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DESCRIPCION
Cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona, método de preparacion y aplicacion del mismo
Campo técnico

La presente invencion va destinada a un cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona y al método de preparacion
y aplicacion del mismo.

Antecedentes

El nombre completo de la sal de trilitio de pirroloquinolin quinona es un derivado de trilitio de pirroloquinolin quinona.
Su férmula es C14H3sN20sLis, y el peso molecular es 348. Tiene la siguiente estructura quimica:

LiIOOC,

O

(D

Los documentos CN 101 851 234 y JP 2011 126812 divulgan el compuesto de formula (1).

Una sustancia con la misma composicion quimica puede cristalizar con dos o mas disposiciones de reticula espacial
diferentes. Este fendémeno se denomina polimorfismo. El comportamiento polimoérfico de los farmacos puede tener una
importancia crucial en farmacia y farmacologia, lo que tiene enormes impactos en la calidad del farmaco. Las formas
cristalinas variadas pueden diferir entre si con respecto a una o mas propiedades fisicas, tales como la forma del
cristal, el punto de fusion, la dureza, la solubilidad y la disociacion, la estabilidad de estado y el comportamiento de
compactacion. Las diferencias en las propiedades fisicas exhibidas por los polimorfos afectan a parametros
farmacéuticos tales como la estabilidad de almacenamiento, biodisponibilidad y eficacia. Por tanto, la investigacion de
desarrollo de nuevos farmacos deberia prestar mas atencion a la investigacién del polimorfismo del farmaco y el control
cristalino.

Cientificos japoneses descubrieron PQQ como vitamina B soluble en agua en 2003. Los ratones privados de PQQ
crecieron mal, presentaron piel fragil, desarrollaron anomalias como osteoatrismo, presentaron funcién inmunitaria
deteriorada, no se reprodujeron y mostraron propension a artritis. Por tanto, PQQ se identifica como un nutriente
esencial in vivo. Se cree que PQQ tiene el mismo efecto en humanos. Las técnicas actuales publican que el peso
molecular de PQQ es 330. Se descubre de forma temprana en microorganismos, y también existe en eucariotas
superiores. Su estructura cristalina y sintesis quimica ya estan claras.

PQQ es un cofactor de enzimas esenciales multiples. PQQ puede mejorar la funciéon de la cadena respiratoria
mitocondrial y los niveles de radicales libres in vivo. Los estudios indican que los ratones con deficiencia de PQQ
crecen mal, no se reproducen y son propensos a la artritis. Por tanto, PQQ se identifica como vitamina y nutriente
esencial in vivo. Los estudios demuestran que PQQ tiene las siguientes funciones relacionadas con el sistema
nervioso: (1) Antioxidante: elimina de manera intensa especies de oxigeno reactivas; (2) Alteracion de la funcién de la
cadena respiratoria: mantiene el metabolismo energético de las mitocondrias; (3) Activacién del mecanismo de sefal:
estimula la liberacién del factor de crecimiento nervioso, recuperando y favoreciendo el crecimiento del nervio; (4)
regula el crecimiento de células somaticas y previene eficazmente la insuficiencia hepatica; (5) Atenta la deposicion
de la proteina a-sinucleina y previene la fibrosis de las células nerviosas. Por lo tanto, PQQ exhibe un efecto
beneficioso en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Parkinson y la
enfermedad de Alzheimer (EA).

Se ha comprobado que la sal de trilitio de pirroloquinolin quinona suprime las actividades de la glucégeno sintasa
quinasa-3 (GSK-3) y tiene un valor potencial para tratar diversas enfermedades mentales. Por tanto, se presta méas

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2794078 T3

atencién a los valores de aplicacién adversos de la sal de ftrilitio de pirroloquinolin quinona. Se trata de descubrir sus
mecanismos multifactoriales y aplicarlos en la prevencion de enfermedades mentales.

Resumen

La presente invencion va destinada al cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona y al método de preparacion y
aplicacién del mismo.

La presente invencién divulga un cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona, caracterizado por un patron de
difraccion de rayos X en polvo con picos significativos a angulos de difraccion (valores de 26) de 6,222 + 0,2°, 7,379
+0,2°,7,941 £0,2°,y 23,631 £0,2°. Su pico endotérmico es de alrededor de 90-96 °C en el termograma de calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Muestra picos alrededor de 3396,03 cm!, 1652,70 cm1, 1604,48 cm™'y 1355,71 cm™ en
el patrén de espectroscopia infrarroja (IR).

