares marcados radiactivamente con ['“C] y [3H] y el &cido
[F]-fluorocdlico, o con fluorocromos como la colilglicilamidofluoresceina y derivados,
colato de nitrobenzoxadiazolil-lisina y derivados, y colato de dansilo y derivados, entre
otros (Holzinger F et al., Hepatology, 1997 26(5):1263-71; Monte MJ et al., Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol., 2008, 295(1):G54-G62; Blazquez AG et al., Mol Pharmacaol.,
2012, 81(2):273-83; De Lombaerde S et al., PLoS One, 2017, 12(3):e0173529).
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Sin embargo, debido a problemas derivados de la dificultad de su deteccion in vivo, su
utilidad se encuentra limitada a su uso exclusivo en investigacion en modelos in vitro e
in vivo en laboratorio. Ademas, en el caso de los marcadores fluorescentes, la franja del
espectro en el que se encuentra su longitud de onda de emision los hace incompatibles
para su uso simultaneo en ensayos multiparamétricos, por su solapamiento con los
espectros de emisidon con otros trazadores de uso comun en inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia, etc. Este hecho dificulta su utilidad en estudios de colocalizacion

con otros marcadores empleados habitualmente en investigacion basica y preclinica.

Por otro lado, en la practica clinica actual, para el diagnéstico de enfermedades
hepatobiliares (lesiones focalizadas, tumoraciones, colestasis, etc.) en el paciente se
utiliza la resonancia magnética con gadoxetato y colescintigrafia con radiotrazadores
derivados del acido iminodiacético, compuestos que carecen de una estructura que les
confiera vectorizaciéon enterohepatica y por tanto especificidad de tejido (Zech CJ et al.,
Eur Radiol., 2020, 30(1):370-382; Snyder E et al., StatPearls [Internet], 2020).

Por tanto, existe un problema real en la carencia de pruebas funcionales y de imagen

combinadas a tiempo real para el analisis de la funcién hepatica.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Ademas de la problematica anterior, la presente invencion también resuelve la
incompatibilidad en el uso de los fluorocromos comerciales con los pocos derivados
acidos biliares fluorescentes disponibles actualmente para la realizacion de ensayos
multiparamétricos de cinéticas de absorcion in vitro e in vivo, colocalizacion en
microscopia, citometria de flujo y captacion de imagen, centrandose estas aplicaciones

en el campo de investigacion biomédica preclinica y clinica.

Particularmente, la nueva sonda de la invencioén consiste en un compuesto de férmula

(1):
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Férmula (1)

donde R4, R2y R3 se seleccionan independientemente de entre H'y OH,;

R4 se selecciona de entre H, OH y CH>CHs.

X se selecciona de entre O, S, NR’, O-CO, y HNSOy;

Y es un espaciador que se selecciona de entre —(CHgz),-,-CH2CH,OCH2CH»-, -
CH2CH2(SO2)CH2CH2-, -CgHas-(CH2)n-, -(CeHa-CsHs-(CH2)n), -CH2CH20-CeHs-CsHa-
(CHa)s-, opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como CF3, alquilo
C1-Cs, S-alquilo C4-Cs, haldgeno, CN, O-alquilo C4-Cs, NO2, COO-alquilo C4-Cs, NHCO-
alquilo C4-Cs, NH2 y NH-alquilo C+-Ce.

Z es una unidad procedente de un fluorocromo que presenta un grupo alquino terminal;
n es un valor de entre 1y 6;

R’ se selecciona de entre H y alquilo(C+-Cs) opcionalmente sustituido por un grupo

seleccionado de entre CF3, halégeno, CN, y NO-.

Dichos compuestos de formula (l) son capaces de emitir fluorescencia en el infrarrojo
cercano y constan de dos partes estructurales unidas mediante una reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar, denominada quimica “click”, entre un derivado de acido biliar y
un fluorocromo que presente un grupo alquino terminal, como por ejemplo y sin que
sirva de limitacién la alquinocianina 718, la alquinocianina 7 (Cy7) o la alquinocianina
7.5 (Cy7.5).

