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DESCRIPCION
Formacién de imagenes Opticas de la artritis reumatoide.
Introduccion

La presente invencion se refiere a verde de indocianina para la utilizacién en el diagnéstico de la artritis, en particular
de la artritis reumatoide.

Antecedentes de la técnica

El pigmento indotricarbocianina verde de indocianina (ICG) fue sintetizado por primera vez en los afos cincuenta
(Heseltine D.W., patente US n® 2.895.955, 1959) y autorizado clinicamente como farmaco diagnéstico para la
evaluacion de la funcién hepatica y el gasto cardiaco, para las que el ICG muestra propiedades farmacocinéticas
favorables (Caesar J. et al., Clin. Sci. 21:43, 1961; Dorshow R.B. et al., J. Biomed. Optics 3:340, 1998). En los afios
noventa se descubrié que era un agente de formacion de imagenes diagndsticas y frecuentemente se aplica en la
actualidad para la angiografia por fluorescencia para visualizar trastornos vasculares oftalmolégicos (Brancato R. et
al., Semin. Ophthalmol. 13:189, 1998; Richard G., Soubrane G., Yanuzzi L., editores, Fluorescein and ICG
angiography, Thieme, Alemania, 1998). El ICG ha sido estudiado como potencial agente de contraste de NIR para la
deteccion de tumores tanto en animales (Reynolds J.S. et al., Photochem. Photobiol. 70:87, 1999; Licha K. et al.,
Photochem. Photobiol. 72:392, 2000) como en pacientes (Ntziachritos V. et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 97:2767,
2000). La rapida eliminacién de la sangre del ICG proporciona no sélo una estrecha ventana temporal para las
investigaciones con contraste mejorado sino una eficiencia cuantica de fluorescencia relativamente baja en
ambientes fisiologicos, lo que ha motivado algunos intentos para disefiar agentes estructuralmente relacionados con
mejores propiedades (Landsman M.L.J. et al., J. Appl. Physiol. 40:575, 1976; Licha K. et al., Photochem. Photobiol.
72:392, 2000).

La utilizacion de pigmentos fluorescentes para la formacién diagnéstica de imagenes ha sido publicada en
numerosas solicitudes de patente y articulos cientificos. Estas publicaciones tienen en comun que pretenden
proporcionar agentes diagnésticos mejorados y/o agentes que utilizan estructuras tales como ICG como parte de
nuevas entidades quimicas poliméricas, en particular entidades diana y/o activables (documentos n®
WO02005/019247, n® WQO2004/028449, n° US2004/156785, n° WO02002/087498, n® WO2002/000265, n°
US2002103517, n® W098/48846). El ICG también ha sido descrito como un pigmento para el tratamiento de
enfermedades utilizando irradiacion luminica (patente US n® 6.443.976, Tuchin V.V. et al., Lasers Surg. Med. 33:296,
2003; Greenwell T.J. et al., Eur. J. Surg. Oncol. 27:368, 2001).

El documento US2004156785 describe agentes de contraste bioactivables (MRI y 6pticos) que comprenden ICG y
su utilizacion en la formacién de imagenes.

La formacién diagnéstica de imagenes de la artritis reumatoide utilizando luz es un enfoque experimental conocido
(Scheel AK. et al., Arthrit. Rheum. 46:1177, 2002). La aplicacién de pigmentos fluorescentes como sondas de
formacion de imagenes se ha descrito en la literatura utilizando diferentes tipos de agentes (Chen W.T. et al.,
Arthritis Res. Ther. 7:R310; Hansch A. et al., Invest. Radiol. 39:626, 2004; Wunder A. et al., Arthritis Rheum.
50:2459, 2004). En particular, Hansch A. et al., Invest. Radiol. 39:626, 2004, demostraron que la fluorescencia de
rango infrarrojo préximo (NIRF) en combinacion con fluorocromo Cy5.5 puede identificar la artritis y es una
herramienta potencial para la deteccidn precoz de las articulaciones artriticas en un modelo murino in vivo. Los
autores han sugerido ademas que en el futuro proximo resultara posible formar imagenes completas de las
articulaciones menores de la mano en unos cuantos segundos. Sin embargo, ninguna de dichas publicaciones ha
descrito la idoneidad particular de los pigmentos indocarbocianina, en particular de ICG como agente de formacion
obtencién diagnostica de imagenes para la formacion de imagenes de enfermedades inflamatorias, en particular de
la artritis reumatoide.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan los mismos significados que los apreciados habitualmente por el experto ordinario en la materia.

Preferentemente, los términos utilizados en la presente memoria se describen en "A multilingual glossary of
biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)”, Leuenberger H.G.W., Nagel B. y Klbl H., editores, Helvetic
Chimica Acta, CH-4010, Basel, Suiza, 1995).

A lo largo de la presente memoria y en las reivindicaciones, posteriormente, a menos que el contexto indique lo
contrario, el término "comprende" y variaciones tales como "comprenden” y "que comprende", se entendera que
implican la inclusion de un nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas indicados, pero no la
exclusién de cualquier otro nimero etapa o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.
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Inesperadamente, se ha descubierto un nuevo enfoque que permite detectar y cuantificar areas de artritis, en
particular artritis reumatoide, por ejemplo en articulaciones, que se basa en la distribucion diferencial y/o tiempo de
residencia del pigmento indocarbocianina ICG en areas sanas e inflamadas. Se ha desarrollado un equipo con
compuertas temporales para la formacion continua de imagenes (hasta un fotograma por segundo) de, por ejemplo,

5 manos o pies inflamados. Los pigmentos indocarbocianina de infrarrojo cercano (NIR) con propiedades
farmacocinéticas similares al ICG son perfectamente adecuados para identificar areas inflamatorias, en particular de
artritis reumatoide en las articulaciones. Se ha desarrollado un algoritmo para la investigacién de regiones de interés
en los fotogramas y para la investigacién de intensidades de fluorescencia en dependencia del tiempo tras la
aplicacion i.v. de, por ejemplo, el pigmento indotricarbocianina ICG.

10

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a la utilizacion de verde de indocianina para la preparacion de
un medicamento destinado al diagnéstico de la artritis.

Se ha observado que las indocarbocianinas muestran una localizacién preferida y/o una distribucion alternativa en

15 las regiones inflamatorias, en comparacién con el tejido sano. Esta preferencia aparentemente no depende de la
unién de un grupo de localizacién, que puede presentar una afinidad incrementar para un sitio inflamatorio. De esta
manera, no se une ningun grupo de localizacién al ICG utilizable segun la presente invencion.