En una realizacion, el cristal de sal de frilitio de pirroloquinolin quinona se caracteriza por un patrén de difraccion de
rayos X en polvo con picos mas significativos a angulos de difraccién (valores de 26) de 24,044 + 0,2°, 25,497 £ 0,2°,
27,541 £ 0,2°, 30,736 £ 0,2°, 32,306 + 0,2° y un patron de espectroscopia infrarroja (IR) con mas picos alrededor de
1500,35 cm, 1243,86 cm', 1147,44 cm™', 808,03 cm!, 761,74 cm™', 570,83 cm".

En otra realizacion adicional, el compuesto muestra un pico endotérmico de 93,33 °C en el termograma de calorimetria
de barrido diferencial (DSC).

La presente invencion va destinada al proceso de preparacion del cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona del
siguiente método: se mezcla pirroloquinolin quinina con hidréxido de litio (relacion en peso 4:1), seguido de adicién de
disolvente organico y agitacién continua durante 2 horas a 0-5 ° C, luego se afiade acetonitrilo a la mezcla (la
proporcién de acetonitrilo con respecto a pirroloquinolin quinina es de 8 ml: 4 g), seguido de agitacién durante 1 hora,
el intermedio precipitado A de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona se recoge por filtracién. El intermedio resultante
A de la sal de trilitio de pirrologuinolin quinona se disuelve en agua, seguido de la adicién de tetrahidrofurano o
isopropanol hasta mezclar por completo (la proporcién del intermedio A de la sal de trilitio de pirroloquinolin quinona,
agua y tetrahidrofurano o isopropanol es de 10-1000 mg: 0,5-20 ml : 4-80 ml), el cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin
quinona se obtiene al dejar en reposo durante la noche a temperatura ambiente.

En una realizacion, el disolvente organico estd seleccionado entre el grupo que consiste en cetonas, éteres,
hidrocarburos alifaticos, hidrocarburos aromaticos, ésteres, nitrilos, alcoholes, hidrocarburos halogenados y una
combinacion de dos o mas de los mismos, que disuelve la materia prima y no arruina su estructura.

En una realizacion adicional, el disolvente organico esta seleccionado entre el grupo que consiste en metanol, etanol,
isopropanol, pentanol, acetona, 2-butanona, tetrahidrofurano, nitrometano, acetonitrilo, cloroformo, diclorometano, éter
metil terc-butilico y una combinacion de dos o mas de ellos. La relacién de pirroloquinolin quinina con respecto a
disolvente organico es 20 mg: 1 ml.

La presente invencion va destinada a una composicién farmacéutica que comprende el cristal de sal de trilitio de
pirroloquinolin quinona y al menos uno cualquiera de los excipientes farmacéuticamente aceptables.

En una realizacion, los excipientes farmacéuticamente aceptables estan seleccionados entre materiales de relleno,
desintegrantes, aglutinantes, lubricantes y una combinacién de dos o mas de los mismos.

En otra realizacion, los materiales de relleno estan seleccionados entre almidén, lactosa, celulosa cristalina, dextrina,
manitol, oxidasa, sulfato de calcio y una combinacién de dos o0 mas de los mismos.

En otra realizacion, los desintegrantes estan seleccionados entre carboximetilcelulosa y su sal, carboximetilcelulosa
reticulada y su sal, polivinilpirrolidona reticulada, carboximetil almidén sédico, hidroxipropilcelulosa de baja sustitucion
y una combinacién de dos o0 mas de los mismos.

En otra realizacién, los aglutinantes estan seleccionados entre polivinilpirrolidona, hidroxipropil metil celulosa,
suspensién de almidén y una combinacién de dos 0 mas de los mismos.

En otra realizacion, los lubricantes estan seleccionados entre estearato de magnesio, estearato de calcio y una
combinacion de dos o mas de los mismos.

La presente invencion proporciona la aplicacién del cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona en la preparacion
de medicamentos para tratar alteraciones de la memoria.

