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GEL MULTIUSOS PARA SEQUEDAD VAGINAL CON EFECTO DIRECTO Y

RETARDADO

La presente invencién se refiere a composiciones toépicas
vaginales en forma de gel que contienen mediadores inmunoldgicos, factores
de crecimiento, factores quimiotacticos y factores antibacterianos/antivirales
extraidos de calostro bovino y opcionalmente otros ingredientes con actividad

complementaria.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Bajo condiciones fisiolégicas, el ecosistema vaginal es un
equilibrio dinamico de flora microbina modulada por el equilibrio hormonal, el
pH y la respuesta inmunologica, los cuales son factores cercanamente
interdependientes. Las células de la pared vaginal desempefan un papel
importante en el mantenimiento de dicho equilibrio, especialmente la
superficie y las capas intermedias del epitelio cuya proliferacion y madurez
estan relacionadas con las hormonas.

La mucosa vaginal normalmente se humedece mediante el fluido,
que es visible mediante la revisibn como una secrecion transparente que
consiste en transudado de plasma, moco cervical y secreciones de la glandula
vestibular. Dicho fluido también contiene sustancias antimicrobianas que le
dan la funcién de una interfaz protectora. 5% de la secrecion vaginal consiste
en transudado vaginal y 95% de moco cervical y las secreciones que fluyen en
él. El moco evita la colonizacion microbiana por medio de una accién
mecanica, a través de sus propiedades de viscosidad y elucién y debido a que
contiene anticuerpos (IgG y IgA), citocinas y factores antibacterianos.

La "sequedad vaginal" es una afeccion frecuente en la edad
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menopausica; es menos comun, pero de igualmente poco agradable cuando
afecta a pacientes en edad de féertil.

Mientras el hipoestrogenismo menopausico y los antecedentes
urinarios son los factores prevalentes en las adultas mayores, en mujeres en
edad fértil las causas también pueden estar representadas por el uso de
anticonceptivos combinados de baja dosis de estrégeno y progesterona,
tampones, estrés, etc.

Los sintomas consisten en dolor, lancinante y pruriginoso,
particularmente durante el coito, y tiende a persistir. Las glandulas de Bartolini
y de Skene deben producir moco, lo cual es esencial como un "fluido
lubricante", el cual es (til para el desempefio normal del coito. No obstante,
cuando el trastorno esta presente, esta produccion no sucede y de este modo
causa incomodidad para la paciente. La mala lubricaciéon vaginal y vulvar
generalmente ocasiona una serie de trastornos en las mujeres, tal como
escozor, prurito y dispareunia. También hay mayor sensibilidad incluso a
estimulos poco irritantes y episodios frecuentes de vaginosis y vaginitis. El
trastorno esta muy frecuentemente asociado con los trastornos de miccion, en
la forma de escozor urinario. Un hallazgo frecuente por medio de la
colposcopia es la captacion de yodo irregular en la prueba Schiller.

Se han propuesto varios medicamentos de hormonas para el
tratamiento de estos trastornos. Desafortunadamente, hay la sospecha de

incidencia aumentada de tumores mamarios, especialmente

comedocarcinoma, por todos estos productos. Se han propuesto muchos

productos basados en fitoestrégenos, pero también existe evidencia cientifica
de riesgo de cancer de mama en estos casos: las isoflavonas de soya inducen

97% de la proliferacién de la linea tumoral MCF-7 de murina comparada con

los controles.

En consecuencia, existe la necesidad por un producto basado en
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- no altere el ecosistema vaginal, pero que ayude a
restablecer y mantener el equilibrio y active sus defensas;

- se presente en una formulacién de gel similar a la
secrecion vaginal fisiolégica y dé alivio inmediato, al mismo tiempo promueva
la reconstruccién y el mantenimiento de la integridad de la mucosa,;

- libere parte de los ingredientes activos de manera rapida y
parte en una base de liberacién lenta para producir un efecto terapéutico

duradero que abarca el periodo entre las admininstraciones sucesivas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Ahora se ha descubierto que estos objetivos se logran mediante
una formulacién que contiene, como ingrediente activo, una fraccion de
calostro enriquecido con inmunoglobulinas, factores de crecimiento, factores
quimiotacticos y factores antibacterianos/antivirales, parcialmente en forma
libre y de rapida liberacion y parcialmente en forma de liberacién controlada,
preferiblemente encapsulados en microesferas mucoadhesivas.