Un pigmento indocarbocianina presenta la formula general (1):
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3
Y R
C#A—<
N*
R'
®,
en la que C representa un radical (Il) o (Ill):
R4
X 4
> "
v )
| i
R R?
I 111},
25 ) (1m
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en los que:

R’ y R?, independientemente, representan una cadena sulfoalquilo Ci-Cs4, por ejemplo sulfometilo,
sulfoetilo, n-sulfopropilo, isosulfopropilo, sulfobutilo, iso-sulfobutilo, sec-sulfobutilo, terc-isobutilo, o
una cadena alquilo C1-Cso saturada o insaturada de cadena ramificada o lineal, por ejemplo CHs,
CaHs, CaHy, C4Hg, CsHi1, CeHis, C7H1s, CgHiz, CoHig, CioHa21, Ci11Hzs, Ci2Hza, CizHaz, CisHig,
CisHsz1, CieHss, Ci7Has, CigHsz, CigHse, CooHa1, C21Haz, CooHas, CosHaz, C2sHag, CosHsi, CosHsa,
C27Hss, CagHs7, C29Hse, CaoHs1, Ca1Hes, que opcionalmente se sustituyen con 0 a 15, por ejemplo 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14 6 15 atomos de oxigeno y/o con 0 a 3 grupos carbonilo, por
ejemplo 1, 2 6 3 y/o con 0 a 5, por ejemplo 1, 2, 3, 4 6 5 grupos hidroxilo u opcionalmente se
interrumpe con 0 a 15, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15 atomos de
oxigeno y/o con 0 a 3, por ejemplo 1, 2 6 3 grupos carbonilo y/o pueden sustituirse con 0 a 5, por
ejemplo 1, 2, 3, 4 6 5 grupos hidroxilo;

R representa una cadena carbohidrato de cadena lineal con como maximo 20 residuos hidrocarburo,
en particular metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, terc-butilo, pentilo, hexilo, pentilo,
octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo,
octadecilo, nonadecilo, eicosilo, que se sustituye con uno o mas grupos -OH, -COOH, -SO;3 y/o se
interrumpe opcionalmente una o méas veces (preferentemente 2, 3, 4, 5 6 6 veces) con un grupo -
O-, -S-, -CO-, -CS-, -CONH, -NHCO-, NHCSNH-, -SO5-, -PQy4 -, arilo y/o -NH-.

R* representa el grupo -COOE', -CONE'E?, -NHCOE', -NHCONHE', -NE'E?, -OE', -OSOsE’, -SOsE’,
-SO,NHE' 0 E', en los que E’ y E?, independientemente, representan un atomo de hidrégeno, una
cadena sulfoalquilo C+-C4, por ejemplo sulfometilo, sulfoetilo, n-sulfopropilo, iso-sulfopropilo,
sulfobutilo, iso-sulfobitilo, sec-sulfobutilo, terc-isobutilo, una cadena alquilo C4-Cso saturada o
insaturada de cadena ramificada o lineal, por ejemplo CHs, C2Hs, CsH7, C4Hg, CsH11, CsH1s, C7H1s,
CgH17, CoHig, CioHz1, Ci1Hzs, Ci2Hzz, CizHazz, Ci4Hye, CisHz1, CieHaz, Ci7Hss, CisHaz, CigHas,
Ca0Ha1, Ca1Haa, Co2Has, CasHaz, Ca4Hao, CosHsi, CosHss, CazHss, CagHsz, CagHse, CaoHel, Csi1Hes, que
opcionalmente se interrumpen con 0 a 15 atomos de oxigeno, por ejemplo 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14 6 15 y/o con 0 a 3 grupos carbonilo, por ejemplo 1, 2 6 3, y/o se sustituye con 0 a
5 grupos hidroxilo, por ejemplo 1,2, 3,4 6 5,

R® representa un atomo de hidrégeno, o un atomo de fluor, cloro, bromo o yodo, metilo, etilo, propilo o
isopropilo,

b se refiere alnimero 26 3,y

X e Y, independientemente, se representa O, S, =C(CHs)2 o -(CH=CH)-, asi como las sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos.

En la presente invencion, el pigmento indocarbocianina es verde de indocianina (ICG). El ICG presenta una
estructura segun la formula (1X):

e
-

/N\\ N

.

(1X)