La presente invencién divulga la forma cristalina B de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona, en la que el patrén de
difraccion de rayos X en polvo, el termograma de calorimetria diferencial de barrido (DSC), la curva de sorcién de
vapor dindmico (DVS) y el patrén de espectroscopia infrarroja (IR) son fundamentalmente coherentes con la figura 1,
figura 2, figura 3 y figura 4, respectivamente.

En comparacion con la técnica actual, la presente invencion contiene mas efectos beneficiosos:
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La presente invencion va destinada al cristal de sal de ftrilitio de pirroloquinolin quinona y al método de preparacion y
aplicacién del mismo. El cristal de sal trilitio de pirrologquinolin quinona se podria usar para preparar medicamentos
para tratar problemas de memoria.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un patron caracteristico de difraccién de rayos X en polvo (XRPD) para cristal de sal de trilitio de
pirroloquinolin quinona;

La Figura 2 es un termograma caracteristico de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) para cristal de sal de trilitio
de pirroloquinolin quinona;

La Figura 3 es una curva caracteristica de Sorcién Dinamica de Vapor (DVS) para el cristal de sal de ftrilitio de
pirroloquinolin quinona; y

La Figura 4 es un patrén caracteristico de espectroscopia infrarroja (IR) para cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin
quinona.

Descripcion detallada de la divulgacion

Las realizaciones de la presente divulgacién se describen a continuacion a través de ejemplos especificos, y los
expertos en la materia pueden comprender facilmente otras ventajas y efectos de la presente divulgacion de acuerdo
con el contenido divulgado en la memoria descriptiva.

Los anteriores objetivos, caracteristicas y ventajas de la invencion y otros resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcion mas particular de las realizaciones preferidas de la invencion, como se ilustra en los dibujos adjuntos.

Condicion de laboratorio:

Los patrones de difraccién de rayos X en polvo (XRPD) de los polimorfos se miden en un difractometro de rayos X en
polvo XRD6500 (Shimadzu, Japén) usando radiacién Cu-Ka a temperatura ambiente. Se utiliza una exploracién
continua dos theta a 2°/min de 5°-40°.

En una realizacién adicional, el patrén cristalino es caracteristico en el patron de difraccion de rayos X en polvo. La
banda, especialmente en angulo bajo, se puede cambiar ligeramente en la intensidad relativa dependiendo de la
condicion de cristalizacion, el tamafio de particula, la concentracion relativa de la mezcla y otras condiciones de
medicién. Por tanto, la intensidad relativa del angulo de difraccién 26 de la forma cristalina no es caracteristica. La
identificacion de la forma cristalina se deberia determinar con referencia a las posiciones maximas, pero no a su
intensidad relativa. Ademas, la identificacion de la forma cristalina no debe depender de un solo pico, sino de un
andlisis exhaustivo del sistema especifico dl/ll. Ademas, durante la identificacion de la mezcla, puede ocurrir alguna
deficiencia de pico debido a la disminuciéon de la concentracion de la muestra. Por lo tanto, no es necesario encontrar
bandas seguras aparecidas en muestras altamente puras. Incluso una sola banda puede identificar la forma cristalina.

Los termogramas de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) de los polimorfos se miden en un DSC8500
(perkinelemer, EE.UU.). Las condiciones de analisis son 10 °C/min con una purga de nitrégeno.

Los patrones de espectroscopia infrarroja (IR) de los polimorfos se miden en un Nicolot-Magna FT-IR750 (Nicolot-
Magna, EE.UU.) a temperatura ambiente, explorando a 4000-350 cm™'.

Las curvas de Sorcion Dinamica de Vapor (DVS) de los polimorfos se miden en SMS DVS Intrinsic a 0-95 % HR y 25 °C.
Ejemplo 1: Preparacién de cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona

Se mezclan 4 g de pirroloquinolin quinona con 1 g de hidréxido de litio, seguido de la adicién de 16 ml de ddH20. La
mezcla se agita a 0-5 °C durante 2 horas, y se afladen 8 ml de acetonitrilo a la mezcla, seguido de agitacion durante
1 hora. El producto intermedio precipitado A de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona se recoge por filtracién. Los 10
mg resultantes del intermedio A de la sal de trilitio de pirroloquinolin quinona se disuelven en 0,5 ml de agua, seguido
de la adicién de tetrahidrofurano hasta que se mezcla por completo. El 1 mg de la forma cristalina B de la sal de trilitio
de pirroloquinolin quinona se obtiene al dejar en reposo durante la noche a temperatura ambiente. La muestra obtenida
se mide por difraccion de rayos X en forma de polvo como se muestra en la Figura 1.

