COMPOSICIONES TOPICAS QUE COMPRENDEN UN EXTRACTO DE
CORIOLUS VERSICOLOR PARA AUMENTAR LA AUTOINMUNIDAD

La presente invencion se refiere al campo de los trastornos genitales,
particularmente los trastornos ginecologicos causados por agentes
infecciosos. La invencion proporciona composiciones topicas para su uso en

la prevencion y/o el tratamiento de tales trastornos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las infecciones ginecoldgicas son comunes en las mujeres de todas las
edades. Infecciones ginecolégicas normales incluyen la vulvovaginitis
bacteriana, la infeccidbn vaginal por levaduras, la tricomoniasis, la
vulvovaginitis inespecifica y la infeccion virica. Las infecciones viricas son las
mas dificiles de tratar. En particular, la infeccion por el virus del papiloma
humano (VPH), que puede causar cancer cervical, es un motivo creciente de

preocupacion, particularmente entre las mujeres sexualmente activas.

El cancer cervical causado por infeccion por el VPH ha llegado a ser el
segundo cancer femenino mas comun en mujeres con edades entre 15y 44
afios en algunos paises desarrollados. Mas de 30 a 40 tipos de VPH se
transmiten normalmente a través del contacto sexual e infectan la region
anogenital. Sin embargo, la mayoria de los tipos de VPH no causan
enfermedades. La infeccion persistente con tipos de VPH "de alto riesgo"

puede progresar a lesiones precancerosas y cancer invasivo.

Los tipos de VPH 16 y 18 juntos causan aproximadamente el 70% de todos
los canceres de cuello uterino. No obstante, es importante sefialar que la gran
mayoria de las infecciones por VPH de alto riesgo son eliminadas por el
sistema inmune del huésped y revierten a subclinicas en un afio y el noventa
por ciento en dos afios. Sin embargo, una minoria de sujetos (del 5 al 10% de

las mujeres infectadas) no logran controlar la infeccion virica y desarrollan



una infeccidén persistente por VPH. Como se ha mencionado anteriormente,
tales infecciones persistentes presentan el riesgo de desarrollar lesiones
precancerosas de la vulva y el cuello uterino, las cuales pueden progresar
hasta un cancer invasivo.

Se cree que las lesiones por VPH provienen de la proliferacion de
queratinocitos basales infectados. La infeccion se produce normalmente
cuando las células basales del huésped estan expuestas a virus infecciosos a
través de una barrera epitelial dafiada como ocurriria durante la relacion
sexual o tras abrasiones cutdneas menores. Una vez que el virion del VPH
invade una célula, se produce una infeccion activa, y el virus puede ser
transmitido. Pueden pasar de varios meses a afos hasta que las lesiones
intraepiteliales escamosas (SIL) se desarrollan y pueden ser detectadas
clinicamente. La infeccion persistente favorecida por una barrera epitelial
dafiada favorece la carcinogénesis del cuello uterino. Un esquema detallado
de la evolucioén del cancer cervical se presenta en la FIG. 1.

La progresidon de la infeccion subclinica a clinica puede llevar afos;
proporcionando oportunidades para la deteccion y el tratamiento de las
lesiones precancerosas. La progresion hasta cancer invasivo se puede
prevenir cuando se detecta pronto la infecciébn subclinica por VPH y se
efectian examenes regulares. Para tal efecto, la exploracion del cuello
uterino usando una prueba de Papanicolaou (Pap) o una citologia basada en
liquidos se usa para detectar células anormales que pueden transformarse en
cancer. Si se encuentran células anormales, a las mujeres se les invita a
someterse a una colposcopia. Durante la inspeccién colposcopica, se pueden
tomar biopsias y se pueden eliminar areas anomalas con un procedimiento
sencillo, normalmente mediante cauterizacion eléctrica o, mas comunmente
en el mundo desarrollado, mediante congelacién (crioterapia). El tratamiento
de las células anormales de este modo puede prevenir el desarrollo del
cancer cervical. El frotis de Pap ha reducido la incidencia y las muertes por
cancer cervical en el mundo desarrollado, pero aun asi la incidencia de

cancer cervical en estos paises no esta disminuyendo. Ademas, la prueba de



Pap no esta disponible normalmente para la mayoria de las mujeres en areas
de escasos recursos, en las que el cancer cervical presenta también una

mortalidad importante.