La ventaja de utilizar fluorescencia infrarroja es que es permeable a los tejidos, por lo
que puede detectarse desde el exterior corporal, sin realizar ninguna intervencion
quirurgica, con minimas molestias y riesgo para el individuo y con muy escaso ruido de

fondo. Esto podria permitir una evaluacion funcional del higado a tiempo real mediante

4
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técnicas no invasivas, altamente selectivas y de gran resolucion, de las que no se
disponen y que podrian ser de una importante utilidad diagndstica y prondstica, en un

gran numero de patologias que afectan a una elevada proporcion de la poblacion.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un compuesto de

férmula (1) tal y como se ha definido anteriormente.

En una realizacion preferida el fluorocromo en el compuesto de férmula (I) es la

alquinocianina 718, y los compuestos presentan una férmula (l1a):

Foérmula (l1a)

donde R4, R2y R3 se seleccionan independientemente de entre Hy OH,;

R4 se selecciona de entre H, OH y CH>CHs.

X se selecciona de entre O, S, NR’, O-CO, y HNSOy;

Y es un espaciador que se selecciona de entre —(CH2),-,-CH.CH,OCH,CH,-, -
CH2CH2(SO2)CH2CH2-,  -CeHs-(CH2)n-, -CeHs-CsHs-(CH2)n-, -CH2CH20-CesHs-CsHa-
(CHa)n-, opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como CF3, alquilo
C1-Cs, S-alquilo C4-Cs, haldgeno, CN, O-alquilo C4-Cs, NO2, COO-alquilo C4-Cs, NHCO-
alquilo C4-Cs, NH2 y NH-alquilo C4-Ce.

Z es una unidad procedente de un fluorocromo que presenta un grupo alquino terminal;
n es un valor de entre 1y 6;

R’ se selecciona de entre H y alquilo(C+-Cs) opcionalmente sustituido por un grupo

seleccionado de entre CF3, halégeno, CN, y NOa.

5
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En unarealizacién mas preferida R, R2y Rz es OH, y mas preferentemente esos grupos

hidroxilo se encuentran en posicion a.

En otra realizacion mas preferida R4 es H.

En otra realizacion mas preferida X se selecciona de entre O, S, NR’; y mas

preferiblemente X es O.

En otra realizacion mas preferida Y es —(CH3),-.

En oftra realizacion aun mas preferida el compuesto de férmula (la) es el compuesto 1

de férmula:

SO;H

Compuesto 1

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion que comprende los

compuestos de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion mas preferida, la composicion es una composicién farmacéutica.

En la presente invencion el “vehiculo” es preferiblemente una sustancia inerte. La
funcion del vehiculo es facilitar la incorporacion de otros compuestos y permitir una
mejor dosificacion y administracion o dar consistencia y forma a la composicion. Por

tanto, el vehiculo es una sustancia que es capaz de permitir una mejor dosificacion y
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administracion o da consistencia y forma a la composicion. ElI “vehiculo
farmacéuticamente aceptable” debe permitir la actividad del compuesto, ser compatible

con él y no causar dafo a los organismos a los que se administra.

La composicion de la invencién puede administrarse de cualquiera de las maneras
conocidas de administracion. En una realizacion preferida, la composicion esta
configurada para poder administrarse de forma intravenosa, intraperitoneal u oral. En
este ultimo caso el compuesto puede recubrirse con un polimero que libere su contenido
pasado el estbmago. De manera aun mas preferida, la composicion esta configurada

para ser inyectada por via intravenosa o intraperitoneal.