Los datos de picos del patron de difraccion de rayos X en forma de polvo se describen a continuacion:
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Tabla 1: Listado de datos de picos de patrdn de difraccion de rayos X en forma de polvo para la forma cristalina B de
la sal de trilitio de pirroloquinolin quinona

20° | d/A |% de Intensidad

6,222 |1850 59,7
7,379 | 844 27,2
7,941 3099 100
12,495 84 2,7
13,093 | 206 6,6
13,48 | 98 3,2
14,633 | 129 4,2
15,938 | 189 6,1
17,299 | 287 9,3
17,652 | 71 2,3
18,775 | 145 4,7
19,193 | 80 2,6
20,375 | 60 1,9
20,962 | 100 3,2
21,326 | 234 7,6
22,305 | 167 5,4
23,631 (1184 38,2
24,044 | 403 13
25,497 | 321 10,4
26,146 | 187 6
26,801 | 189 6,1
27,541 | 372 12
28,461 | 62 2
28,817 | 120 3.9
29,909 | 209 6,7
30,736 | 328 10,6
31,59 | 186 6
31,833 | 89 2,9
32,306 | 397 12,8
33,461 | 138 4,5
33,843 | 202 6,5
35,059 | 215 6,9
35,561 | 86 2,8
36,42 | 70 2,3
36,893 | 95 3,1
37,633 | 208 6,7
38,315 | 75 2,4
39,231 | 48 1,5
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La muestra obtenida se mide por calorimetria diferencial de barrido (DSC), sorcion dinamica de vapor (DVS) y
espectroscopia infrarroja (IR), respectivamente, como se muestra en las figuras 2, 3, 4. El compuesto muestra un pico
endotérmico de 93,33 ° C en el termograma de calorimetria diferencial de barrido (DSC). Muestra picos alrededor de
3396,03 cm.!, 1652,70 cm', 1604,48 cm™', 1500,35 cm™, 1355,71 cm!, 1243,86 cm', 1147,44 cm™', 808,03 cm"',
761,74 cm™, 570,83 cm en el patron de espectroscopia infrarroja (IR).

Ejemplo 2: Preparacién de la forma cristalina B de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona

Los 10 mg obtenidos del intermedio A de la sal de trilitio de pirroloquinolin quinona del ejemplo 1 se disuelven en 0,5
ml de agua, seguido de la adicién de 4 ml de isopropanol. Los 0,5 mg de cristal de sal de ftrilitio de pirroloquinolin
quinona se obtienen dejando en reposo durante la noche a temperatura ambiente. La muestra obtenida se mide por
difraccion de rayos X en forma de polvo, que muestra el mismo patrén de pico que el ejemplo 1.

Ejemplo 3: Preparacién de la forma cristalina B de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona Se disuelven 10 mg de la
forma cristalina A de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona (adquirida en Shanghai Rixin Biological Co., Ltd) en 1 ml
de disolvente organico (la mezcla de metanol y éter metil terc-butilico con una relacién de 1:1). Se obtienen 0,7 mg de
la forma cristalina B de la sal de trilitio de pirroloquinolin quinona al dejar en reposo durante la noche a temperatura
ambiente. La muestra obtenida se mide por difraccién de rayos X en forma de polvo, que muestra el mismo patrén de
pico que el ejemplo 1.