También se debe tener en cuenta que los resultados de la prueba de Pap con
frecuencia no son concluyentes y, en tales casos, no se recomienda la
intervencién quirdrgica, ya que implica riesgos asociados y costes elevados.
Una prueba de Pap no concluyente ocurre cuando se detectan células
anormales del tipo CIN1, que indican una neoplasia intraepitelial cervical leve.
Normalmente, cuando una biopsia detecta CIN1 la mujer tiene una infeccion
por VPH que puede eliminar por si misma en 12-24 meses, y por tanto, le
sigue una prueba posterior mas que un tratamiento. Las mujeres en esta
situacion no tienen forma de saber qué esperar y pueden no seguir una
estrategia preventiva o terapéutica, lo que genera frecuentemente estrés
psicoldgico y ansiedad. Solo se inicia una estrategia terapéutica o quirdrgica
cuando un analisis posterior muestra una evolucién maligna (normalmente

cuando se detecta primero una neoplasia intraepitelial cervical tipo 2, CIN2).

Las vacunas contra el VPH (Cervarix y Gardasil), que previene la infeccion
con los tipos de VPH (16 y 18) puede llevar a reducir adicionalmente la
incidencia del cancer cervical. Sin embargo, aunque estas vacunas
preventivas cubren los dos tipos mas comunes de VPH de alto riesgo, otros
virus de alto riesgo que causan el resto del 30% de los casos de cancer
cervical no estdn aun cubiertos. Ademas, puesto que el VPH es la
enfermedad de transmision sexual mas comun, una gran namero de personas
estan ya infectadas y como tales no pueden beneficiarse de esta vacunacion

preventiva.

Teniendo en cuanta todo ello, sigue existiendo actualmente la necesidad de
proporcionar estrategias alternativas para combatir la infeccion por VPH y el
cancer cervical, particularmente en las etapas tempranas de la infeccion por
VPH.



SUMARIO DE LA INVENCION

Los presentes inventores han desarrollado una estrategia para combatir el
VPH vy otras infecciones ginecoldgicas. La presente estrategia implica
potenciar la inmunidad local del sistema genital, particularmente la vagina y el
cuello uterino, mediante la administracién genital de una composicién que

comprende un extracto de Coriolus versicolor.

El extracto de Coriolus versicolor contiene dos beta-glucanos, el polisacarido
K (PSK) y el polisacéarido-péptido (PSP), que se han descrito como eficaces
inmunopotenciadores (Kang SC et al., Int J Biol Macromol. 2013, vol. 57,
pags. 9-16; Cui J, et al., Biotechnol Adv. 2003, vol. 21(2), pags. 109-22).

Preparaciones orales que contienen dicho extracto son conocidas en la
técnica y se han usado, particularmente en Japdn, como coadyuvantes para
guimioterapia y radioterapia de céanceres y diversas enfermedades
infecciosas. Sin embargo, el extracto de C. versicolor no se ha usado
previamente para el tratamiento local de trastornos genitales causados por
agentes infecciosos, que incluyen la infeccién por VPH y el cancer cervical.
Los inventores han descubierto actualmente que la composicion de la
invencion que comprende un extracto de Coriolus versicolor es
particularmente eficaz para combatir infecciones genitales tales como la
vaginitis y la infeccion por VPH cuando se administra directamente en la

vulva, la vagina y/o el cuello uterino.

Asi pues, un aspecto de la invencion proporciona una composicion tépica que
comprende un extracto de Coriolus versicolor para su uso en la prevencion
y/o el tratamiento mediante administracién genital de un trastorno genital que
es causado por un agente infeccioso. El término "agente infeccioso" se
entiende como un microorganismo, en el mas amplio sentido, tal como un
virus, una bacteria, un prién, un hongo o un protozoo, que causa la

enfermedad en el huésped. En la presente invencién el término "agente



infeccioso" y "patdgeno” se usan indistintamente.