Las microesferas mucoadhesivas estan disponibles
comercialmente bajo el nombre SPHERULITE® o pueden prepararse de
acuerdo con WO 2010060886.

Las composiciones de acuerdo con la invencién preferiblemente

contienen otros ingredientes, especialmente pantenol, betaina, sericina,

vitamina E, extracto de Lepidium mehenii (Maca) y Aloe vera.

Las composiciones de acuerdo con la invencion se utilizan
ventajosamente para tratar a mujeres premenopausicas, menopausicas Yy
sometidas a histerectomia, mujeres adolescentes, mujeres en el puerperio o

amamantando, mujeres que padecen sequedad relacionada con el estrés y
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mujeres que hicieron uso excesivo de tratamientos locales no equilibrados.

La fraccion de calostro que se puede utilizar en el gel de acuerdo
con la invencion se puede obtener del calostro bovino, en particular de vacas
Holstein (frisona) y Guernsey. Se ha demostrado que estas vacas producen el
calostro con la mas alta concentracién de factores de crecimiento,
moduladores inmunolégicos, factores  quimiotacticos 'y  factores
antibacterianos/antivirales. Las vacas preferiblemente estan pariendo por
segunda o tercera vez. El calostro preferiblemente se recolecta entre la quinta
y sexta hora después de parir (calostro 5H), ya que la concentracion mas alta
de sustancias activas se encuentra durante ese periodo. El calostro
recolectado en la primera hora contiene una concentracién mas baja de
sustancias activas, mientras que de la sexta hora en adelante, los factores
activos disminuyen rapidamente (Unicamente 15% esta presente 24 horas
después de parir).

El calostro 5H recolectado se analiza para tuberculosis,
citotoxicidad en cultivos celulares, micoplasma, priones y virus humanos y
bovinos.

El calostro en la cisterna de la ubre practicamente es estéril, pero
una vez ordefiada, a pesar de todas las precauciones, debido a la alta
concentracion de factores de crecimiento, su conteo de bacterias se eleva
rapidamente durante la congelacion y descongelacién, los cuales son
procedimientos relativamente lentos en vista de la alta densidad del calostro
en las primeras horas (figura 1).

La concentracion de los conservadores permitidos para el uso
dietético y los permitidos para el uso parenteral e/o intravenoso no es
suficiente para detener el conteo de bacterias. El uso de rayos y s6lo produce
calostro estéril si se usa la radiacién que excede los 10 Kgy, pero esto

destruye una gran parte de los factores activos, y en cualquier caso, este
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metodo no evita la formacién de pirégenos, cuyo uso intravenoso y/o topico se
prohibe en areas en contacto con la sangre y los ganglios linfaticos. Por lo
tanto, se ha ideado un sistema de recoleccién innovador para obtener un
compuesto estéril, sin alérgenos, sin conservadores o pirégenos.

Los agentes antisépticos en cantidades suficientes para
garantizar la esterilidad y ausencia de pirbgenos se agregan al calostro
recolectado en tanques estériles (los cuales se esterilizan vacios a 25 Kgy)
(Figura 2). El sorbato de potasio y benzoato de sodio se utilizan
preferiblemente, cada uno en una concentraciéon de 12.5% (una concentracion
mucho mas alta a la normalmente utilizada, concretamente 0.2%) o
alternativamente, fenoxietanol en la concentracion de 2.5% de urea
diazolidinilo en la concentracion de 1% (Figura 3).

De este modo, el calostro tratado no necesita almacenarse
conge.lado antes de los procedimientos de extraccion del factor activo, lo cual
conduce a un ahorro obvio de costos industriales.