Ejemplo 4: Comparaciones de naturaleza higroscopica de la forma cristalina A y la forma B de la sal de ftrilitio de
pirroloquinolin quinona

Bajo el alcance de una humedad relativa (HR) de un 5 % a un 95 %, se mide la naturaleza higroscépica del intermedio
A de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona y la forma cristalina B de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona del ejemplo
1, por analisis de sorcién dinamica de vapor. La curva DVS indica que la naturaleza higroscépica del intermedio A de
sal de trilitio de pirroloquinolin quinona del ejemplo 1 es de un 25,3 % y un 32,6 % bajo una humedad relativa (HR) de
un 65 % y un 80 %, respectivamente. Bajo el ambiente hiUmedo normal para el almacenamiento, muestra una elevada
naturaleza higroscépica con una variedad de un 5-25 %. El sélido cristalino no es bueno. La naturaleza higroscopica
de la forma cristalina B de la sal de trilitio de pirroloquinolin quinona es un 8,4 % y un 13,9% bajo la humedad relativa
(HR) de un 65 % y 80 %, respectivamente. Bajo el ambiente himedo normal para el almacenamiento, muestra una
naturaleza higroscépica con una variedad de un 5-10 %. El sélido cristalino no es bueno.

Tal y como se usa en el presente documento "basicamente puro" es que el cristal de la presente invencion contiene
preferentemente un 90 % o mas de una sustancia cristalina, mas preferentemente un 95 % o mas, mas
preferentemente un 96 % o mas, mas preferentemente mas un 97 % o mas, de forma especialmente preferida un 98
% 0 mas, lo mas preferentemente un 99 % o mas de una sustancia cristalina, que se usa en difraccion de rayos X en
polvo (XRPD), espectroscopia Raman, espectroscopia infrarroja (IR).

Ejemplo 5: Una composicion farmacéutica que comprende el cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona

La forma cristalina B de la sal de ftrilitio de pirroloquinolin quinona se mezcla con estearato de magnesio y celulosa
cristalina de acuerdo con la siguiente descripcion:

Forma cristalina B de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona | 1,4 mg

Celulosa cristalina (Avicel PH102) 116,2 mg
Estearato de magnesio 2,4 mg
Total 120 mg

Se obtienen 120 mg de comprimidos de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona usando una maquina de prensado de
comprimidos con 7 mm de modelo.

Ejemplo 6: Modelo animal para la funcion biol6gica de cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona
Materiales experimentales:

1. Ratones de tipo salvaje (Shanghai Slac Laboratory Animal Co., Ltd, los pesos de los ratones son de 16 g a 18 g,
machos, totalmente 10 ratones) para el grupo 1.

2. Ratones transgénicos APP/PS1 (Centro de Investigacion de Animales Modelo de la Universidad de Nanjing, los
pesos de los ratones son de 30 g a 40 g, machos, totalmente 60 ratones). Se asignan aleatoriamente sesenta ratones
a seis grupos (grupo 2 al grupo 7) con diez ratones por cada grupo.
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Grupo 1: ratones de tipo salvaje

Grupo 2: ratones modelo

Grupo 3: control positivo de Aricept

Grupo 4: dosificacion elevada de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona

Grupo 5: dosificacion media elevada de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona
Grupo 6: dosificacion media reducida de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona
Grupo 7: dosificacion reducida de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona
Preparacién de la disolucion:

Grupo de dosificacion elevada de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona: se obtienen 12 ml de disolucion A disolviendo
3,6 mg de la forma cristalina B de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona en ddH20.

Grupo de dosificacién media-alta de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona: se obtienen 12 ml de disolucion B
diluyendo 6 ml de disolucion A con ddHz0.

Grupo de dosificacion media-baja de sal de ftrilitio de pirroloquinolin quinona: se obtienen 12 ml de disolucién C
diluyendo 6 ml de disolucion B con ddH20.

Grupo de dosificacion baja de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona: se obtienen 12 ml de disolucién D diluyendo 6
ml de disolucién C con ddH20.

Grupo Aricept: se obtiene una solucion de Aricept de 0,15 mg/ml triturando un comprimido (5 mg) de Aricept para dar
lugar a un polvo, y luego se disuelve en CMC a un 0,5 % (carboximetilcelulosa).

Instrumentos experimentales:

Laberinto de agua de Morris (sistema de andlisis de video experimental del laberinto de agua de Morris, JLBehv-
MWMG, Shanghai Jiliang Technology Co., Ltd)

Procedimiento experimental:

El grupo 1 y el grupo 2 se administran diariamente por medio de disolucién salina normal y los grupos 3 a 7 se
administran diariamente por medio de disoluciones de farmaco preparadas anteriormente, con la dosificacion de 1
ml/100 g/dia durante un mes continuo. A partir de la quinta semana, se lleva a cabo el adiestramiento de los ratones
en el laberinto de agua de Morris, 30 minutos después de la administracion del farmaco. La sesién de adiestramiento
dura 4 dias. El ensayo de prueba se lleva a cabo en el 5° dia. dia. Se usa el software de estadistica del laberinto de
agua de Morris para registrar y analizar automaticamente la trayectoria de natacién en el cuadrante, el tiempo
empleado y la trayectoria en la ocupacién del cuadrante objetivo u opuesto y los tiempos de cruce de la plataforma.