Los analogos de ICG son modificaciones de la estructura segun la férmula (IX), en la que uno o mas sustituyentes,
preferentemente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 6 mas sustituyentes seleccionados de entre el grupo constituido por la
cadena sulfoalquilo C1-C4, por ejemplo sulfometilo, sulfoetilo, n-sulfopropilo, iso-sulfopropilo, sulfobutilo, iso-
sulfobutilo, sec-sulfobutilo, terc-isobutilo, 0 una cadena alquilo C1-Csp saturado o insaturado de cadena ramificada o
lineal, por ejemplo CHs, C2Hs, CsH7, C4Hg, CsH11, CeH13, C7H15, CsH17, CoH1g, C1oH21, C11Hzs, C12Ha23, C13Hz7, C14H19,
CisHa1, CieHas, Ci7Hss, CigHaz, CioHsg, CooHat, Ca1Haz, CozHas, CosHaz, CosHae, CosHsi, CosHss, Cz7Hss, CasHsz,
CagHsg, CaoHe1, Cz1Hes, que opcionalmente se sustituye con 0 a 15, por ejemplo 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 6 15 atomos de oxigeno y/o 0 a 3 grupos carbonilo, por ejemplo 1,2 6 3, y/o con 0 a 5, por ejemplo 1, 2, 3, 4
6 5 grupos hidroxilo u opcionalmente se interrumpe con 0 a 15, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14
6 15 atomo de oxigeno y/o con 0 a 3, por ejemplo 1, 2 6 3 grupos carbonilo y/o puede sustituirse con 0 a 5, por
ejemplo 1, 2, 3, 4 6 5 grupos hidroxilo; halégenos, por ejemplo F, Cl, Br o | se encuentran unidos a la estructura, por
ejemplo mediante la sustitucion de un atomo de hidrogeno. Este sustituyente o sustituyentes se unen
preferentemente al sistema aromatico (los sistemas de anillos y/o la cadena alquenilo conectan las estructuras de
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anillos) y todavia mas preferentemente en posiciones correspondientes a las posiciones R', R?, R® 6 R* en las
estructuras (1), (I1) o (lll); anteriormente. Ademas, los anélogos de ICG muestran una farmacocinética similar a la del
ICG. El perfil farmacocinético de una sustancia puede someterse a ensayo mediante diversos métodos conocidos en
la técnica. Sin embargo, resulta preferido que la determinacion de la farmacocinética del analogo de ICG mediante
un ensayo tal como el descrito de manera general posteriormente, en la seccidon experimental, por ejemplo la
cinética de distribucion del analogo de ICG en una parte del cuerpo de un paciente con un diagnéstico confirmado de
enfermedad inflamatoria, preferentemente artritis reumatoide, mediante, por ejemplo, la aplicaciéon de un bolo del
pigmento en una zona vecina de la parte del cuerpo afectada por la enfermedad inflamatoria, la irradiacion de la
region o parte de la region con NIR y la medicién de la fluorescencia en instantes temporales. Un anéalogo de ICG
muestra para una enfermedad inflamatoria dada, en particular la artritis, preferentemente la artritis reumatoide, una
farmacocinética similar a la del ICG. La farmacocinética es similar en el caso de que, por ejemplo, el instante
temporal de maxima acumulacién del analogo de ICG, es decir, la intensidad de fluorescencia maxima, en la regién
inflamada tras una inyeccién de un bolo del pigmento se encuentre a por lo menos 500 s, 450 s, 350 s, 300 s, 250 s,
200 s, preferentemente 190 s, mas preferentemente por lo menos 180 s, 170 s, 160 s, 150 s, 140 s, 130 s, 120 s,
110s,100s,905s,80s,70s,60s,50s,40s,30s,255s,20 s, 15s, 10 s, 5 s 0 menos del instante temporal de
maxima acumulacion de ICG en el mismo paciente o en un paciente afectado por una enfermedad similar. El experto
en la materia apreciard que resulta necesaria para dicha comparacion de los tiempos de maxima acumulacion en
una region enferma de ICG y de un potencial analogo de ICG, la realizacién de experimentos bajo condiciones
practicamente idénticas, es decir, la administracién de la misma cantidad molar de ICG y analogo de ICG en el
mismo volumen del mismo tampdn, preferentemente en el mismo paciente en la misma vena, etc. La cinética de la
distribucion del analogo de ICG en una region enferma puede compararse con la cinética de distribucion del mismo
analogo de ICG en una region comparable de una persona sana. El analogo de ICG preferentemente también
presenta una farmacocinética en personas sanas similar a la del ICG. A este respecto, la expresion "farmacocinética
similar" presenta el mismo significado que el indicado de manera general anteriormente. La idoneidad particular del
ICG para la deteccion de enfermedades inflamatorias, en particular de la artritis reumatoide, se basa en el hecho de
que se observa una rapida acumulacion de ICG en las areas enfermas, en particular en las articulaciones enfermas,
mientras que la acumulacion de ICG en las articulaciones de los pacientes sanos es mas lenta y no alcanza el
mismo maximo de intensidad de fluorescencia. De esta manera, tanto la diferencia entre los instantes temporales de
fluorescencia maxima como la diferencia de intensidades de fluorescencia observadas en sujetos sanos y enfermos
permite diferenciar entre las dos situaciones y, por consiguiente, proporciona el diagnoéstico. La presente invencién
no se refiere a analogos de ICG sino Unicamente al ICG.

Una enfermedad inflamatoria es una enfermedad caracterizada por la infiltracion de macréfagos en el tejido
afectado, en particular en articulaciones y venas, la presencia de cantidades incrementadas de citoquinas y/o la
presencia de cantidades incrementadas de células T. En la utilizacion de la presente invencion, la enfermedad
inflamatoria se selecciona de entre el grupo constituido por artritis.

En una forma de realizacion preferida de la utilizacion de la presente invencién, la artritis se selecciona de entre el
grupo constituido por artritis reumatoide, osteoartritis, artritis soriasica, artritis traumatica, artritis bacteriana (por
ejemplo por Streptococcus), artritis posinfecciosa, enfermedad de Lyme (borreliosis), espondilitis anquilosante y
artritis por rubéola.

Debido a la sensibilidad que presenta la utilizacion segun la presente invencion, resulta particularmente preferido
para el diagnéstico de los estadios tempranos de las enfermedades respectivas. Dicho diagnéstico precoz resulta
particularmente deseado para las enfermedades artriticas, en particular la artritis reumatoide, que presenta una
distribucion mundial, con una prevalencia estimada de 1% a 2%. La prevalencia se incrementa con la edad,
alcanzando el 5% en mujeres de edad superior a 55 afios. La incidencia anual media en los Estados Unidos es de
aproximadamente 70 por cada 100.000 cada afio. Tanto la incidencia como la prevalencia de la artritis reumatoide
son dos a tres veces superiores en mujeres que en hombres. Aunque la artritis reumatoide puede presentarse a
cualquier edad, los pacientes mas comunmente resultan afectados por primera vez en las tercera a sexta décadas
de la vida. Se cree que un tratamiento temprano de la artritis reumatoide puede enlentecer o prevenir el avance
hasta una artritis reumatoide totalmente desarrollada. El diagnéstico de la artritis, en particular la artritis reumatoide
en un estadio temprano, es decir, cuando los sintomas clinicos de, por ejemplo, la inflamacién de las articulaciones o
el dolor, no se hayan presentado todavia es una utilizacién particularmente preferida de la presente invencién.

La administracion de ICG puede conseguirse mediante la inyeccién arterial o venosa o inyecciones en el tejido o
articulacién, que se sospecha que resultan afectadas por una enfermedad causada o asociada a procesos
inflamatorios. Para la formacion de imagenes de NIR, los pigmentos preferentemente se administran en forma de un
bolo intravenoso (i.v.). En el caso de que el pigmento se administre mediante inyeccion de bolo, la inyeccién
preferentemente se administra en un vaso en las proximidades a la region que debe diagnosticarse, que transportara
el pigmento a la region. El experto en la materia podrd seleccionar un vaso sanguineo adecuado para la
administracién del pigmento. Tipicamente el paciente se somete a ayuno por lo menos 4 horas antes de la
administracién del pigmento.

En una forma de realizacion preferida de la utilizacion segun la presente invencion, el pigmento diagnéstico ICG se
administra en una cantidad de 10 mg/kg de peso corporal o inferior, 9 mg/kg de peso corporal o inferior, 8 mg/kg de
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peso corporal o inferior, 7 mg/kg de peso corporal o inferior, 6 mg/kg de peso corporal o inferior, 5 mg/kg de peso
corporal o inferior, 4 mg/kg de peso corporal o inferior, 3 mg/kg de peso corporal o inferior, 2 mg/kg de peso corporal
o inferior, preferentemente 1 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,9 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,8 mg/kg de
peso corporal o inferior, 0,7 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,6 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,5 mg/kg de
peso corporal o inferior, 0,4 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,3 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,2 mg/kg de
peso corporal o inferior, mas preferentemente en una cantidad de 0,1 mg/kg de peso corporal o inferior.