En la presente invenciéon se entiende por “unidad procedente de un fluorocromo que
presenta un grupo alquino terminal” a la parte estructural que permanece de la reaccion
entre el fluorocromo que presenta un grupo alquino terminal y el grupo azida derivada
de acido biliar, de tal forma que se genera el triazol-CH>-NH-(Resto procedente del
fluorocromo) o tal y como se representa en el compuesto de formula (I) triazol-CH2-NH-
Y.

En la presente invencion el término “alquilo” se refiere a una cadena alifatica, lineal o
ramificada, que tiene de 1 a 6 atomos de carbonos. Por ejemplo, este grupo puede ser
metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo, etc.

Preferiblemente el grupo alquilo tiene 1, 2, 3, o 4, atomos de carbono.

En la presente invencion el término “halégeno” representa un atomo de fluor, cloro,

bromo y yodo.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere al uso del compuesto de férmula (1) y/o
férmula (Ia) de la invencién, o de la composicion que las comprende, como agente de

imagen para la visualizacion de la funcionalidad hepatica.

En un cuarto aspecto, la invencién se refiere al uso del compuesto de formula (I) y/o
férmula (la) de la invencién, o de la composicion que las comprende, como sonda

fluorescente para la visualizacion de la funcionalidad hepatica.

En una realizacion preferida, la visualizacion del compuesto usado como agente de
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imagen o como sonda fluorescente se realiza por la técnica seleccionada de entre
microscopia de fluorescencia, microscopia confocal, citometria de flujo y de
reproduccién de imagen por fluorescencia, mediante un equipo de analisis de imagen
de alta resolucién con capacidad de captar luz con longitudes de onda en el espectro

del infrarrojo cercano (NIR).

Otro aspecto de la invencioén se refiere a un método para proporcionar una imagen de
la funcionalidad del higado in vivo en un sujeto, que comprende: (i) administrar al sujeto
el compuesto de la invencién o la composicion que lo contiene, y (ii) escanear al sujeto
utilizando imagenes de emision de fluorescencia infrarroja en el rango del espectro de
infrarrojo cercano (longitudes de onda de emision entre 750-2500 nm), para obtener una

imagen visible.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una sonda que comprende el compuesto de

férmula (1) o (la) de la invencién, actuando como fluorocromo vectorizado.

En un sexto aspecto, la invencién se refiere al uso de la sonda de la invencion para la

evaluacion no invasiva de la funcionalidad hepatica a tiempo real.

Alo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripcidon y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende

que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Evolucion temporal de la captacion y eflujo hepaticos del compuesto NIRBAD1 y
el fluoréforo sin vectorizar, alquinocianina 718. Imagenes tomadas durante los
experimentos in vivo no invasivos en rata Wistar anestesiada utilizando la técnica de
deteccién de fluorescencia del infrarrojo cercano mediante un equipo de analisis de
imagen de alta resolucion LAS-4000 (FujiFilm, TDI, Madrid).
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Fig. 2. Representacion grafica de los valores de fluorescencia hepatica monitorizada
frente al tiempo en un equipo de analisis de imagen de alta resolucion LAS-4000
(FujiFilm, TDI, Madrid), recogidos durante los experimentos in vivo no invasivos en rata
anestesiada. Los resultados se expresan como la media de los porcentajes de
fluorescencia (tEEM) respecto del valor maximo alcanzado en un grupo experimental
que recibio NIRBAD1 (n=5) y otro control que recibié la molécula fluorescente no ligada

al acido biliar (alquinocianina 718; n=6).

Fig. 3. Perfil de flujo biliar tras la administracion intravenosa de NIRBAD1, en ratas
Wistar (n=5) anestesiadas con el conducto biliar canulado tras una laparotomia ventral
media. Los datos se muestran como la media de los porcentajes (tEEM) respecto del

flujo basal.

Fig. 4. Perfil de secreciéon de NIRBAD1 en bilis de rata tras su administracion
intravenosa en ratas Wistar (n=5) anestesiadas con el conducto biliar canulado tras una
laparotomia ventral media. Los datos se muestran como media de los porcentajes

(xEEM) respecto del maximo de fluorescencia registrada.