Los datos se indican como promedio + desviacion tipica (X + SD). Se usa el analisis de varianza para un solo factor
para estadisticas de diferencia de datos. La diferencia entre grupos esta determinada por P < 0,05. Los resultados
detallados se muestran en las tablas 1,2y 3.

Tabla 1 Ensayo de prueba en el 5° dia: trayectoria de natacion y tiempo empleado en la ocupacion del cuadrante
objetivo (n =10, X £ SD)

Grupo Farmaco Distancia media ajustada de aproximacién | tiempo empleado en el cuadrante

a la plataforma (mm) IV (s)
Vehiculo N.S 579,7 + 89,6 21,1+48
Ratones modelo N.S 723,9 + 85,1% 12,6 + 4,4%
Aricept 1,5 mg/kg 582,7 + 104,4** 21,7+ 6,9
Dosis elevada de PQQ-Li 3 mg/kg 572,5 £ 93,6** 19,5 + 8,5*
Dosis media alta de PQQ- 1,5 mgkg 605,6 + 104,1" 17,7£59°
Dosts media baja de PQQ- 0,75 mg/kg 674,9 + 104,6 158476
Dosis baja de PQQ-Li 0,375 mg/kg 762,6 73,2 12,4442

# P < 0,01 en comparacion con el vehiculo
*P < 0,05, ** P < 0,01 en comparacién con ratones modelo
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Tabla 2 Prueba de ensayo en el 5° dia: trayectoria de natacion y tiempo transcurrido en la ocupacion del cuadrante |
de la plataforma (n = 10, X + SD)

Cuadrante ocupacion de plataforma

Grupo Farmaco |Trayectoria de natacion (mm) | tiempo (s)
Vehiculo N.S 2829,7 +983,3 11,2+4,0
Ratones modelo N.S 1310,4 + 731,7# 3,9 + 2,6
Aricept 1,5 mg/kg 2730,8 + 1485,3* 9,3+54*
Dosis elevada de PQQ-Li 3 mg/kg 2636,1 £ 1091,5** 9,2 +44**
Dosis media alta de PQQ-Li | 1,5 mg/kg 2653,3 £ 1012,3** 8,9 +4,0**
Dosis media baja de PQQ-Li | 0,75 mg/kg 2029,9 + 1133,1 6,4+50

Dosis baja de PQQ-Li 0,375 mg/kg 961,6 £ 560,7 2,8+1,9

# P < 0,01 en comparacion con el vehiculo
*P < 0,05, ** P < 0,01 en comparacién con ratones modelo

5 Tabla 3 Prueba de ensayo en el 5° dia: trayectoria de natacion, tiempo empleado y tiempos de cruce de la plataforma
en la ocupacion del cuadrante | de la plataforma (n = 10, X £ SD)

primera vez que cruza la plataforma | tiempos de cruce de plataforma

Grupo Farmaco
up (s) (s)
Vehiculo N.S 17,56 +19,2 22+16
Ratones modelo N.S 49,1 + 15,2# 0,4 + 0,5
Aricept 1,5 mg/kg 30,7 £20,1* 1,6 £1,3*
Alta dosis de PQQ-Li 3 mg/kg 21,8 +17,8* 2,3+1,6*
Dosis media alta de PQQ-Li | 1,5 mg/kg 22,7 +19,6** 2,2+1,6*
Dosis media baja de PAQ- | 4 75 mg/kg 31,3 +22,6 16413
0,375

Dosis baja de PQQ-Li 449 +17 1 0,8+0,8

mg/kg

# P < 0,01 en comparacién con el vehiculo
*P < 0,05, ** P < 0,01 en comparacién con ratones modelo

Conclusion:

La forma cristalina B de la sal de ftrilitio de pirroloquinolin quinona tiene buenos efectos dependientes de la dosis en
10 ratones transgénicos APP / PS1 que se muestra en la prueba del laberinto de agua de Morris. Podria mejorar
significativamente la memoria espacial y el deterioro cognitivo de los ratones transgénicos APP / PS1.
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REIVINDICACIONES

1. Un cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona, caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X en polvo
con picos significativos a angulos de difraccion (valores 28) de 6,222 + 0,2°, 7,379 £ 0,2°, 7,941 £ 0,2°, 23,631 + 0,2°;
el pico endotérmico del cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona es de alrededor de 90-96 °C en el termograma
de calorimetria de barrido diferencial; y el cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona muestra picos alrededor de
3396,03 cm™', 1652,70 cm™', 1604,48 cm™', 1355,71 cm! en el patrén de espectroscopia infrarroja (IR).

2. El cristal de sal de ftrilitio de pirrologuinolin quinona segun la reivindicacion 1, caracterizado por un patron de
difraccion de rayos X en polvo con picos mas significativos a angulos de difraccion (valores 26) de 24,044 + 0,2°,
25,497 +0,2°, 27,541 + 0,2°, 30,736 £ 0,2°, 32,306 £ 0,2°; el cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona también
muestra més picos alrededor de 1500,35 cm', 1243,86 cm™', 1147,44 cm'1, 808,03 cm™ , 761,74 cm™', 570,83 cm' en
el patron de espectroscopia infrarroja (IR).

3. El cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona segun la reivindicacién 1, caracterizado por un pico endotérmico
de 93 °C en el termograma de calorimetria diferencial de barrido (DSC).

4. Un método para preparar el cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, que comprende los métodos de: pirroloquinolin quinona se mezcla con hidréxido de litio (relacién en peso 4: 1),
seguido de adicion de disolvente organico para agitaciéon continua durante 2 horas a 0-5 °C, luego se afade acetonitrilo
a la mezcla (la relacion de acetonitrilo con respecto a pirroloquinolin quinona es de 8 ml: 4 g), seguido de agitacion
durante 1 hora, el intermedio precipitado A de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona se recoge por filtracion; el
intermedio resultante A de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona se disuelve en agua, seguido de adicién de
tetrahidrofurano o isopropanol hasta que se mezcla por completo (la proporcion de intermedio A de sal de trilitio de
pirroloquinolin quinona, agua y tetrahidrofurano o isopropanol es de 10-1000 mg: 0,5-20 ml : 4-80 ml), el cristal de sal
de trilitio de pirroloquinolin quinona se obtiene al dejar en reposo durante la noche a temperatura ambiente.

5. El método para preparar el cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona de la reivindicacion 4, en el que el
disolvente organico esta seleccionado entre metanol, etanol, isopropanol, pentanol, acetona, 2-butanona,
tetrahidrofurano, nitrometano, acetonitrilo, cloroformo, diclorometano, éter metil terc-butilico y una combinacion de dos
0 mas de los mismos.

6. Una composicion farmacéutica que comprende el cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3 y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 6, en la que los excipientes estan seleccionados entre materiales
de relleno, desintegrantes, aglutinantes, lubricantes y una combinacién de dos o0 mas de los mismos.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 6, en la que los materiales de relleno estan seleccionados entre
almiddn, lactosa, celulosa cristalina, dextrina, manitol, oxidasa, sulfato de calcio y una combinacién de dos o méas de
los mismos.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 6, en la que los desintegrantes estan seleccionados entre
carboximetilcelulosa y sus sales, carboximetilcelulosa reticulada y sus sales, polivinilpirrolidona reticulada, carboximetil
almidon sodico, hidroxipropilcelulosa de baja sustitucién y una combinacion de dos o mas de los mismos.

10. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 6, en la que los aglutinantes estan seleccionados entre
polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa, suspension de almidén y una combinacion de dos o0 més de los mismos.

11. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 6, en la que los lubricantes estan seleccionados entre estearato
de magnesio, estearato de calcio y una combinacién de dos de los mismos.

12. Un cristal de sal de trilitio de pirroloquinolin quinona segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o una
composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 para uso en un método de tratamiento de
alteraciones de la memoria.
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