El pigmento ICG preferentemente se administra en combinacion con un portador farmacéuticamente aceptable, en el
sujeto. Tal como se utiliza en la presente memoria, un portador farmacéuticamente aceptable puede incluir todos y
cada uno de los solventes, medios de dispersion, agentes antibacterianos y antifingicos y agentes isotonicos. La
utilizacién de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocida en la técnica.

El pigmento ICG preferentemente se formula en forma de una solucién acuosa estéril parenteralmente aceptable
libre de pirdgenos. La preparacion de dichas soluciones parenteralmente aceptable, considerando debidamente el
pH, isotonicidad y estabilidad, resultara evidente para el experto en la materia.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal del pigmento ICG. Las sales farmacéuticamente
aceptables adecuadas de ICG utilizables segun la presente invencion incluyen sales de adicién de acido que pueden
formarse, por ejemplo, mezclando una soluciéon de ICG con una solucién de un acido farmacéuticamente aceptable,
tal como acido hidroclérico, acido sulfdrico, acido fumarico, acido maleico, acido succinico, acido acético, acido
benzoico, acido citrico, acido tartarico, acido carbdnico o acido fosférico. Ademas, las sales farmacéuticamente
aceptables adecuadas de los mismos pueden incluir sales de metal alcalino (por ejemplo sales sédicas o potasicas),
sales de metal alcalino-térreo (por ejemplo sales de calcio o0 magnesio) y sales formadas con ligandos organicos
adecuados (por ejemplo cationes amonico, de amonio cuaternario y amina formados utilizando contraaniones, tales
como haluro, hidréxido, carboxilato, sulfato, fosfato, nitrato, alquilsulfonato y arilsulfonato). Los ejemplos ilustrativos
de sales farmacéuticamente aceptalbes incluyen: acetato, adipato, alginato, ascorbato, aspartato, bencenosulfonato,
benzoato, bicarbonato, bisulfato, bitartrato, borato, bromuro, butirato, edetato de calcio, canforato, canforsulfonato,
camsilato, carbonato, cloruro, citrato, clavulanato, ciclopentapropionato, digluconato, dihidrocloruro, dodecilsulfato,
edetato, edisilato, estolato, esilato, etanosulfonato, formato, fumarato, gluceptato, glucoheptonato, gluconato,
glutamato, glicerofosfato, glucolilarsanilato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hexilresorcinato, hidrabamina,
hidrobromuro, hidrocloruro, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato, hidroxinaftoato, yoduro, isotionato, lactato,
lactobionato, laurato, laurilsulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metanosulfonato, metilsulfato,
mucato, 2-naftalenosulfonato, napsilato, nicotinato, nitrato, sal aménica de N-metilglucamina, oleato, oxalato,
pamoato (embonato), palmitato, pantotenato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, fosfato/difosfato, picrato,
pivalato, poligalacturonato, propionato, salicilato, estearato, sulfato, subacetato, succinato, tanato, tartrato, teoclato,
tosilato, trietayoduro, undecanoato y valerato.

La presente invencién se refiere a ICG para la utilizacion en un método de diagndstico de la artritis, que comprende
las etapas siguientes:

(a) administrar verde de indocianina (ICG), preferentemente mediante la inyeccion de bolo,
(b) exponer una region del cuerpo a luz de una longitud de onda que puede excitar el verde de indocianina,
(c) medir la fluorescencia en la regién del cuerpo en mdltiples instantes temporales,

en el que un incremento de la fluorescencia en las articulaciones es indicativo de artritis y en el que dicho incremento
se detecta menos de 300 s después de la administracion del verde de indocianina, y en el que el maximo de
fluorescencia en las articulaciones artriticas se alcanza dentro de un tiempo de 180 s, y en el que la fluorescencia
maxima en las articulaciones enfermas es mas alto que la fluorescencia maxima en articulaciones no afectadas y/o
en el que el maximo de fluorescencia en las articulaciones artriticas se produce antes que en las articulaciones
sanas.

En la presente invencion, el pigmento indotricarbocianina es el verde de indocianina (ICG).

En el método de la presente invencion, la enfermedad inflamatoria se selecciona de entre el grupo constituido por
artritis.

En una forma de realizacién preferida del método de la presente invencién, la artritis se selecciona de entre el grupo
constituido por artritis reumatoide, osteoartritis, artritis soriasica, artritis traumatica, artritis bacteriana (por ejemplo
por Streptococcus), artritis posinfecciosa, enfermedad de Lyme (borreliosis), espondilitis anquilosante y artritis por
rubeola, en particular artritis reumatoide.

Debido a la sensibilidad proporcionada por el método de la presente invencion, resulta preferido para el diagndstico
de estadios tempranos de las enfermedades respectivas. El diagnéstico de la artritis, en particular la artritis
reumatoide en un estadio temprano, es decir cuando los sintomas clinicos de, por ejemplo, la inflamacién de las
articulaciones o el dolor todavia no han aparecido, resulta particularmente preferido.
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En una forma de realizacion preferida del método de la presente invencion, el diagndstico se administra en una
cantidad de 10 mg/kg de peso corporal o inferior, 9 mg/kg de peso corporal o inferior, 8 mg/kg de peso corporal o
inferior, 7 mg/kg de peso corporal o inferior, 6 mg/kg de peso corporal o inferior, 5 mg/kg de peso corporal o inferior,
4 mg/kg de peso corporal o inferior, 3 mg/kg de peso corporal o inferior, 2 mg/kg de peso corporal o inferior,
preferentemente 1 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,9 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,8 mg/kg de peso
corporal o inferior, 0,7 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,6 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,5 mg/kg de peso
corporal o inferior, 0,4 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,3 mg/kg de peso corporal o inferior, 0,2 mg/kg de peso
corporal o inferior, mas preferentemente en una cantidad de 0,1 mg/kg de peso corporal o inferior.

En una forma de realizacién preferida del método de la presente invencion, el diagndstico se inyecta en la region del
cuerpo que debe diagnosticarse o en un vaso sanguineo o en el sistema linfatico que proporciona sangre o linfa a la
region del cuerpo que debe diagnosticarse. En el caso de la formaciéon de una imagen de una mano, el diagndstico
se inyecta preferentemente en la vena del brazo.