El calostro entonces se diluye con solucién salina: esta dilucion
no soélo da mejor filtracion sin obstruir los poros de filtro, sino que también
sobre todo, permite la liberacién de factores activos mezclados con grasas y
caseina. Por lo tanto, el calostro diluido se somete a microfiltracién tangencial
(membranas de ceramica con un corte entre 2 y 6 pym, temperatura 5/20°C,
presién transmembrana entre 0.2 y 2 barios), que se puede repetir para
obtener una solucidn iridiscente sin caseina, matriz de grasas y proteinas
lacteas. Todas estas sustancias constituyen arriba del 90% del contenido
alérgico de calostro y de la leche de vaca. Después, la solucion se pasa a
través de membranas, o alternativamente un tamiz molecular con un corte de
300,000 daltons, para la purificacion adicional de los factores activos, todos

pesando menos de 200,000 daltons.

Después, la solucion se dializa mediante uitrafiltracion (corte
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1000/2000 daltons) a alta presién para eliminar totalmente los conservadores
(peso molecular bajo 150 daltons) y después, se liofiliza inmediatamente
(figura 4). El resultado es un polvo estéril, sin pirégenos, sin conservadores,
no alérgico (la caseina y lactoalbumina son responsables de mas del 95% de
las alergias a la leche de vaca) de muy alta solubilidad con la concentracién
maxima posible de factores activos.

En lo sucesivo, esta fraccion llamada Mucosa LIFEINSIDE™,

contiene los siguientes factores:

Mediadores inmunolégicos

Inmunoglobulinas de clase 1gG2 y IgA (a/mg), en la proporcion
de aproximadamente 60% de contenido de Mucosa Lifeinside™
(aproximadamente 50% de 1gG2 y aproximadamente 10% de IgA), con
especificidad natural contra muchas bacterias y virus, algunos de los cuales
son responsables de la infeccion sobreafiadida de enterocolitis necrosante
(ECN).

Complemento C3/C4: El complemento consiste en proteinas
circulantes capaces de interacturar con las membranas biolégicas y con
receptores especificos localizados en la superficie de varios tipos celulares,

que incluyen reacciones inflamatorias que ayudan a combatir la infeccion.

Factores antibacterianos/antivirales

Transferrina;
LLactoferrina;
Lisozima;

Lactoperoxidasa;
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Factores de crecimiento

FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE TGF-B1:
estimula la produccién de inmunoglobulinas Clase A, que son responsables de
las defensas inmunolégicas en la mucosa. Modula la proliferacién celular y
estimula el depésito de la matriz extracelular.

EGF- FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO: regula el
desarrollo devla mucosa. Promueve la formacién de células epiteliales.

IGF 1 - FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA:
modula la proliferacion, adhesiéon y migracion celular e induce la madurez de
la mucosa.

VEGF - FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR:
estimula la produccion de vasos sanguineos. Presenta actividad mitogénica y

activacion de la permeabilidad vascular.

FGF-b - FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS
BASICO: estimula la proliferacién de células de origen mesenquimatoso tales
como fibroblastos, células endoteliales, astrocitos y queratinocitos. Actlua
como un factor quimiotactico y fitogenético.

GH - HORMONA DEL CRECIMIENTO: es el factor de crecimiento

de todos los tejidos.

GHRF - FACTOR DE LIBERACION DE LA HORMONA DEL

CRECIMIENTO.
NGF - FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO: estimula la

actividad y regula el crecimiento y diferenciacién del sistema simpatico.
PRP- Proteina rica en prolina: Estimula la madurez de las

células T y tiene un efecto regenerador en el sistema nervioso, el sistema

6seo y la mucosa.

Factores quimiotacticos
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EOTAXIN: une los receptores de quimiocina para seleccionar los
eosindfilos para los tejidos inflamados.

IP-10- Ligando de quimiocina 10: inducido por el interferon gama
y agrega las células inflamatorias.

MCP-1 factor quimiotactico monocito-1: promueve la adicién de

monocitos a los tejidos inflamados.

Citocinas

IL-2: induce la proliferaciéﬁ de linfocitos T.

IL-4: posee actividad antiinflamatoria.

IL-6: estimula la inmunidad innata y adaptativa.