Fig. 5. Imagenes de infrarrojo a distintos tiempos en rata Wistar anestesiada. La primera
corresponde a una imagen previa a la administracion del compuesto NIRBAD1; La
segunda corresponde a los 2,5 minutos tras la administracién del compuesto 1, cuando
alcanza la fluorescencia maxima; La tercera imagen corresponde a las 24 horas tras la
administracién del compuesto NIRBAD1.

Fig. 6. Espectro de RMN "H del compuesto NIRBAD1 en DMSO-d6.

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencién.

Ejemplo 1. Sintesis del compuesto NIRBAD1

En la obtencion del compuesto NIRBAD1 se utiliz6 una relacién 1.5:1 de la azida

derivada del acido colico que se presenta en el siguiente esquema y la alquinocianina
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718, empleando etanol como solvente. Como catalizador de la reaccién se utilizé
Cu(l), obtenido gracias a la combinacion de acetato de Cu(ll) y ascorbato sédico en
proporcion 0.4:1.5 de equivalentes respecto de la alquinocianina 718, para la

generacion in situ de Cu(l).

Azida derivada del dcido célico (BAD)

H Cu(OAc »
Ascorbato sédico

NIRBAD1

9s0,
N agicd e ot .
1 equ de alg janina 718
1.5 equivalentes de azida derivada del cido cdlico
0.4 equivalente de Cu(OAc),
1.5 equivalentes de ascorbato sédico

Tras 7 dias de reaccion a temperatura ambiente se purificéd el producto de la reaccion
mediante cromatografia en capa fina preparativa, obteniendo un compuesto distinto
a los de partida. El RMN 'H (Figura 6) y el analisis por espectrometria de masas en
polaridad negativa calculando una masa para CesHo2NeO11S2, de 1208,6265 vy
encontrando una masa de 1207,6202 (M-H) confirmaron la presencia mayoritaria de
un producto compatible con el compuesto 1. La reaccion “click” entre el derivado azida
del acido biliar y la funcién alquino del fluoréforo conduce selectivamente al isomero
triazolico 1,4-disustituido, en detrimento del isémero triazolico 1,5-disustituido, debido
a la participacion del cobre (I) como catalizador de la reaccion (Tornge CW et al., J.
Org. Chem., 2002, 67, 3057; Rostovtsev VV et al., Angew. Chem., Int. Ed., 2002, 41,
2596).

Ejemplo 2. Actividad in vivo del compuesto NIRBAD1

Los experimentos in vivo se llevaron a cabo utilizando como modelo animal la rata Wistar
anestesiada.

10
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El compuesto NIRBAD1 inyectado por via intravenosa ha demostrado ser permeable a
los tejidos, lo que es caracteristico de la fluorescencia infrarroja, y lo que permite su
deteccion desde el exterior corporal, sin realizar ninguna intervencidon quirurgica, con
minimas molestias y riesgo para el sujeto de estudio y con muy escaso ruido de fondo.
Se observa cémo, tras la inyeccion del compuesto NIRBAD1 (fluorocromo vectorizado)
y la alquinocianina 718 (fluorocromo sin vectorizar), ambas moléculas se acumulan en
el higado. Sin embargo, mientras que el compuesto NIRBAD1 a partir del minuto 2,5
empieza a eliminarse, el fluorocromo que se utilizé6 para sintetizarla al carecer de
especificidad de tejido permanece en el higado sin que éste pueda llegar a aclararlo

(Figuras 1y 2).

En la siguiente tabla se resumen los principales resultados recogidos durante los
experimentos in vivo no invasivos en rata anestesiada (Figuras 1 y 2). Tras la
administracion intravenosa, el compuesto NIRBAD1 es captado por el higado, alcanza
el maximo de fluorescencia a los 2,43+0,36 min y es eliminado completamente de este
tejido a los 21 minutos tras su inyeccion. Sin embargo, son necesarios 5,001£0,45 min
para que se acumule la alquinocianina 718 a nivel hepatico y, ésta no es eliminada

completamente del higado hasta que se alcanzan tiempos superiores a 150 minutos.