En una forma de realizacion preferida del método de la presente invencion, la luz en la etapa (b) se aplica
continuamente, de amplitud modulada o pulsada. En el caso de que la luz se aplique pulsada, resulta preferido que
la medicién se lleve a cabo en pulsos sincronizados con los pulsos de luz, lo que permite una reduccion del ruido de
fondo debido a la luz ambiente. Resulta preferido que la fuente de la luz de excitacion sea un laser. Un tipo preferido
de laser es un laser de estado sélido de Nd:YAG combinado con un oscilador paramétrico 6ptico bombeado por el
tercer armoénico. Sin embargo, igualmente puede utilizarse otro tipo de laseres que pueden proporcionar la longitud
de onda de excitacién deseada.

En una forma de realizacién preferida del método de la presente invencion, la luz presenta una longitud de onda de
entre 600 nm y 2,2 um. Preferentemente, la longitud de onda de excitacion se selecciona de manera que la longitud
de onda sea similar al maximo de absorcion del pigmento NIR utilizado respectivamente. Un intervalo preferido
particular es una longitud de onda de excitacién de entre 700 y 900 nm. Para el ICG, el maximo de absorcién es una
longitud de onda de aproximadamente 780 nm, por consiguiente resulta preferido seleccionar una longitud de onda
de excitacién de aproximadamente 780 nm en el caso de la presente invencion, que implica ICG.

Para la formacion de imagenes de procesos inflamatorios, en particular en las articulaciones de la mano, se ha
demostrado que la diferencia en el patrén de fluorescencia de sujetos sanos y enfermos es mas prominente dentro
de un marco temporal corto posterior a la administracién del pigmento NIR. De esta manera, en el método de la
presente invencion, la fluorescencia se mide en mdultiples instantes temporales durante por lo menos 20 s,
preferentemente durante por lo menos 30 s,405s,50s,60s,70s,80s,90s,100s,110s,120s, 130 s, 140 s, 150
s, 180 s, 190 s, 200 s, 210 s, 230 s, 240 s, 250 s, 260 s, 270 s, 280 s, 290 s tras la administracion del ICG. Una
distribucion temprana de la indocarbocianina, en particular la indotricarbocianina, en las regiones que se sospecha
que presentan inflamacién resultara indicativa de un proceso inflamatorio. EI maximo de fluorescencia en las
regiones en que se sospecha inflamacion sera indicativo de un proceso inflamatorio. El maximo de fluorescencia en
las regiones en que se sospecha de inflamacién, por ejemplo una o mas articulaciones en la artritis y areas de la piel
en la soriasis, preferentemente se alcanza en menos de 10 s, preferentemente en 20 s, 25 s, 30 s, 35,40 s, 45 s,
50s,55s,60s,65s,70s,75s,80s,90s,100s, 110 s, 120 s, 130 s, 140 s, 150 s, 160 s, 170 s 6 180 s. Este
maximo temprano en el area que se sospecha que se encuentra enferma es indicativo de un proceso inflamatorio.
Para el diagndstico de la artritis, en particular la artritis reumatoide, un maximo de fluorescencia en una o mas de las
articulaciones examinadas en un intervalo de 20 a 150 s, preferentemente 30 a 100 s después de la administracion
del pigmento es indicativo de enfermedad, mientras que un maximo posterior es indicativo de un sujeto sano.
Ademas, la fluorescencia maxima observada en areas enfermas tipicamente es superior a la fluorescencia maxima
observada en las mismas areas no afectadas; por consiguiente, un nivel de fluorescencia reducido en cualquier
instante temporal posterior a la administracién del pigmento indocarbocianina también puede ser indicativo de
enfermedad. A este respecto, un nivel reducido es un nivel que es por lo menos 70%, preferentemente 60%, mas
preferentemente 50% o menos del nivel observado en areas enfermas. El experto en la materia podra, basandose
en la ensefianza de la presente memoria, establecer intervalos de tiempo apropiados en los que la deteccion de un
maximo de fluorescencia sera indicativa de una enfermedad.

En una forma de realizacion preferida del método de la presente invencion, la fluorescencia en la region del cuerpo
se detecta en cada instante temporal en forma de una imagen y/o mediante barrido de la region del cuerpo. En el
caso de que se detecte una imagen completa o parcial de la regidén corporal, resulta preferido utilizar una camara
con este proposito. Son conocidas en la técnica cadmaras adecuadas y comprenden, por ejemplo, camaras CCD y
CMOS. En el caso de que se registre una imagen de mayor tamafo de la region del cuerpo que debe diagnosticarse
para la presencia de una enfermedad inflamatoria, resulta posible definir determinadas subregiones dentro de dicha
imagen, las cuales se utilizaran para determinar la farmacocinética del pigmento respectivo. Por ejemplo, al
diagnosticar enfermedades inflamatorias que es conocido que afectan principalmente a las articulaciones, el campo
de vision de la imagen de la parte corporal registrada habitualmente comprendera areas que es conocido que no
resultan afectadas por la enfermedad inflamatoria. Se definiran a continuaciéon una o mas subregiones del campo de
vision en aquellas areas en las que, por ejemplo, se localizan las articulaciones.
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La distribucién y/o retencién del pigmento fluorescente en el tiempo permite identificar areas de inflamacion, en
particular de artritis reumatoide. Debido a que la distribucién y/o retencion alterada del pigmento administrado
indicativo de inflamacién sélo es un fenémeno transitorio de vida relativamente corta, en una forma de realizacion
preferida del método de la presente invencion la fluorescencia se detecta a intervalos de 15 s o menos, 10 s o
menos, 9 s 0 menos, 8 S 0 menos, 7 S 0 menos, 6 S 0 menos, 5s 0 menos, 4 s 0 menos 6 3 s 0 Menos, 2 S 0 MeNOSs
6 1 s 0 menos.

En una forma de realizacion preferida del método de la presente invencion, esta previsto un estandar fluorescente
sobre o en las proximidades a la region corporal de la que se obtiene una imagen, con el fin de normalizar la
fluorescencia medida. Preferentemente, dicho estandar fluorescente es una estructura, por ejemplo un disco de
plastico, en el que el pigmento NIR respectivo utilizado en el examen se encuentra inmovilizado.

En una forma de realizacion preferida del método de la presente invencion se utiliza un programa informatico para
determinar un patrén de resolucion temporal de circulacion, preferentemente un patrén de la circulaciéon sanguinea
dentro de la region corporal que debe examinarse. Con este fin, se captan imagenes en multiples instantes
temporales. La expresion "multiples instantes temporales” tal como se utiliza en la presente invencion se refiere a
por lo menos 2 instantes temporales, es decir por lo menos dos imagenes, preferentemente por lo menos 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 instantes temporales, es decir imagenes, que
preferentemente se obtienen en los intervalos preferidos anteriormente indicados.