IL-9: regulador de las células hematopoyéticas, estimula la
proliferacion celular y previene la apoptosis.

IL-17: regula las actividades de NF-KB y activa la producciénde
oxido nitrico (NO).

IL-10: presenta los efectos pleiotrépicos en la inmunorregulacion
e inflamacion. Mejora la supervivencia de células B y por lo tanto, la
produccién de anticuerpos. Estudios realizados en ratones knockout
demuestran que esta proteina es esencial en la inmunorregulacién de la
mucosa. Interferon gama: ahora presenta las actividades conocidas
antivirales, antitumorales e inmunorreguldoras. Es un activador macréfago
potente y activa la actividad mediada por células contra las bacterias y virus.

TNF-a - Factor de necrosis tumoral: estimula la migracion de
neutréfilos y monocitos al lugar de la infeccion.

La fraccibn que contiene las sustancias mencionadas
anteriormente pueden asociarse ventajosamente con otros compuestos con

actividad complementaria o de otro modo Utiles. Se prefieren las siguientes

sustancias:
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Betaina: La betaina (trimetilglicina) es una sustancia de origen
vegetal extraida de betabel. Esta involucrada en la transmetilacién, el proceso
bioguimico esencial para el metabolismo celular por medio del cual los grupos
metilo (CH3) se transfieren de una molécula a otra. En el cuerpo, la betaina
pierde un grupo metilo y se convierte a dimetilglicina (vitamina B15); durante
este proceso, se produce energia, la cual se cree que es la responsable de
los efectos benéficos de este compuesto: desaparicion de cansancio
inexplicable y efecto favorable en el sistema circulatorio, corazén, alergias y
respiracién celular. La betaina es un ingrediente ideal para los productos
disefiados para la piel y mucosa, las cuales son particularmente sensibles y
delicadas, en vista de sus propiedades hidratantes y humectantes, que son
utiles para promover la humectacién inmediata de la mucosa vaginal.

Pantenol: ElI acido pantoténico y la forma reducida
correspondiente, pantenol, es una de las vitaminas mas ampliamente
utilizadas en aplicaciones tépicas. Se ha visto que es efectivo como un
suavizante, humectante y acondicionador. Lleva a cabo varias funciones
esenciales:

o después de la penetracion en la mucosa actia como un
humectante internamente activo porque tiene una excelente capacidad de

retener la humedad, de este modo vuelve la piel suave y elastica;

o estimula la proliferaciéon celular y ayuda a la reparacion
tisular;

o promueve la queratinizaciéon normal;

o promueve la curacién de heridas menores, abrasiones

ligeras y pequefias quemaduras debido a sus propiedades relajantes.

Vitamina E o tocoferol, una vitamina soluble en grasa con
actividad antioxidante marcada capaz de evitar la descomposicion de la

vitamina A y los acidos grasos, con una consecuente formacion de catabolitos
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toxicos y la formacién de radicales libres y peroxidos. La vitamina E registra los
procesos de respiracion celular, fortifica las paredes de los vasos sanguineos y tiene
efectos favorables importantes en el aparato reproductor.

Sericina (MW 400,000): humectante, formador de pelicula con
capacidad reguladora de acidez. Reduce la agresividad de los agentes tensoactivos.
Tiene una afinidad considerable por las proteinas hidréfobas y una excelente
capacidad de retener agua, ambas caracteristicas aumentan con el peso molecular.
A diferencia del acido hialurénico, el cual se usa generalmente en productos
humectantes vaginales, el efecto formador de pelicula no es oclusivo. En el caso de
la sericina intacta, el agradable efecto terapéutico formador de pelicula no evita que
los otros factores sean absorbidos por la mucosa vaginal.

Maca (extracto de Lepidium meyenii): es un remedio vegetal poco
conocido y alimento con alto contenido de energia. Su popularidad esta aumentando
debido a sus efectos energéticos, promotores de fertilidad y afrodisiacos. El extracto
de maca contiene glucosinolatos e isotiocianatos con actividad quimiopreventiva. En
las mujeres, el extracto de maca promueve la fertilidad, estimula la libido, alivia los
sintomas asociados con la menopausia, disminuye el dolor menstrual y tiene un
efecto energizante.

