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Yo, SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, piso 6, obrando como apoderada sustituta de
acuerdo con la sustitucién adjunta de la sociedad ZAMBON GROUP S.P.A.,
domiciliada en Italia, solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No.
896 notificado pot fijacién en lista ¢l 3 de febrero de 2015, relficionado con concepto
técnico de fondo, me permito manifestar:

1. Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decision 486 al
solicitante para modificar Ja solicitud de patente en cualquicr momento del
trimite, presento junto con este memorial nuevo capitulo reivindicatorio, ¢l cual
consta de 4 reivindicaciones v recemplaza completamente ¢l capitulo presentado
antetiormente.

2. Claridad

2.1  Respecto al requerimiento del examinador solicitando una modificacion al trulo
de la presente solicitud, se solicita amablemente que dicho dtulo sea
reemplazado  por: “COMPOSICIONES TOPICAS VAGINALES QUE
COMPRENDEN EXTRACTO ENRIQUECIDO DE CALOSTRO CON
INMUNOGLOBINAS”.

2.2 La reivindicacion 2 se modificé para dar claridad al agente antiséptico utlizado
en la composicién reclamada. Dicha modificacidn se encuentra debidamente
sustentada en la Pagina 6, lineas 6 a 10 del capitulo descriptivo modificado.

En cuanto a estas modificaciones, me permito decir que las mismas no amplian de
ninguna manera la materia objeto de Ja presente solicitud y se realizaron con el dnimo
de superar las objeciones de clatidad y nivel inventivo plantcadas por el sefor
examinador en su concepto técnico. ‘

Ln consecuencia, nos permitimos informar que las nuevas reivindicaciones 1 a 4 se
ajustan a las disposiciones del articulo 30 de la Decisién 486.

En cuanto al nimero de reivindicaciones, atentamente nos permitimos decit que no se
adjunta tasa por reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo capitulo consta de
un menot namero de clausulas que el presentado originalmente v en esencia es el
mismo objeto pero mas limicado.
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3, Nivel Inventivo

El examinador establece en su concepto técnico que la antigua reivindicacién 1 carece
de nivel inventivo a la luz de los documentos WO 2009/113065 (D1} y Chowdary and
Srinivasa (D3). También indica que las antiguas reivindicaciones 2 v 3 carecen de nivel
inventivo a la luz del documento WO 2009/113065 (D1) v el conocimicato del técnico.
Por dlumo, la antigua reivindicacidén 4 carece de nivel inventvo a la luz de los
documentos WO 2007/039124 (D2} y Chowdary and Srinivasa (D3).

En este sentido, me permito decir que el articulo 18 de la Decision 486, el cual hace
referencia al nivel inventivo de una invencidn, establece que “Se coniiderard que nna
invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio normalmente versada en la materia técnica
correspondiente, esa tyencion no hubiese resullado obvia wi se hubiese derivado de manera evidente del
estado de la técnica”.

ILo anterior significa que el analisis de nivel inventvo NQ es una comparacion de los
objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. Il andlisis de nivel invendvo
debe demostrar la obviedad de la invencién y establecer cdmo ésta no contiene un
salto cualitativo, que demueste su altura inventiva, teniendo en cuenta que se hace
necesario demostrar que la invencién analizada carece de nivel inventivo y hubiese
sido obvia para una persona versada en la materia.

Teniendo en cuenta lo anterior, es deseo de la solicitante manifestar su desacuerdo y
presentar argumentos en contra de estas declaraciones, con el #n de demostrar que la
invencién reclamada en la presente solicitud posee caracteristicas técnicas que
implicaron un paso inventivo durante su desarrollo.

Al analizar los decumentos considerados como la supuesta técnica mas proxima, es

deseo de la solicitante sefalar que D1 no revela explicitamente composiciones
vaginales.

D1 se centra en realidad en formulaciones a base de calosto para ser administradas
preferiblemente por via oral o nasal (Pigina 42). Toda la evidencia experimental
concteta reportada en D1 se refiere a la administracion oral de fracciones derivadas de
calostro a ratas o ratones en modelos experimentales de diabetes, leucemia, carcinoma
hepatocclular, hepatitis, melanoma, la enfermedad de Alzheimer, el cancer de colon,
cancer de prostata, csclerosis muldple, asma, artritis, arterosclerosis, diarrea (D1,
Ejemplos 1 a 15).

Dicha evidencia experimental claramente no tienc relacién con el uso de Jlas
composiciones reclamadas, decir, ¢l tratamiento de la sequedad vaginal. .

D1 sélo menciona muy gencricamente la administracion intravaginal junto con todas las
otras vias de administracién posibles. Por lo tanto, no es evidente que D1 proporcione

una ensenanza valida y fiable que sugicre la invencidn reclamada cuando se combina
con D3.
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Ahora bien, D3 es una revision de las téenicas conocidas pata la preparacién “de
microesferas mucoadhesivas para la administracién bucal, nasal, vaginal o recral. D3 no
menciona el calostro vy, con.respecto a la administracion vaginal, solo menciona el
anticonceptivo y las aplicaciones anti-infecciosos.

La técnica anterior como un todo no sugiere, ademds, la caracteristica critica de la
presente invencidn, a saber, la_ de una combinacién de la fraccién de calostro en
forma libre con una fraccidn de calostro en forma microencapsulada.

La solicitante desea afirmar que esta combinacién, no es sugerida por D1 o D2 en
combinacion con D3, la cual, es responsable de las excelentes propiedades del producto
reclamado, como se muestia en el ensayo clinico anexo.