Tabla 1. Monitorizacion de la fluorescencia a tiempo real en ratas Wistar anestesiadas.

NIRBAD1 Alquinocianina 718
Numero de experimentos 5 6
Tiempo en alcanzar
2,43+0,36 min 5,00+0,45 min
maxima fluorescencia
Tiempo maximo de
20,16+1,89 min No detectado
vaciado de fluorescencia

En otro grupo de experimentos realizados en rata Wistar (n=5) anestesiadas con el
conducto biliar canulado tras una laparotomia ventral media, lo que permite la recogida
de bilis desde el higado en intervalos de tiempo, se ha demostrado que la administracion
intravenosa del compuesto NIRBAD1, no altera el flujo de bilis (Figura 3). Ademas, la

sonda fluorescente es secretada a bilis segun el perfil de la Figura 4. Se observa un
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maximo de secrecion del compuesto 1 a bilis alrededor del minuto 10, y un decaimiento
de la sefal sobre el minuto 20 lo que es compatible con las imagenes registradas en los

experimentos no invasivos (Figuras 1y 2).

El compuesto NIRBAD1 no ha presentado toxicidad in vivo durante los ensayos de
funcionalidad. En ratas Wistar se ha podido comprobar que, tras 24 h de la
administracion intravenosa del NIRBAD1, no se encuentran trazas de fluorescencia del
compuesto (Figura 5), y los animales se encuentran en estado de bienestar, sin
parametros fisicos ni de conducta asociados al dolor. Asi mismo, los parametros

bioquimicos en suero no muestran signos de toxicidad hepatica o renal.

12
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula (1)

2, o)
“,
‘%

R3

R4

Formula (1)

donde R4, R2y R3 se seleccionan independientemente de entre H y OH;

R4 se selecciona de entre H, OH y CH>CHs.

X se selecciona de entre O, S, NR’, O-CO, y HNSOy;

Y es un espaciador que se selecciona de entre —(CHz),-,-CH2.CH,OCH,CH>-, -
CH2CH2(SO2)CH2CH2-, -CsH4-(CH2)n-, -(CeHa-CsHa-(CH2)n), -CH2CH20-CgHs-CsHa-
(CHa)n-, opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como CFj3,
alquilo C4-Ce, S-alquilo C4-Cs, halégeno, CN, O-alquilo C4-Cs, NO2, COO-alquilo C+-
Cs, NHCO-alquilo C4-Cg, NH2 y NH-alquilo C+-Ce.

Z es una unidad procedente de un fluorocromo que presenta un grupo alquino
terminal;

n es un valor de entre 1y 6;

R’ se selecciona de entre H y alquilo(C+-Cs) opcionalmente sustituido por un grupo

seleccionado de entre CF3, halégeno, CN, y NO..

2. Compuesto segun la reivindicacién 1, de formula (la), donde el fluorocromo es la

alquinocianina 718:
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Férmula (la)

donde R4, R2y R3 se seleccionan independientemente de entre H y OH,;

R4 se selecciona de entre H, OH y CH>CHs.

X se selecciona de entre O, S, NR’, O-CO, y HNSOy;

Y es un espaciador que se selecciona de entre —(CH2),-,-CH2,CH,OCH,CHo-, -
CH2CH2(SO2)CH2CH2-, -CeHs-(CH2)n-, -CeHs-CsHa-(CH2)n-, -CH2CH20-CgHs-CsHa-
(CH2)n-, opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como CFs3,
alquilo C4-Ce, S-alquilo C4-Cs, halégeno, CN, O-alquilo C4-Cs, NO2, COO-alquilo C1-
Cs, NHCO-alquilo C4-Cg, NH2 y NH-alquilo C+-Ce.