Los constituyentes de Maca no tienen actividad de estrégenos como se
demostré en el cancer de mama que depende de los estrégenos (células tumorales
MCF-7).

El Aloe vera tiene propiedades utiles regeneradoras, proteoliticas, de
curacion de heridas, antiinflamatorias, antipiréticas, analgésicas, hidratantes,
bacterioestaticas, virustaticas, micéticas y antiprurito.

Las formulaciones de gel de acuerdo con la invencion se preparan de
acuerdo con las técnicas conocidas, usando excipientes convencionales. La
concentracion de la fraccion de calostro en forma libre puede variar entre 1y 10%,
mientras que en forma encapsulada de liberacion controlada varia entre 0.1 y 5%.

Los intervalos de concentracion aproximados para los otros

constituyentes cuando estan presentes, se establecen de la siguiente manera:
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Sericina: 0.5-5%

Pantenol: 0.1-1%

Betaina: 1-10%

Extracto de aloe vera: 1-5%

5 Vitamina E: 0.1-2%

Extracto de Lepidium meyenii: 1-5%

La invencién se describe con mayor detalle por medio de la parte
experimental, dada a manera de ejemplo.

EJEMPLO 1

10 Composicién cualitativa y cuantitativa de un gel vaginal con liberacion rapida y

lenta de factores activos

FORMULA %
MUCOSA LIFEINSIDE . 5.00
BETAINA 5.000
PANTENOL 0.200
15 BENZOATO DE SODIO 0.500
SORBATO DE POTASIO 0.500
UREA DIAZOLIDINILO 0.500
SERICINA INTACTA (400 Kd) 3.000
GOMA DE XANTANO 0.200
CARBOXIMETILCELULOSA 0.600
20 COPOLIMERO DE ACRILOILMETILTAURATO DE AMONIO/VP 1.000
GLICERINA VEGETAL FU 5.000
DIMETICONA 0.100
EXTRACTO DE RAiz DE LEPIDIUM MEYENIl AL 0.5% |, 4
(EXTACTO DE MACA SECA AL 0.5%).
ALOE BARBADENSIS (VERA) GEL 10:1 0.500
ACEITE DE RICINO HIDROGENADO PEG-40 2.000
FENOXIETANOL 1.000
25 ACETATO DE TOCOFEROL (VITAMINA E) 0.500
PERFUME (PERFUME NOLA PORTOFINO) 0.100
COPOLIMERO DE HIDROXIETIL
ACRILATO/ACRILOILDIMETILTAURATO DE SODIO, | 2.000
ISOHEXADECANO, POLISORBATO 60 (SIMULGEL INS 100)

006812
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EJEMPLO 2

Pruebas clinicas

MUCOSA LIFEINSIDE EN MICROESFERAS MUCOADHESIVAS 2.00
90% DE ACIDO LACTICO 0.250
EXCIPIENTES c.s. para 100

5 El gel vaginal descrito en el ejemplo 1 se utilizé en 30 mujeres fértiles,

premenopausicas y menopausicas que padecen sequedad vaginal debido a razones
hormonales o mecanicas, al estrés, a tratamientos locales no equilibrados, a la
lactancia, a los anticonceptivos, etc.
El cuadro 1 muestra los resultados de colposcopia con la Prueba
10 Schiller en un grupo de 30 pacientes tratadas y 28 controles. La diferencia entre los
dos grupos al final del estudio fue estadisticamente importante (p < 0.05).
CUADRO 1

Distribucion de sujetos analizados de acuerdo con los resultados de la

colposcopia y el tratamiento

15
Mucosa
OBSERVACIONES Lifeinside
Inicio de la prueba Findela Inicio de la Fin de la
nicio de fa pru prueba prueba prueba
Prueba 26(86.7%)
Schiller
20 L
Captacion ; 5(17.9%) ] 26(86.7%)
normal
. s [+)
Captacion no 28 (100%) 23(82.1%) 30(100%) | 4(13.3%) .
equilibrada
25 El cuadro 2 muestra los resultados para la presencia y gravedad

de la sequedad vaginal en los mismos grupos. Una vez mas, la diferencia fue
estadisticamente significativa (p < 0.05, tratamiento con una sola

administracién diaria por 20 dias).
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CUADRO 2