Como se presenta en el estudio adjunto, se ha desarrollado un nuevo producto, gel
vaginal ZP-025, que contiene calostro bovino purificado (dializado liofilizado), pata el
tratamicnto de la sequedad vaginal secundaria a la atrofia vaginal. ] nuevo producto
ZP-025, que contiene el calostro purificado, ha demostrado tener efectos beneficiosos
sobre la atrofia vaginal en ratas ovaricctomizadas, mejorando la hemodinidmica vaginal y
el espesor del epitelio vaginal (Anexo, Paginas 1 y 2).

Zambon SpA (Bresso, Mildn, ltalia) ha desarrollado un producto en gel (Gel vaginal
ZP-025 Monurelle Biogel), que contiene el calostro bovino purificado. Para ser
administrado por via tépica, para el tratamiento de la sequedad vaginal también en
presencia de atrofia vaginal. Gracias a sus componentes, el calostro es capaz de ayudar a
la defensa local (nmunoglobulina  A); modula la  respuesta  inmunitaria
(inmunoglobulina E, M, G); promueve la accién antibacteriana y antivital (lactofettina y
transfertina); modula los factores de inflamacién (citoquinas, intetleucina); promueve el
crecimiento normal de las células, las actividades celulares normales, la migracion
celular y la proliferacién, v la reparacién tsular (factor de crecimiento transformante
alfa y beta, factor de crecimiento epidérmico); estimula la restauracién de la mucosa; y
acelera la cicatrizacion de las heridas (factores de crecimiento IGF-1 y -2 similares a la
insulina). En particular, IGF-1 estd implicado en la retroalimentacién regulatoria de la
hormona de crecimiento e interfiere con proteinas de unién del factor de crecimiento
similares a la insulina. Hasta Ia fecha, sobre la base de la mcjor \'fzntaja del conocimiento
cientifico disponible para nosotros, no hay hormonas sexuales que estén directamente
presentes en el calostro bovino (Anexo, Piginas 3 vy 4).

En el grupo placebo, las ratas recibieron gel ZP-025 sin calostro; en los grupos tratados
las ratas recibieron gel ZP-025 que contiene 0,5% o 2.3% dcl calostro bovino. La
eficacia del producto sc evalué por comparacién estadistica entre las dos dosis
diferentes de calostro y placebo con el fin de establecer una posible superioridad del
producto debido a la presencia de calostro. Después de 4 semanas de tratamiento dos
veces al dia por via intravaginal con ZP-025 al 0,5%, no hubo diferencia estadistica en
la amplitud, la AUC, y la capacitancia vascular estuvo presente en comparacién con el
grupo placebo (Figura 4).

Por el contrario, ¢l tratamiento con ZP-025 2,3% aumenté significativamente todos los
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patametros de la congestidn de sangre vaginal siguiente a la estimulacion PN, es decir,
la amplitud maxima de la respuesta, AUC de la respuesta, y la capacitancia vascular en
compatacion con el grupo placebo (*** P<0,001 para cada parametro, analisis ANOVA
de dos vias) (Figura 4) (Anexo, Piginas 6 v 10).

El estudio muestra que la aplicacion de un nuevo gel vaginal que contiene el calostro
purificado durante 4 semanas proporciond efectos beneficiosos en un modelo animal
de awrofia vaginal (Anexo, Pagina 14).

Estudios anteriores demuestran que la ovariectomia produce una disminucién
significativa en el urero de los animales y el peso himedo del tejido vaginal y el espesor
epitelial (Anexo, Pagina 15).

El estudio adjunto muestra que una aplicacion dos veces al dia de placebo, ZP-025 a
0,5% v a 2,3% de calostro a ratas OVX durante 4 semanas aumenta cl espesor del
epitelio vaginal en compatacion con las ratas OVX no tratadas v se observa un aspecto
morfolégico de ciclo estral fisiolégico del epitelio vaginal. A pesar del hecho de que el
producto no es capaz de restaurar completamente ¢l espesor cpitelial a la misma
condicidon que antes de la ovariectomia o con estrogenos, ni es capaz de mejorar
significativamente el peso humedo del wjido, presenta un efecto evidente en los
animales tratados, con un epitelio de al menos cinco capas de células, en comparacién
con una o dos capas de células en los animales no watados (Anexo, Pagina 16).

Este efecto de ZP-025 cn todas las concentraciones de calosa® podria ser debido no
sélo a los factores de crecimiento bien conocidos comprendidos en el calostro per se,
sino también a los otros componentes presentes en la formula re-epitelizante, tales
como betaina, sericina y pantenol. Ademas, ¢l compuesto antioxidante (vitamina E)
incluido en el producto podria retardar las reacciones quimicas bipldgicamente
destructivas en la vida de los organismos a través de su capacidad para eliminar los
oxidantes y los radicales libres (\\nexo, Pagina 16).

El nuevo gel vaginal ZP-025 que contienc ¢l calostro mejora la hemodinimica vaginal y
espesor del epitelio waginal en ratas con atrofia vaginal inducida por OVX. Los
marcados cambios en la hemodinamica vaginal y la histologia como consecuencia de la
privacion de estrégeno son mejorados por un tratamiento con ZP-025 que contiene la
concentracion de 2,3% dce calostro purificado (Anexo, Pagina 17).

Con base cn el andlisis anterior, ni D1 ni D2 ni D3, ya sea solos o en combinacion,
cnsenan o sugieren todas las caracteristicas de la presente invencion, Ln vista delo
anteriot, las nuevas reivindicaciones presentadas no son obvias y por lo tanto son
inventivas sobre el estado_del arte. Por lo tanio, se le solicita resperuosamente al
senor examinador retire la objecién de nivel inventivo,

En este orden de ideas, es claro que el anilisis de nivel inventivo realizado por el sefor
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examinadot es el resultado de una evaluacion del dpo “hindight” o retrospectivo. De
hecho, este tipo de andlisis no es permitido para desvistuar el concepto de zaltura
inventva.