Z es una unidad procedente de un fluorocromo que presenta un grupo alquino
terminal;

n es un valor de entre 1y 6;

R’ se selecciona de entre H y alquilo(C4-Cs) opcionalmente sustituido por un grupo

seleccionado de entre CF3, halégeno, CN, y NO,.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde R4, Roy Rzes
OH.

Compuesto segun la reivindicacion anterior donde los grupos hidroxilo en las

posiciones R1, R2y R3z se encuentran en posicion a.

5. Compuesto cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde R4 es H.
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6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde X es O.

7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde Y es —(CH2)—

8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores de férmula:

SO4H

o~

9. Composicion que comprende el compuesto descrito segun cualquiera de las

reivindicaciones anteriores y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. Composicién segun reivindicacion 9 caracterizada por estar configurada para poder

administrarse de forma intravenosa, intraperitoneal u oral.

11.Uso del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o de la
composicion descrita segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, como agente

de imagen para la visualizacién de la funcionalidad hepatica.

12. Uso del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o de la
composicion descrita segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, como sonda

fluorescente para la visualizacion de la funcionalidad hepatica.

13. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12 donde la visualizacion se
realiza por una técnica seleccionada de entre microscopia de fluorescencia,

microscopia confocal, citometria de flujo y de reproduccion de imagen por
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fluorescencia, mediante un equipo de analisis de imagen de alta resolucién con una

luz con longitudes de onda en el espectro del infrarrojo cercano.

Método para proporcionar una imagen de la funcionalidad del higado in vivo en un
sujeto, que comprende (i) administrar al sujeto el compuesto descrito segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o la composicion descrita segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 10, y (ii) escanear al sujeto utilizando imagenes de
emisién de fluorescencia infrarroja en el rango del espectro de infrarrojo cercano

para obtener una imagen visible.
Sonda fluorescente que comprende el compuesto descrito segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 o la composicion descrita segun cualquiera de las

reivindicaciones 9 a 10.

Uso de la sonda segun la reivindicacion anterior para la evaluacion no invasiva de

la funcionalidad hepatica a tiempo real.

16



Porcentaje de

fluorescencia

NIRBAD1
Compuesto 1

TIME (MIN)
0.0

Intestino

NIRBAD1 TIME (MIN)
Compuesto 1 25

Higado

Intestino

NIRBAD 1
Compuesto 1

TIME (MIN)
6.0

ES 2914 927 B2

NIRBAD1 TIME (MIN)
Compuesto 1 1.0

ALQUINOCIANINA 718

Higado
Intestino

NIRBAD 1
Compuesto 1

TIME (MIN)
4.0

y
Higado

Intestino

ALQUINOCIANINA 718 NIRBAD1 TIME (MIN)

Compuesto 1 7.0

TIME (MIN)
8.0

MIRBAD1
Compuesto 1

120

100
80

NIRBAD1
Compuesto 1

TIME (MIN)
10.0

Higado

Intestino
—

——-NIRBAD1

60
40

20

ALQUINOCIANINA 718

ALQUINOCIANINA 718

ALQUINOCIANINA 718

ALQUINOCIANINA 718

—O—-Alquinocianina 718

o

00
Tiempo (min)

FIG. 2

17

150



Flujo NIRBAD (% del maximo de

Flujo (pl/min)

fluorescencia)

ES 2914 927 B2

150 - Flujo de bilis
125 -
100 ’M_HW
75 A
50 -
25 -
0 T T T T T T T T )
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo (min)
FIG. 3
Secrecion de NIRBAD en bilis de rata
120 -
100
80
60
40
20

0 T @ ® ®

0 30 60 90

Tiempo (min)

FIG. 4

18



ES 2914 927 B2

Rata Wistar 2.5 min tras 24 horas tras
anestesiada lai.v. lai.v.
de 1 de 1
FIG. 5
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