La presente estrategia para combatir el VPH y otras infecciones genitales
proporciona diversas ventajas. En primer lugar, mediante la administracion de
los componentes activos de Coriolus versicolor (particularmente el PSK y el
PSP) directamente al sitio de accién, se consigue una potenciacion local de la
inmunidad. Debido a que el sistema genital, principalmente la vagina y el
cuello uterino, es muy sensible a las enfermedades infecciosas, la
potenciacion de la inmunidad en este entorno particular es altamente
beneficiosa. La estimulacién local de la inmunidad genital ayuda al cuerpo a
combatir toda clase de infecciones genitales, desde la vaginitis inespecifica y
la candidiasis hasta la infeccion por VPH. En segundo lugar, los efectos
secundarios se pueden minimizar ya que los componentes activos de la
composicién se pueden ajustar mas facilmente para conseguir el efecto
deseado, al mismo tiempo que se puede lograr una dosis-respuesta Optima.
Asimismo, la administracion por via vaginal/cervical permite una facil
aplicacién y evita la necesidad de proteger los compuestos activos de

entornos hostiles tales como el tracto gastrointestinal.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona una composicion topica

para administracion genital que comprende un extracto de Coriolus versicolor.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Esquema de la carcinogénesis para el cancer cervical. N representa el
epitelio normal, no infectado. Una mujer se infecta con el VPH y desarrolla
una lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL). Posiblemente, no se
van a encontrar cambios en las células epiteliales durante los primeros meses
de la infeccion. Finalmente, se puede observar una neoplasia intraepitelial
cervical de grado 1 (CIN1). Tras un periodo de 12 a 24 meses el paciente
puede desarrollar una lesion intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL). Al

principio, se puede observar una neoplasia intraepitelial cervical de grado 2



(CIN2). A lo largo de los afios, esta lesion puede evolucionar a neoplasia
intraepitelial cervical de grado 3 (CIN3) y finalmente a carcinoma invasivo (C).
Los porcentajes indican la cantidad estimada de pacientes para los que la
infeccion por VPH alcanza estos estadios. La flecha marcada con "t"
representa el tiempo creciente. La flecha marcada con "1" indica el estadio en
el que se inicia las estrategias de prevencion y exploracion. La flecha
marcada con "1" indica el estadio en el que se inicia el tratamiento de los

pacientes afectados.

FIG. 2. Expresion de las citocinas en epitelio vaginal segin se determiné
mediante RT-gPCR en ratones tras administracion vaginal del control, GEL 1
(extracto de C. versicolor al 0,05 %) o GEL 2 ( extracto de C. versicolor al
0,25 %). A: TNFa, B: IL-1B, C: IL-12, D: IL-6, E: IL-17. 1: control, 2: GEL 1
durante 10 dias, 3: GEL 2 durante 6 dias, 4: GEL 2 durante 10 dias. El eje Y

representa el aumento de las citocinas.

FIG. 3. Valor medio del VHI antes de la aplicacion del PALOMA GEL
(columna A) y 12 dias después de la aplicaciéon del PALOMA GEL (columna
B).

FIG. 4. Imagenes de la colposcopia de 3 pacientes antes de la aplicacion del
PALOMA GEL (columna A) y 12 dias después de la aplicacion del PALOMA
GEL (columna B).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente solicitud, el término "extracto” se usa en el sentido
convencional para referirse a preparaciones concentradas de compuestos
obtenidos mediante extraccién de los constituyentes activos de la fuente,
normalmente una fuente botanica, mediante medios adecuados. Dichos
extractos contienen uno 0 mas principios activos y se pueden incorporar a

composiciones farmacéuticas o cosmeéticas en una variedad de formas, que



incluyen un componente puro o semipuro, un extracto liquido o sélido, o una

materia vegetal sdlida.

Normalmente los extractos botanicos no contienen solo uno sino multiples
constituyentes, muchos de ellos activos. A veces, el efecto beneficioso se
deriva de la combinacion de muchos de estos compuestos activos. En otros
casos, hay un particular compuesto que es el principal responsable de la

mayor parte de la actividad.