Por consiguiente, teniendo en cuenta los argumentos presentados, se concluye que las
enscfanzas de las anterioridades citadas por su Despacho no Hevan a un técnico
versado en la materia a obtener la presente invencidn ya que no revelan o ensedan las
caracteristicas técnicas esenciales relacionadas con la misma, tal como aca es
reivindicada. Lo anterior si se ticne en cuenta que para el estudio de nivel inventivo el
Zxaminador no puede adoptat la posicién de un inventor y que ademas no puede partit
de la solucién dada sino simplemente de lo que exptesamente revelen el o los
documentos mas cercanos del estado del arte.

50 este tipo de andlisis, ¢l examinador no enfoca su andlisis en ¢l momento en ¢l que el
solicitante plantea un problema con el fin de solucionar fallas técnicas existentes en los
productos convencionales de un campo técnico especifico, sino que se enfoca en la
solucién dada al problema planteado y en la busqueda de documentos con conceptos
anilogos. A este respecto dirijo la atencién del examinador al “Manual para Bxamen de
Solicitudes de Patentes de Tnvencion en tar Oftcinas de Propiedad Industrial de los Paives de la
Comunidad Andina, publicado en la pagina Web de la Comunidad Andina, donde se
establece en la pagina 74 en cuanto al nivel inventivo “...que la bisqueda de anterioridades
se-efectiia a posteriors, tomando como punto de partida la misma invencion,. . el examinador debe
realizar el esfuerso intelectnal de colpcarse en la situgeidn gue ba tenide que afrontar el lécnico con
conguimientos wredios en_la maferia_en yn ppomento en gue ly pnyencion no_cra conocidd, es decr anles
de Ja tnvencior”’. (Bl subrayado es nuestro).

En el presente caso, para el examinador puede resultar “obvio” que ¢l objeto de la
presente solicitud se¢ derive de la materia objeto de los documentos citados, sin dar
mayor importancia al trabajo desplegado v a la capacidad inventiva del solicitante para
lograr llegar a la solucidn del problema planteado. Es decir, que el examinador no hace
su analisis partiendo del problema mismo que existia en la técnica en el momento en
que el solicitante dirige todos sus esfuerzos para encontrar una solucién, sino
que enfoca su estudio en €l momento en gue el problema ya fue resuelto.

En cuanto a las caracteristicas técnicas antes mencionadas relacionadas con la presente
invencion, nos permitimos hacer hincapié en lo argumentado en la interpreracién
prejudicial 81-IP-2006 del Tribunal que ha establecido lo stguiente: “Ante ey, es preciso
definir lo gue se entiende por “obuio” y por “evidente”. Lo obvio es aquello que salta a la
vista de manera clara y directa; lo que se encuentra o pone delante de los ojos o
que no tiene dificultad. Mientras que lo evidente es algo tan cierto y claro que
nadie puede dudar racionalmente de ello: se presenta de manera tan pm‘cj‘zz'.{?/e_ ¥ manifiesia
gue mucstra certeza y claridad’. Comio se podrd ver. la diferencia radica en lo “tan”, de forma que algo
que resulte olmo no cr necesariamente evidente; empero lo gue es evidente, es tambiin obvio.” (Il
subrayado es nuestro),

Diccionario de la Lengua Espafiola. Vigésima Primera Edicion. Madrid ~ Espana. 1992, Definiciones de
evidente, evidencia y obvio. Pp. 655y 1036.
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Es claro que la presente invenciéon no salta a la vista de una persona medianamente
versada en la técnica cuando se cuenta con la informacién de D1, D2y D3.

En este sentido, y siguiendo ¢l Manual Andino de Patentces, la presente invencion tal v
como se encuentra definida en las nuevas reivindicaciones 1 a 4, tiene diferencias con el
estado del arte e implicé un nivel inventivo durante su desatrollo, por lo cual debe set
considerada como novedosa e inventiva segun las disposiciones de los articulos 16 y 18
de la Decision 486.

4, Conclusiones

Habicndo atendido cabalmente las objeciones presentadas por ese  despacho,
atentamente solicitamos se conceda el privilegio de patente de invencion a la solicitud
en estudio.

En consecuencia, solicitamos a ese despacho pronunciarse en relacidon con todos los
atgumentos presentados en cste memorial dando estricta aplicacién al principio del
debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién Nacional

Senor Superintendente,

A MARIA LOPEZ DiAZ
C.C. 22.468.787 de Barrang
T.P 147463 del CSJ

notificaciones(@clarkemodet.com.co
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ANEXO

- Nuevo capirulo de reivindicaciones
- Ensayo clinico: EVALUACION DE LOS EFECTOS DE UN GEL

INTRAVAGINAL NUEVO QUE CONTIENL, CALOSTRO
PURIFICADO DE BOVINQO, EN EL FLUJO DE SANGRE DE
LA VAGINA Y ATROFIA  VAGINAL EN  RATAS
OVARIECTOMIZADAS.
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REIVINDICACIONES