Distribucion de sujetos analizados de acuerdo con la presencia y

gravedad de la sequedad vaginal y el tratamiento

OBSERVACIONES Mucosa
Lifeinside
Inicio de la Fin de la | [nicio de la Fin de la
prueba prueba prueba prueba
Sequedad
vaginal
Ninguna - 12(42.9%) - 23(76.7%)
Leve 22(78.6%) 16(57.1%) 13(43.3%) 5(16.7%)
Moderada/ 6(21.4%) - 17(56.6%) 2(6.7%)
Severa

El uso del gel vaginal de liberacién combinada répida y retrasada

conduce a una mejora definitiva en el marco clinico y los sintomas asociados

con la sequedad vaginal. En el grupo control, inicamente 16.7% de los casos

mejoraron después de 20 dias, mientras que 86.7% de los casos en el grupo

de tratamiento mejoraron/se aliviaron.

La prueba citoldgica después del tratamiento (Figuras 4-7)

muestra:

celularidad aumentada
un aumento relativo en las células escamosas maduras
una reduccién relativa en las células basales y parabasales

presencia de la inflamacién e histocitos mulitinucleares que

indican tropismo aumentado.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Composiciones tépicas vaginales en forma de gel que
comprenden una fraccién de calostro enriquecido con inmunoglobulinas,
factores de crecimiento, factores quimiotacticos y factores
antimicrobianos/antivirales, parciaimente en forma libre y parcialmente
encapsulados en microesferas mucoadhesivas.

2.- Las composiciones de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizadas ademas porque comprenden las inmunoglobulinas de clase
IgG2 y IgA, el complemento c3/c4, la transferrina, lactoferrina, lisozima,
lactoperoxidasa, el TGF-B1 - factor de crecimiento transformante, EGF - factor
de crecimiento epitelial, IGF 1 - factor de crecimiento similar a insulina, VEGF
- factor de crecimiento endotelial vascular, FGF-b - factor de crecimiento de
fibroblastos basico, la GH - hormona del crecimiento, el GHRF - factor de
crecimiento de la hormona del crecimiento, NGF - factor de crecimiento
nervioso, las proteinas ricas en prolina, eotaxina, el IP-10-ligando de
quimocina10, MCP-1 factor quimiotactico del monocito 1, IL-2, IL- 4, IL-6, IL-9,
IL-17, IL-10, el interferén-gamma, y TNF-a. - factor de necrosis tumoral.

3.- Las composiciones de conformidad con la reivindicacion 1 6 2,
caracterizadas ademas porque la fraccion de calostro se puede obtener del
calostro bovino ordefiado entre la quinta y sexta hora después de parir y
tratarse con un procedimiento que comprende: - adicion de agentes
antisépticos al calostro en concentraciones suficientes para asegurar la
esterilidad y apirogenicidad; - dilucién con solucién salina; - uno o mas pasos

de microfiltracion tangencial a través de las membranas ceramicas con corte
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gue varia entre 2 y 6 ym; - paso a través de las membranas o tamices
moleculares con corte de 300,000 Daltons; - dialisis mediante ultrafiltracién de
alta presién hasta la remocién completa de los agentes antisépticos y la
liofilizacién final.

4.-Las composiciones de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizadas ademads porque el calostro se obtiene de vacas Guernsey o
Holstein.

5.- Las composiciones de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizadas ademas porque también contienen uno
0 mas de Ios'siguientes ingredientes: a) Sericina; b) Pantenol; c) Betaina; d)

extracto de Aloe vera ; e) Vitamina E; f) extracto de Lepidium meyenii .
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a composiciones tdpicas
vaginales en forma de gel que contienen mediadores inmunolégicos, factores
de crecimiento, factores quimiotacticos y factores antibacterianos/antivirales
extraidos de calostro bovino y opcionalmente otros ingredientes con actividad

complementaria.
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FIGURA 1
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