En una forma de realizacion preferida del método de la presente invencion el patrén de circulacién sanguinea en un
paciente que se sospecha que presenta artritis se compara con el patrén de circulacion sanguinea en un paciente
sano y en el que las alteraciones del patron de circulacién sanguinea son indicativas de artritis. En este sentido, la
alteracion del patron de circulacion sanguinea comprende tiempos de residencia prolongados de los pigmentos NIR,
cambios en los patrones de flujo o una distribucién temporal alterada.

En una forma de realizacion preferida del método de la presente invencion, la region del cuerpo se selecciona de
entre mano, pie, rodilla, codo y hombro.

En el método de la presente invencion un incremento de la fluorescencia en las articulaciones es indicativo de
artritis, por ejemplo de artritis reumatoide. Dicho incremento se detecta en menos de 300 s, en menos de 290, 280,
270, 260, 250, 240, 230, 220, 210, 200, 190, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 95, 90, 85, 80, 75, 70, 65,
60, 55, 50, 45, 40, 35, 30 6 menos de 25 s tras la administracion de ICG.

También se describe un dispositivo para llevar a cabo un método de la presente invencion, en el que la fuente de luz
es un laser, preferentemente un laser pulsado o continuo. Los lasers adecuados son conocidos de la técnica y
comprenden, entre otros, los lasers de Nd-YAG. El laser preferentemente se conecta a una fibra, que puede servir a
por lo menos dos propdsitos, en primer lugar dirigir la luz laser hacia el area de examen y, en segundo lugar,
proporcionar una mezcla de modos de la luz utilizada para la iluminacion. El extremo del laser puede estar provisto
de una Optica adecuada para iluminar homogéneamente el area de examen. Preferentemente, dicha éptica presenta
un conjunto de lentes o es una esfera dispersante conectada al extremo de la fibra. En este ultimo caso, la fibra
preferentemente esté provista de un reflector para evitar la iluminacion del exterior del area de examen.

En una forma de realizacién preferida del dispositivo para llevar a cabo el método de la presente invencion, la
fluorescencia se detecta en un ensamblado de transmision y/o reflexién.

En una forma de realizacién preferida del dispositivo para llevar a cabo el método de la presente invencion, el
dispositivo comprende un filiro de paso largo, que suprime la longitud de onda de excitacion en por lo menos DO 7.

En una forma de realizacién preferida del dispositivo para llevar a cabo el método de la presente invencion, el
dispositivo es una camara, en el caso de que un plano de la region corporal se irradie o el dispositivo presente un
detector puntual de barrido, en el caso de que se irradien localizaciones puntuales de la regién corporal.

En una forma de realizacién preferida del dispositivo para llevar a cabo el método de la presente invencion, el
cambio del pigmento indocarbocianina, en particular el pigmento indotricarbocianina, se produce dentro de la regién
corporal.

La presente invencidn se refiere particularmente a la utilizacién de ICG para la deteccion de la artritis reumatoide.
Asimismo, se refiere a un método para la deteccion de un pigmento NIR, preferentemente inyectado en el cuerpo
con una inyeccion de bolo, mediante excitacion Optica y deteccion de la fluorescencia emitida. Este método se
caracteriza adicionalmente porque se administra ICG, se irradia luz de una longitud de onda adecuada sobre el
cuerpo y en el interior del mismo, y se mide la variacién, dependiente de la localizacién, de la intensidad de la
fluorescencia. La presente invencion se refiere ademas a un método caracterizado porque la luz de excitacion se
emite en forma de un pulso o en forma de una radiacion continua.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2379585 T3

Un aspecto adicional es un método caracterizado porque la distribucién de la fluorescencia emitida se ilustra
mediante la captacion rapida de fotogramas de una serie de fotografias. Los cambios del patron de flujo sanguineo
debidos a la enfermedad se visualizan a partir de, por ejemplo, una distribucién temporal alterada o, por ejemplo, a
partir de un tiempo de alojamiento prolongado del pigmento en la region corporal respectiva, por ejemplo los dedos
de una mano. Un método estandar para detectar enfermedades reumatoides inflamatorias mediante la inyeccion de
un bolo de agentes de contraste es la tomografia de resonancia nuclear con gadolinio-acido
dietilentriaminapentaacético (Gd-GTPA). Un método conocido adicional es la tomografia de emision de positrones
(PET), en la que se utilizan isétopos radioactivos como agentes de contraste. Debido a las necesidades de espacio y
a los costes asociados a ambos métodos, no pueden utilizarse para el cribado general de la poblacién para permitir
una deteccion precoz de las enfermedades inflamatorias. En particular estadios tempranos de la artritis reumatoide.
Sin embargo, pueden realizarse métodos Opticos tales como la formacién de imagenes de NIR con dispositivos
compactos comparativamente econémicos. Una ventaja de la determinacién de la fluorescencia es que el pigmento
fluorescente puede detectarse en el infrarrojo cercano (NIR) practicamente sin ruido de fondo a partir del tejido,
debido a que el tejido biolégico emite un nivel de fluorescencia bajo o nulo dentro de la longitud de onda a la que
emite fluorescencia el pigmento indocarbocianina, preferentemente las indotricarbocianinas, en particular el ICG. Las
luces de fluorescencia de excitacién y resultante se dispersan mucho en el tejido y, de esta manera, Unicamente
pueden visualizarse alteraciones proximas a la superficie, es decir, a una profundidad no superior a 10 cm. De esta
manera, para obtener una imagen de enfermedades inflamatorias en areas menos accesibles, se contempla que
puedan utilizarse dispositivos endoscépicos o similares en el contexto del método de la presente invencién. El
aparato ilustrado en la figura 1 puede utilizarse para visualizar una inyeccién de bolo del pigmento que ha sido
inyectado en la vena axilar. El pigmento fluorescente utilizado es el ICG, que presenta un maximo de absorcion a
780 nm y un maximo de fluorescencia en 820 nm.