l.- Composicicnes tépicas vaginales en forma de gel que
comprenden una fraccidn de calostrc enriguecido con
inmuncglobulinas, gue se seleccionan del grupo gue
consiste de: inmunoglobulinas de clase IgG2 y Igh y el
complemento c3/cd, factores de crecimiento seleccionados
del grupo que consiste de: TGF-B1 (factor de crecimiento
transformante), EGF (factor de crecimiento epitelial), IGF
1 (factor de crecimiente similar a insulina}, VEGF (factor
de crecimiento endotelial wvascular), FGF-b (factor de
crecimiento de fibroblastos basico), la GH (hormona del
crecimiento), el GHRF (factor de crecimiento de la hormona
del crecimiento), el NGF (factor de crecimiento nerviqsb]
Yy proteinas ricas en prolina, factores gquimictécticos
seleccionados del grupo que consiste de: eotaxina, IP-10-
ligando de quimocinall, MCP-1 (factor guimiotéactico del
monocite 1), IL-2, IL- 4, IL-6, IL-9, IL-17, IL-10, el
interferén-gamma y TNF-0O5(factor de necrosis tumoral), y
factores antimicrobianocs/antivirales seleccionados del
grupo Jque cocnsiste de: transferrina, lactecferrina,
lisozima y lactoperoxidasa, parcialmente en forma libre,
cuya concentracidén puede variar entre 1 a 10% vy
parcialmente encapsulada en microesferas mucoadhesivas, en
una concentracion gue puede variar entre 0.1 a 5%.

2.- Un método para obtener la fraccidn de calostro de 1la
composicidn de la reivindicacién 1, a partir del calostro
bovino ordefiadec entre 1la quiﬁta Y sexta hora después de

parir, que comprende las etapas de:



- adicionar agentes antisépticos al calostro,
seleccionados de: scrbato de potasic y benzoato de
sodio, cada uno en una concentracidédn de 12.5%, o
alternativamente, fenoxietanol en la concentracidn de

2.5 o urea de diazolidinile en la concentracién de

o\@

1%, para asegurar la esterilidad y apircgenicidad;

- diluir con solucidn salina;

- microfiltrar tangencialmente, una ¢ mas veces,l a
través de las membranas ceramicas con corte que varia
entre 2 y & um;

- pasar la solucidén a través de las membranas o
tamices moleculares con corte de 300,080 Daltons;

- realizar diédlisis mediante ultrafiltracidédn de alta
presién hasta la remocidén completa de los agentes
antisépticos; y

- liofilizar.

3. El1 método de conformidad con la reivindicacidén 2,
caracterizado porgue ademés, el calcstro se obtiene de
vacas Guernsey o Holstein.
4.- La composicién.de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizada porque ademds contiene uno ¢ mas de los
siguientes ingredientes:

a) sericina;

b) pantenocl;

c) betalna;

d) extracto de Alce vera;

e) vitamina E; vy

f) extracto de Lepidium meyenii.
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RESUMEN - eemeeussbeeamaessmssuoc-ussmsssus-—abesssaas-aan. -

Introduccion. La sequedad vaginal debido a la atrofia vaginal es una queja
comun de las mujeres posmenopausicas, lo que interfiere con la funcién sexual y
la calidad de vida, la terapia de reemplazo hormonal es la Unica terapia eficaz pero
cen riesgos conccidos que dejan necesidades médicas no cubiertas. Se ha
desarrollado un nuevo producto, gel vaginal ZP-025, que contiene calostro bovino
purificado (dializado liofilizado), para el tratamiento de la sequedad vaginal
secundaria a la atrofia vaginal.

Objetivo. E| estudio tiene como objetivo investigar los efectos de la aplicacion
intravaginal de ZP-025 sobre la atrofia vaginal utilizando un modelo animal.
Métodos. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley hembras ovariectomizadas. Tres
semanas después de la cirugia, las ratas se dividieron en cuatro grupos y se

trataron durante 4 semanas (dos veces al dia) con placebo o ZP-025 en

&
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concentraciones bajas (0,5%) o alta (2,3%) de calostro; en el grupo control, las
ratas no recibieron ningun tratamiento. Los cambios en el flujo de sangre vaginal
debido a la estimulacién del nervio pélvico se evaluaron mediante flujometria
Doppler laser y el tejido vaginal se recogid para ensayo histologico.

Principales medidas de resultado. Las principales medidas de resultado fueron
el flujo de sangre vaginal antes y después de la estimulacion del nervio pélvico y la
histologia del epitelio vaginal.

Resultados. El| tratamiento con ZP-025 de ratas ovariectomizadas indujo un
aumento de los parametros del flujo de sangre vaginal (capacitancia vascular,
amplitud y area bajo la curva de respuesta) en respuesta a la estimulacion del
nervio pélvico en comparacion con el grupo control, estadisticamente significativo
al 2,3%. El epitelio vaginal mostro un aspecto fisiolégico de ciclo estral en los
animales tratados, con al menos cinco capas de celulas frente a una o dos capas
de celulas en las ratas de control. Como era de esperar a partir de una formulacion
topica, no se observaron efectos sistémicos sobre los pesos corporales y los
pesos humedos uterinos con la aplicacion de ZP-025.

Conclusiones. En este estudio, el nuevo producto ZP-(3.25, que contiene el
calostro purificado, ha demostrado tener efectos beneficiosos sobre la atrofia
vaginal en ratas ovariectomizadas, mejorando la hemodinamica vaginal y el
espesor del epitelio vaginal. Vailati S, Melloni E, Riscassi E, Behr Roussel D,
and Sardina M. Evaluation of the effects of a new intravaginal gel,
containing  purified  bovine colostrum, on vaginal blood flow and

vaginal atrophy inovariectomized rat. Sex Med **;**;**-**,

Palabras clave. Atrofia vaginal; Calostro bovino; Rata Ovariectomizada; Flujo de

sangre vaginal.
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Introduccion

La atrofia vaginal es causada por una disminucion en la produccion de estrogenos
y es una queja comun de las mujeres posmenopausicas, interfiiendo con la
funcion sexual y la calidad de vida. En aproximadamente 45% de las mUJ:eres
menopausicas, la atrofia vaginal puede ser clinicamente manifiesta como un

sindrome de sequedad vaginal, picazén, irritacion, y dispareunia [1,2].

La atrofia vaginal llega a ser clinicamente evidente 4-5 afos despues de la
menopausia y sus sefiales de identidad son el adelgazamiento de las capas
epiteliales vaginales, aumento del pH vaginal, disminucién en el flujo de sangre
local, y la disminucion de la secrecion vaginal. Los estudios clinicos han
demostrado que estos signos se correlacionan significativamente con la

disminucion en la circulacion de las hormonas ovaricas [3-6).

Mientras que la terapia hormonal sistémica y local basada en estrogeno es eficaz
en el tratamiento de sintomas de la atrofia vaginal en mujeres postmenopausicas
[3,7-9], estos medicamentos estdn contraindicados en algunos poblaciones
(mujeres con sangrado vaginal/uterino desconocido o aquellas con un cancer de
endometrio, de ovario sospechado o desconocido, y cancer de mama) y otras
mujeres optan por no tomarlos por temor a su seguridad [10,11]. Debido a estos
problemas, el trabajo reciente se ha centrado en el desarrollo mas especifico, y en
muchos casos no hormonal, alternativos a la terapia hormonal posmenopausica

tradicional para tratar la sequedad vaginal en presencia o en ausencia de atrofia

vaginal [12].

Zambon SpA (Bresso, Milan, Italia) ha desarrollado un producto en ge! (Gel
vaginal ZP-025 Monurelle Biogel), que contiene el calostro bovino purificado. Para

ser administrado por via topica, para el tratamiento de la sequedad vaginal
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también en presencia de atrofia vaginal. El calostro es una sustancia producida
por la glandula mamaria femenina durante las primeras horas despues del parto, y
numerosos investigadores han informado de que el calostro imparte muchas
ventajas para el desarrollo de los nifios [13]. Gracias a sus componentes, el
calostro es capaz de ayudar a la defensa local (inmunoglobulina A); modula la
respuesta inmunitaria (inmunoglobulina E, M, G); promueve la accion
antibacteriana y antiviral (lactoferrina y transferrina); modula los factores de
inflamacion (citoquinas, interleucina); promueve el crecimiento normal de las
células, las actividades celulares normales, la migracion celular y la proliferacion, y
la reparacion tisular (factor de crecimiento transformante alfa y beta, factor de
crecimiento epidérmico); estimula la restauracion de la mucosa; y acelera la
cicatrizacion de las heridas (factores de crecimiento IGF-1 y -2 similares a la
insulina). En particular, IGF-1 esta implicado en la retroalimentacion regulatoria de
la hormona de crecimiento [14] e interfiere con proteinas de union del factor de
crecimiento similares a la insulina [15]). Hasta la fecha, sobrfa la base de la mejor
ventaja del conocimiento cientifico disponible para nosotros, no hay hormonas

sexuales que estén directamente presentes en el calostro bovino.

Debido a que la mucosa vaginal, por sus caracteristicas anatémicas vy fisiologicas,
esta expuesta a dafio del epitelio y al ecosistema vaginal y las alteraciones de los
factores de defensa local, el calostro puede ayudar en la promocién de la
restauracion tréfica de la mucosa y la preservacion de la agresion bactericida y
viral. Nuestra hipdtesis es que la aplicacién tépica de calostro podria tener un

efecto beneficioso especificamente en la atrofia vaginal.

Ademas del calostro purificado, este gel vaginal contiene otras sustancias

naturales con propiedades humectantes, hidratantes, re-epitelizantes vy
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antioxidantes en concentraciones <5%: betaina, sericina, pantenol, glicerina,

tocoferol, extracto de raiz de Lepidium meyenii.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del gel vaginal ZP-025 sobre
el flujo de sangre vaginal y la morfologia del tejido usando ratas ovariectomizadas
(OVX) como un meodelo animal para la atrofia vaginal. Este modelo experimental
bien caracterizado es muy util para inducir la menopausia experimental, en un
corto periodo de tiempo post-ovariectomia, las ratas hembras sin secrecidn
hormonal ovarica imitan muchos cambics posmenopausicos humanos, incluyendo
la atrofia vaginal. Ha sido bien documentado también en este modelo animal que
el reemplazo de estrogeno aumenta el flujo de sangre pélvico y restaura la
integridad estructural y funcional del tejido vaginal [16-21], lo que confirma que la

perdida de estrogenos es el factor clave que conduce a la atrofia vaginal.

MATERIALES Y METODOS

Animales y Tratamientos

Ratas adultas hembras Sprague-Dawley no embarazadas (Elevage Janvier, Le
Genest-St-Isle, Francia, de 8-10 semanas de edad, 200-225 g) se alojaron 7 dias
antes del comienzo de los experimentos, con libre acceso al alimento estandar y
agua y se mantuvieron en un ciclo invertido de 12 horas oscuridad/luz (10:
00/22:00). Todos los procedimientos se realizaron de conformidad con la
legislacion sobre el uso de animales de laboratorio (NIH publicacidon N° 85-23,
version revisada en 1996) y el Reglamento de cuidado de los animales en vigor en
Francia a partir de 1988 (autorizacién competente Ministerio Francés de

Agricultura, Acuerdo No. A91-471-109, mayo de 2009).
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Después de un periodo de aclimatacién de 1-semana, todas las ratas fueron
ovariectomizadas bilateralmente bajo anestesia con isofluraro 1-1,2% (CSP,

Cournon, Francia).