La presente solicitud también describe un dispositivo para registrar una radiacion fluorescente, caracterizado porque
se utiliza una fuente de radiacion éptica, preferentemente un laser, que funciona en modo pulsado o continuo, y
porque la deteccién se lleva a cabo a una segunda frecuencia diferente de la frecuencia de la longitud de onda de
excitaciéon. En este aspecto, resulta preferido que la deteccién de la fluorescencia se lleve a cabo en un dispositivo
de reflexién o transmision. Con el fin de suprimir la longitud de onda de excitacién, se utiliza un filtro de paso largo
que permite suprimir la longitud de onda de excitacién preferentemente en una DO > 7. El dispositivo segun la
invencion se caracteriza ademas porque se la deteccion de la radiacién fluorescente se lleva a cabo con una
camara sensible durante la irradiacion de un area superficial mas amplia o con un sistema de barrido en aplicaciones
en las que se utilice la excitacion y deteccién de localizaciones puntuales. Ademas, el dispositivo se caracteriza
porque se utiliza un material de estado soélido de fluorescencia conocida, por ejemplo un disco de plastico que
comprende el pigmento NIR respectivo, con el fin de normalizar la radiacion de fluorescencia. Finalmente, el
dispositivo se caracteriza porque proporciona un programa informatico que permite el analisis de los fotogramas con
el fin de proporcionar una presentacion normalizada de la dinamica del pigmento NIR dentro de las regiones
determinadas de interés (RDls).

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 El panel A es una imagen fotografica del aparato de deteccién de fluorescencia de la presente
invencion, que incluye la camara CCD, la fibra y el soporte para la mano. El panel B ilustra
esquematicamente el disefio del aparato de deteccién de fluorescencia de la presente invencion. "OPO"
se refiere a oscilador paramétrico dptico; "SHG" representa la generacion de segundo armonico; "THG"
representa la generacién de tercero arménico y "Nd-YAG" representa laser de estado sélido pulsado.

Figura 2 llustra las imagenes de fluorescencia del dorso de la mano de un sujeto sano en diferentes instantes
temporales. El panel A muestra una imagen obtenida antes de la administracion del pigmento. El panel
B muestra una imagen 47 segundos después de la administracion de 0,1 mg/kg de ICG K.G. El panel C
muestra una imagen 1.040 segundos después de la administracion del ICG. El panel D muestra una
imagen 104 segundos después de la administracién del ICG. La fluorescencia es detectable en primer
lugar en las puntas de los dedos.

Figura 3 llustra las imagenes de fluorescencia del dorso de la mano de un paciente con artritis reumatoide en
diferentes instantes temporales. El panel A muestra una imagen obtenida antes de la administracion del
pigmento. El panel B muestra una imagen 45 segundos después de la administracién de 0,1 mg/kg de
ICG K.G. El panel C muestra una imagen 900 segundos después de la administracion del ICG. El panel
D muestra una imagen 102 segundos después de la administracién del ICG. La fluorescencia es
detectable en primer lugar en las articulaciones del dedo.

Ejemplos
1. Excitacién

La excitacion de los pigmentos NIR se llevd a cabo con ayuda de un oscilador paramétrico 6ptico bombeado con el
arménico 3. (A=350 nm, Epuso=100 mJ) de un laser de Nd:YAG. La longitud de onda de la radiacion del laser del
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sistema es variable y puede modificarse entre 415 nm y 2,2 um. La energia del pulso es 5 mJ y la duracién del
mismo es 3 ns. El haz del Iaser se acopla a una fibra con un didmetro de 600 um. Debido a una fuerte curvatura en
la fibra, se consigue una buena mezcla de modos, conduciendo a una radiacion homogénea. Dentro del area de la
formacion de imagen de la camara de CCD intensificada se ilumina un area circular de aproximadamente 220 mm
de diametro de manera practicamente homogénea (corresponde a una radiaciéon de 16 uJ/cmZ). La iluminacion
practicamente homogénea se consigue mediante una pequefa esfera dispersante al final de la fibra que se
encuentra localizada dentro de un reflector. La longitud de onda de excitacion puede seleccionarse dependiendo de
las propiedades fotofisicas del pigmento utilizado respectivamente.

2. Formacion de fluorescencia

Se utilizan un filtro de paso largo de vidrio (Aso%=780 nm (vidrio de color de 2 mm) y dos filtros de paso largo de
interferencia Aso%,=800 nm) para suprimir la longitud de onda de excitacion. La fluorescencia se detecta en un
fotocatodo de una camara CCD intensificada enfriada por agua/Peltier con una lente estandar de longitud focal 35
mm (f=1,4). Para suprimir la luz ambiental se sincroniz6 la abertura de la cdmara iCCD con los pulsos de laser. La
sefal de apertura de la camara iCCD era un pulso eléctrico de 10 ns de duracion. El tiempo de exposicion fue de
0,04 s, producto de la acumulacién de 40 pulsos. De acuerdo con lo expuesto anteriormente, en un periodo de 3 s
resultd posible captar 300 imagenes. Se evitd una sobreexposicion, es decir, la sobremodulacién de la sefal,
mediante la seleccion de la apertura apropiada de la lente. Para el pigmento fluorescente preferido, ICG, se detectd
la fluorescencia emitida a Aobs=2800 Nm.

3. Aplicacién de un pigmento NIR en un paciente

Como referencia durante el examen se proporciona un disco de plastico de 2 mm de grosor que comprende perlas
de vidrio incluidas en el mismo, las cuales comprenden el pigmento NIR utilizado respectivamente, por ejemplo ICG.
Se situa este disco en un borde del campo de visién de la camara iCCD, aunque procurando mantener una distancia
a la region del cuerpo a examen, por ejemplo en el caso de una mano, resulta apropiada una distancia de
aproximadamente 2 cm. La mano que debia examinarse se sitla con el dorso de la misma apuntando hacia la
camara sobre un soporte preformado, que separa Opticamente las manos para evitar el cruce de canales de
fluorescencia. Para llevar a cabo la medicion, se disolvieron aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal del
pigmento disuelto en la vena del brazo. Se captaron fotogramas con la cadmara iCCD a intervalos de 3 segundos y se
llevé a cabo la inyeccion del pigmento NIR manualmente mediante una inyeccioén de bolo 6 segundos después de
iniciar la captacién de fotogramas, es decir, el bolo se inyectdé conjuntamente con el tercer fotograma. Los dos
primeros fotogramas sirvieron para determinar la fluorescencia de fondo.

Se caracteriz6 el patron de fluorescencia de los voluntarios sanos como un fuerte incremento de la fluorescencia
aproximadamente 40 segundos después de la inyeccion de un bolo de 0,1 mg/kg peso corporal, en las puntas de los
dedos y posteriormente en las articulaciones distal y proximal (ver la fig. 2). Esta secuencia se encontraba
modificada en las extremidades inflamadas (ver la fig. 3).