Después de 3 semanas de periodo postquirdrgico para inducir la menopausia
artificial, las ratas se dividieron en cuatro grupos (n = 8/grupo) y recibieron 50 pL
de los siguientes tratamientos intravaginales, entregado a través de una
micropipeta dos veces al dia (intervalos 8-10 horas) durante 4 semanas: en el
agrupo de control, {as ratas no recibieron ningun tratamiento, pero se introdujo una
punta de la micropipeta en la vagina; en el grupo placebo, las ratas recibieron gel
ZP-025 sin calostro; en los grupos tratados las ratas recibieron gel ZP-025 que
contiene 0,5% o 2,3% del calostro bovino.

El peso corporal se registrd dos veces por semana.

Evaluacion In Vivo del flujo de sangre vagina.

Al final del periodo de tratamiento, se evaluaron los cambios en el flujo de sangre
vaginal en respuesta a la estimulacion del nervio pélvico en cada rata de los cuatro
grupos experimentales. Se midié la congestién vaginal mediante el control de flujo
de sangre en la pared vaginal utilizando la medicion por percusion Doppler laser
(LDPM) (Oxford Optronix Ltd, Abingdon, Oxfordshire, Reino Unido) en condiciones
de linea base y después de la estimulacion del nervio pélvico. La LDPM se

expresa en unidades arbitrarias (AU).

Antes de las mediciones, las ratas se anestesiaron con uretano 1,2 mg/kg y su
temperatura se mantuvo a 37°C (temperatura rectal 37 + 0,3 "C) utilizando una
manta homeotérmica. Luego las ratas se traqueotomizaron para evitar que
aspiraran saliva y, para cuando sea necesario, realizar ventilacion artificial. La

arteria cardtida se cateterizd con tubo de polietileno lleno de soluciéon salina
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heparinizada (25 Ul/mL) para registrar la presion arterial (PB) a través de un

transductor de presion (Elcomatic 750, Glasgow, UK).

El nervio pélvico (PN) se expone a través de una incision en la linea promedio
sﬁprapﬂbica y se separd del tejido conectivo usando un microscopio de diseccion.
El PN se colocd en in electrodo de estimulacién bipolar de platino conectado a un
estimulador eléctrico (Sistemas de AM, Modelo 2100, Phymep, Francia) que
entrega una serie de impulsos de onda cuadrada. Las microsondas Doppler laser
no invasivas se colocaron contra el lado lateroventral interior del lumen de la

vagina 15-17 mm distal de la vulva.

Se realizaron medidas computarizadas simultaneas de BP y LDPM en diferentes
tiempos: en t = 0, se inicid el registro continuo de BP y LDPM y la sonda laser se
colocd en la pared vaginal para realizar las mediciones de linea base de la
perfusion de la pared vaginal; En t = 30 minutos, la sonda laser se posiciond vy la
LDPM se estabilizo durante 10 minutos, hasta que la estimulacién PN; En t = 40
minutos y a intervalos de 5 minutos despueés de esto, se estimuld la PN en pulsos
de ondas cuadradas de 1 ms, 6V, durante 30 segundos por diferentes frecuencias
de estimulacion (2, 4, 6, 8 y 10 Hz: éstos diferentes estimulos eléctricos se
corrieron con asignacion y repitieron dos veces a fin de establecer una curva de

respuesta en frecuencia para cada animal); En t = 90 minutos, el registro terminé.

Se estudiaron los siguientes parametros: la linea base LDPM y BP, medidas
durante los 30 minutos del periodo de linea base antes de cualquier estimulacion
PN (promedio de tres mediciones hechas en tres regiones diferentes de la pared

vaginal durante un periodo cada una de 10 minutos).
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Y, para cada estimulacion PN:

*  La amplitud promedio maxima de la respuesta, que es el porcentaje del
aumento LDPM calculado como sigue: A LDPM x 100/base LDPM, y se
expresa en %.

. El area bajo la curva (AUC) de la respuesta calculada para toda la respuesta,
normalizado por la base LDPM y se expresa en % x segundo

. La capacitancia vascular, que corresponde a la relacion de la amplitud
maxima promedio de la respuesta a la correspondiente BP promedio

expresada en %/mm Hg

Los parametros de respuestas LDPM se normalizaron a su propia mediciéon de
LDPM de linea base (LDPM base, lo que representa 100%) a fin de comparar de
forma fiable cada rata, puesto que el flujo de sangre a través de cualquier tejido

dado depende de |la BP sistémica.

Recoleccidn de tejidos y Procesamiento
En los experimentos de LDPM finales, todas las ratas fueron sacrificadas con una
sobredosis de uretano y se recogieron la vagina y el Utero (incluidos los cuernos

uterinos y cuello uterino).

Los tejidos se colocaron inmediatamente en solucién salina fisioldgica fria para
eliminar el exceso de sangre y se disecaron cuidadosamente libres de tejido

circundante.

Se pesaron la vagina y el utero (peso himedo) y luego se fijaron durante 48 horas
en 10% de formalina tamponada neutra y se almacenaron en etanol al 70% a 4°C.

Después de la deshidratacion y fa incrustacion en cera de parafina, se cortaron
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secciones de los tejidos a 5 y m de espesor y se tifieron con hematoxilina y eosina

para el analisis histologico no ciego.

Toda la vagina, se evalud teniendo en cuenta tres porciones:
1. La parte proximal, cerca del cuello uterino
2. La parte distal, cerca de la vulva

3. . La parte central, entre la parte proximal y una parte distal

Anadlisis De Los Datos

Todos los resultados se expresaron como promedio + SEM. Se utilizo el Test de
Grubbs para la deteccion y la exclusiéon de los valores atipicos. Se analizd la
comparacion entre los grupos de tratamiento mediante la prueba t-Teste Student o
un analisis de una via de la varianza (ANOVA) o una de dos vias ANOVA. Los

valores de P<0,05 se consideraron significativos.
Resultados

Peso Corporal

En todos los grupos, el peso corporal de las ratas aumentd regularmente desde el
dia de la ovariectomia hasta et comienzo del periodo de tratamiento (dia 21)
(Figura la). No hubo diferencia significativa entre los grupos experimentales en los
pesos corporales medidos en el momento de la cirugia (dia 0-ANOVA de una via
P>0,05), ni en el momento de los tratamientos iniciales (dfa 21). Del mismo modo,
los tratamientos dos veces al dia con placebo, ZP-025 al 0,5%, y ZP-025 2,3%
durante 4 semanas no modificaron el cambio de peso corporal entre e_l inicio (dia

21) y el final del periodo de aplicacion (dia 49 ) (Figura IB) en comparacién con el

control.
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Determinacién de la respuesta sexual Periférica: Congestion de la sangre

vaginal por LDPM.

La aplicacion intravaginal de placebo durante 4 semanas, 3 semanas después de
la ovariectomia, no cambié significativamente el promedio de la linea base BP ni el

de la linea base LDPM en comparacién con el grupo control (Figura 2).

De la misma manera, ni ZP-025 0,5% ni ZP-025 2,3% modificaron ya sea BP

(Figura 2 A) o LDPM linea base (Figura 2B) en comparacion con placebo.

Despues de la estimulacién PN, los parametros de congestion de sangre vaginal
(i.e., amplitud maxima de la respuesta, AUC de la respuesta, y {a capacitancia
vascular) aumentd en cada grupo en paralelo con la frecuencia de estimulacion
eléctrica PN. No se observaron diferencias estadisticamente significativas én cada
parametro entre el placebo y el grupo control (Figura 3). La. eficacia del producto
se evalud por comparacion estadistica entre las dos dosis diferentes de calostro y
placebo con el fin de establecer una posible superioridad del producto debido a la
presencia de calostro. Después de 4 semanas de tratamiento dos veces al dia por
via intravaginal con ZP-025 al 0,5%, no hubo diferencia estadistica en la amplitud,
la AUC, y la capacitancia vascular estuvo presente en comparacion con él grupo
placebo (Figura 4). Por el contrario, el tratamiento con ZP-025 2,3% aumentod
significativamente todos los parametros de la congestibn de sangre vaginal
siguiente a la estimulacion PN, es decir, la amplitud maxima de la respuesta, AUC
de la respuesta, y la capacitancia vascular en comparacion con el grupo ptace-bo

(***

P<0,001 para cada parametro, anaiisis ANOVA de dos vias) (Figura 4).
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Peso de la Vagina y el utero
El tratamiento intravaginal con placebo, ZP-025 0,5%, o ZP-025 2,3% durante 4

semanas en ratas OVX no indujo ninguna modificacién del aspecto macroscopico
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de la vagina y el Utero. De hecho, en todos los grupos de tratamiento (control,
placebo, ZP-025 0,5%, y ZP-025 2,3%), la apariencia de la vagina y el utero fue

normal y se ohservaron cuernos uterinos delgados.

Por otra parte, después de 4 semanas de tratamiento intravaginal dos veces al dia
con placebo, ZP-025 0,5% y ZP-025 2,3%, el peso humedo del tejido de la vagina
y el utero normalizado al peso corporal no se modificaron en comparacion cgn‘ el

control (Tabla 1}.

Evaluacion histopatologica de la vagina y el Utero siete semanas después de la
ovariectomia, al final del periodo de tratamiento, se observo atrofia en el Utero y
cuello uterino en todos los animales de todos los grupos experimentales. La atrofia

involucro endometrio y miometrio.
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La atrofia también se observé en el epitelio vaginal en todos los animales de
control (Figura 5A). En particular, se presentd un adelgazamiento significativo en
la parte proximal y parte central del epitelio de la vagina, que se redujo a una o

dos capas de células y llegando a un maximo de tres a cuatro capas de células en

la parte distal de algunos animales de control.

Por el contrario, el epitelio vaginal mostré un aspecto morfoldgico de ciclo estral
fisiologico en animales que recibieron placebo o ZP-025 0,5% o ZP-025 2,3%
(Figura 5B). El epitelio consistié de una o dos capas de células con células
superficiales aplanadas solamente en la parte proximal con aumento progresivo en
las capas de células (al menos 5) en la parte central y distal. En la parte central,
las capas superficiales de las células epiteliales fueron en algunos casos cubicas
con mucificacién minima, mientras que en la parte distal, el epitelio de al menos

cinco capas de célula fue escamoso con presencia de estrato corneo en.la

© 2013 Los autores. Sexwal Medicine publicado por Wiley Periodicals, Inc. Sex Med *** . f\J\/
en representacion de la Sociedad Internacional para la medicina sexual.



14

mayoria de los animales que recibieron placeo 0 0 ZP-025 0,5% o ZP-025 2,3%.

Tales cambios son caracteristicos del ciclo estral [22]. .

Discusion
Nuestro estudio muestra que la aplicacidn de un nuevo ge! vaginal gue contiene el

calostro purificado durante 4 semanas proporcions efectos beneficiosos en un

modelo animal de atrofia vaginal.

El aumento de la frecuencia-dependiente del flujo de sangre vaginal provocada por
la estimulacion PN es un paradigma experimental ampliamente utilizado para
imitar la respuesta sexual femenina en animales intactos [16,23-25]. La
ovariectomia, que reduce los niveles de estrégeno, causa una marcada
disminucién en la hemodinamica vaginal, tambien en la respuesta a la
estimulacién PN [16]; Sin embargo, la sustitucidon de estrogeno en ratas OVX
aminora el flujo de sangre vaginal y los parametros relacionados, despues de la

estimulacién PN [16].