4. Procesamiento de los datos y analisis

Los datos detectados (imagenes) se registraron en un ordenador y se guardaron en el disco. Para el analisis de la
intensidad de fluorescencia de las articulaciones, se definieron las denominadas "regiones de interés" (RDI) dentro
del area de las articulaciones interfalangicas distales (DIP), de las articulaciones interfalangicas proximales (PIP) y
de las articulaciones metacarpofalangicas (MP), asi como dentro del area de referencia. Los valores medios de las
RDIs de las articulaciones durante el examen sirvieron de intensidades de fluorescencia (IF media de las
articulaciones de tobillo). Las intensidades de fluorescencia se normalizaron respecto a la intensidad de
fluorescencia de la referencia (IF media de la referencia) (IFN).

IFN = IF articulacion tobillo/IF referencia

en donde IFN = intensidad de fluorescencia normalizada
IF articulacion tobillo = intensidad de fluorescencia media de las articulaciones de tobillo, y
IF referencia = intensidad de fluorescencia media de la referencia.

Para el analisis estadistico, se recogieron los IFN en instantes temporales definidos tras la administracion del
pigmento NIR, por ejemplo ICG, y se determinaron los datos para todas las articulaciones de la mano. De esta
manera se determin6 el curso temporal de la intensidad de fluorescencia para las articulaciones individuales. La
comparacioén entre las articulaciones de un dedo de la mano muestra diferencias caracteristicas invasivas, es decir,
en la distribucion temporal, de las propiedades del pigmento en pacientes que presentan enfermedades reumatoides
inflamatorias (ver fig. 3). En sujetos sanos, el agente de contraste es visible en primer lugar en las puntas de los
dedo (ver la fig. 2). En los pacientes reumaticos, las articulaciones que resultan visibles en primer lugar son las
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articulaciones alteradas por inflamacion (ver la fig. 3). El paciente presentaba artritis dentro del area de MCP I, Il de
PIP I, Il y V, asi como la implicacién del hueso carpiano, no implicando las articulaciones DIP. Considerando todos
los datos, éste es un ejemplo tipico de una artritis reumatoide.
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REIVINDICACIONES

1. Verde de indocianina para la utilizacién en un método de diagnédstico de la artritis, comprendiendo el método las
etapas siguientes, en las que:

(a) debe administrarse un verde de indocianina (ICG) preferentemente mediante inyeccién de bolo,
(b) una region del cuerpo debe exponerse a luz de una longitud de onda que puede excitar el verde de indocianina,

(c) la fluorescencia en la region del cuerpo debe medirse en multiples instantes temporales, en el que un incremento
de la fluorescencia en las articulaciones es indicativo de artritis y en el que dicho incremento se detecta en menos de
300 s después de la administracion del verde de indocianina, y en el que el maximo de fluorescencia en las
articulaciones artriticas se alcanza dentro de un tiempo de 180 s, y en el que la fluorescencia maxima en las
articulaciones enfermas es superior a la fluorescencia maxima en las articulaciones no afectadas y/o en el que el
maximo de fluorescencia en las articulaciones artriticas es mas prematuro que en articulaciones sanas.

2. Verde de indocianina para la utilizaciéon en un método segun la reivindicacién 1, en el que la artritis se selecciona
de entre el grupo constituido por artritis reumatoide, osteoartritis, artritis soridsica, artritis traumatica, artritis
bacteriana, artritis posinfecciosa, enfermedad de Lyme (borreliosis), espondilitis anquilosante y artritis por rubéola.

3. Verde de indocianina para la utilizacion en un método de diagndstico de la artritis reumatoide segun la
reivindicacién 1 6 2, en el que la fluorescencia es detectable en primer lugar en las articulaciones de los dedos en un
paciente con artritis reumatoide y en el que la fluorescencia es detectable en primer lugar en las puntas de los dedos
en una persona sana.

4. Verde de indocianina para la utilizaciéon en un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
diagnédstico se administra en una cantidad de 10 mg/kg de peso corporal o menos, preferentemente de 1 mg/kg de
peso corporal o menos, mas preferentemente en una cantidad de 0,1 mg/kg de peso corporal.

5. Verde de indocianina para la utilizacién en un método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
diagnéstico se inyecta en la region del cuerpo que debe diagnosticarse o en un vaso sanguineo o en el sistema
linfatico, que proporciona sangre o linfa a la region del cuerpo que debe diagnosticarse.

6. Verde de indocianina para la utilizacién en un método segun la reivindicacion 5, en el que el diagnéstico se
inyecta en la vena del brazo.

7. Verde de indocianina para la utilizacion en un método segun las reivindicaciones 1 a 6, en el que la luz en la
etapa (b) se aplica en continuo modulada en amplitud o pulsada.

8. Verde de indocianina para la utilizaciéon en un método segun las reivindicaciones 1 a 7, en el que la luz presenta
una longitud de onda de entre 600 nmy 2,2 um.

9. Verde de indocianina para la utilizacién en un método segun las reivindicaciones 1 a 8, en el que la fluorescencia
se mide en mudltiples instantes temporales por lo menos durante 20 s, preferentemente durante por lo menos 30 s,
40s,50s, 60 s 6 120 s después de la administracion del verde de indocianina.

10. Verde de indocianina para la utilizacion en un método segun las reivindicaciones 1 a 9, en el que la fluorescencia
en la regién del cuerpo se detecta en cada instante temporal como una imagen y/o mediante barrido de la regién del
cuerpo.

11.Verde de indocianina para la utilizacion en un método segun las reivindicaciones 1 a 10, en el que la
fluorescencia se detecta a intervalos de 5 s 0 menos.

12. Verde de indocianina para la utilizacion en un método segun las reivindicaciones 1 a 11, en el que esta previsto
un estandar fluorescente en las proximidades a la regién corporal de la que se forma una imagen, con el fin de
normalizar la fluorescencia medida.

13. Verde de indocianina para la utilizacion en un método segun las reivindicaciones 1 a 12, en el que se utiliza un
programa informatico para determinar un patrdén con resolucion temporal de la circulacion, preferentemente un
patron de la circulacion sanguinea dentro de una region del cuerpo.

14.Verde de indocianina para la utilizacién en un método segin la reivindicaciéon 13, en el que el patron de
circulacion sanguinea en un paciente que se sospecha que presenta artritis se compara con el patrén de circulacién
sanguinea en un paciente sano y en el que las alteraciones del patrén de circulacién sanguinea son indicativas de
artritis.

12



ES 2379585 T3

15. Verde de indocianina para la utilizacién en un método segun las reivindicaciones 1 a 14, en el que la regién del
cuerpo se selecciona de entre mano, pie, rodilla, codo y hombro.
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Fig. 1
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Fig. 2
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