Tabla 1. Relacion del peso corporal del tejido himedo de la vagina y el Gtero al

final de las 4 semanas de tratamiento en ratas OVX.

v . -

Relacién en peso def peso corporal himeda (g/100 g) (premedio + SEM)

Conirol Placebo ZP-0250.5% ZP-025 2.3%
Vagina 0.030 £ 0.004 0.032 £0.002 0.032£0.001 © 00342001
Utero 0.027 £ 0.001 0.026 £ 0.001 0.029 £ 0.001 0.029£0.001
ns = no significativo, ANOVA ¢na via . -
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Figura § Tincion con hematoxilina y eosina del epitelio vaginal de rata en una ampliacion de 100x. Se
muestran las secciones de tejido representativas. (A) epitelio vaginal de una rata del grupo de control; (B)
epitelio vaginal de una rata que recibi6 una aplicacion intravaginal dos veces al dia de ZP-025 2.3% durante 4
semanas. El tejido de control de animales muestra un epitelio vaginal atréfico, con un menor namero de capas
de células (A). El tratamiento con ZP-025 2,3% es capaz de restaurar una condicidn estral en ratas

ovariectomizadas (B).

En este estudio, después de la estimulacion PN a frecuencias diferentes, soélo el
tratamiento con ZP-025 que contiene 2,3% de calostro aumenta todos los
parametros de congestion de sangre vaginal, es decir, amplitud maxima de la
respuesta, AUC de la respuesta, y la capacitancia vascular de una manera
estadisticamente significativa. Por el contrario, para los mismos parametros no se
observaron diferencias entre el control y el placebo y sélo una tendencia con la

baja dosis de calostro estaba presente cuando se compara con placebo.

Estudios anteriores demuestran que la ovariectomia produce una disminucién
significativa en el Utero de los animales y el peso himedo del tejido vaginal y el

espesor epitelial [16,19, 26]. De hecho, el epitelio escamoso estratificado, que
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consiste en aproximadamente seis a ocho capas de células en ratas intactas, se
reduce a una o dos capas de celulas despues de la ovariectomia. Los estrogenos,
cuando se entrega por via subcutanea, restauran el Utero y el peso himedo
vaginal, asi como el espesor epitelial, con el mismo numero de capas vistas en las

ratas no-OVX [16,26].

Nuestro estudio muestra que una aplicacién dos veces al dia de placebo, ZP-025
a 0,5% y a 2,3% de calostro a ratas OVX durante 4 semanas aumenta el espesor
del epitelio vaginal en comparacion con las ratas OVX no tratadas y se observa un
aspecto morfologico de ciclo estral fisioldgico del epitelio vaginal. A pesar del
hecho de gue el producto no es capaz de restaurar completamente el espesor
epitelial a la misma condicidén que antes de la ovariectomia o con estrogenos [26],
ni es capaz de mejorar significativamente el peso himedo del tejido, presenta un
efecto evidente en los animales tratados, con un epitelio de al menos cinco capas
de células, en comparacién con una o dos capas de células en los animales no
tratados. Este efecto de ZP-025 en todas las concentraciones de calostro podria
ser debido no sélo a los factores de crecimiento bien conocidos comprendidos en
el calostro per se, sino también a los otros componentes presentes en la férmula
re-epitelizante, tales como betaina, sericina y pantenol [27, 28]. Ademas, el
compuesto antioxidante (vitamina E) incluido en el producto podria retardar las
reacciones quimicas biologicamente destructivas en la vida de los organismos a
través de su capacidad para eliminar los oxidantes vy los radicales libres [29].
Como consecuencia, el placebo no se puede considerar totalmente desprovisto de
cualquier efecto, como se muestra en el andlisis de la histologia del epitelio
vaginal, donde la respuesta al placebo indica que no es completamente inerte: sin
embargo, se obtuvo una respuesta mas completa con el gel que contiene el

calostro sobre los otros parametros.
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Por dltimo, el hecho que la atrofia del Utero se mantenga histoldgicamente sin
cambios en todos los grupos experimentales después de un tratamiento de 4
semanas indica que los efectos del producto se limitan especificamente a la
vagina, como se esperaba para una preparacion topica. Esto estéd en contraste
con las preparaciones de estrégeno para uso topico, que de todos modos conduce
a un aumento de los niveles de estrogeno sistémico, aumentando asi el riesgo

bien conocido de las acciones sistémicas [30-32].

Aunque muchas mujeres reportan que ganaron peso en o cerca del momento de
la menopausia [33], la amplitud e incluso la realidad de la ganancia en peso

relacionada con la menopausia no es consistente entre los estudios [34,35].

En ratas, la ovariectomia se asocia a un aumento de peso corporal [23,36], debido
principalmente a hiperfagia e hipoactividad [37,38]. Se ha demostrado que el
reemplazo hormonal con 178 estradiol es capaz de reducir la ganancia en peso
corporal en ratas OVX [36,38], mientras que en el presente estudio con ZP-025 no
hay diferencia significativa entre los grupos experimentales en el peso corporal de
los animales, medidos tanto al comienzo de los tratamientos y al final (después de

4 semanas de tratamiento).

Conclusién

El nuevo gel vaginal ZP-025 que contiene el calostro mejora la hemodinamica
vaginal y espesor del epitelio vaginal en ratas con atrofia vaginal inducida por
OVX. Los marcados cambios en la hemodinamica vaginal y la histologia como
consecuencia de la privacion de estrogeno son mejorados por un tratamiento con
ZP-025 que contiene la concentracion de 2,3% de calostro purificado. Los ensayos
clinicos son necesarios para determinar si estos beneficios podrian ser

trasladados a las mujeres menopausicas.
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