El extracto, tal como se usa en el presente documento, incluye extractos
"sintéticos”, es decir, varias combinaciones de componentes Yy/o
constituyentes conocidos que se combinan para imitar sustancialmente la
composicién y/o la actividad de un extracto botanico de origen natural. Los
extractos sintéticos tendran dos o mas, tres o mas, o cuatro o mas principios
activos en comun con los de origen natural. Los extractos naturales o
sintéticos que estdn enriquecidos con uno 0 varios componentes se

consideran también parte de la presente invencion.

El Coriolus versicolor (de ahora en adelante C. versicolor, también conocido
como Trametes versicolor) es un hongo poliporo perteneciente a la familia
Basidiomycotina encontrado en todo el mundo. La forma visible del C.
versicolor es un hongo con forma de abanico con bordes ondulados y zonas
concéntricas coloreadas. El C. versicolor es un aerobio obligado que se
encuentra normalmente todo el afio sobre troncos muertos, tocones, troncos

de arbol, y ramas.

Por "extracto de Coriolus versicolor" se entiende, tal y como se ha definido
previamente, una preparacion concentrada de compuestos obtenidos de C.
versicolor. Los principales compuestos activos del C. versicolor son los beta-
glucanos polisacaropéptido Krestin (PSK) y polisacaropéptido (PSP). Ambos

compuestos se obtienen de la extraccion del micelio de C. versicolor.



“‘Extracto de Corioulus versicolor”, tal y como se usa en el presente
documento, se refiere a preparaciones que contienen constituyentes quimicos
biologicamente activos y/o compuestos aislados de C. versicolor,
preferentemente el polisacaropéptido Krestin (PSK) y/o el polisacaropéptido
(PSP). Esto incluye extractos completos de C. versicolor aunque también
preparaciones puras o semipuras de los compuestos biologicamente activos

mencionados obtenidos a partir de C. versicolor.

Extractos de C. versicolor que contienen compuestos biolégicamente activos
y preparaciones que contienen los compuestos purificados estan disponibles
en el mercado, por ejemplo, a través de la compafila SYMRISE. La mayoria
de preparaciones comerciales de polisacaropéptidos usan solo los polimeros
intracelulares recuperados del hongo o del micelio en cultivo sumergido. Una
composicion y un método de extraccion normales para el extracto de C.

versicolor se describen en Cui J et al. (supra).

El PSP y el PSK son polisacaridos beta-glucanos quimicamente similares
unidos a un numero de proteinas (KF Cheng, et al., Cancer Therapy 2008,
vol. 6, pags. 117-130) y poseen perfiles de actividad fisiolégica similares.
Estos compuestos son conocidos por ser eficaces inmunopotenciadores e
inhibidores de la proliferacion del cancer (Kang SC et al., supra; Cui J, et al.,

supra).

El término "beta-glucano" en su sentido mas amplio se refiere a polisacaridos
de mondmeros de D-glucosa unidos mediante enlaces beta-glucosidicos. Los
beta-glucanos son un grupo diverso de moléculas que pueden variar con
respecto a su peso molecular, solubilidad, viscosidad y configuracion
tridimensional. Se han descrito diversos beta-glucanos que tienen una
variedad de actividades bioldgicas. En la presente invencién, el término "beta-
glucano" se entiende que se refiere a estos beta-glucanos biolégicamente
activos, particularmente a aquellos derivados de levaduras y hongos

biologicos, que incluyen los polisacaropéptidos procedentes de C. versicolor.



Se contemplan en la presente invencidon otros beta-glucanos biolégicamente
activos, por ejemplo, beta-glucanos procedentes de otros hongos tales como
reishi, shiitake, Chaga y maitake, 3(1,3)D-glucano procedente de levadura de
panaderia, B(1,3)(1,4)-glucanos procedentes de avena y cebada. También se
contemplan derivados beta-glucanos, tales como el carboximetil beta-
glucano. Se ha comunicado que estos beta-glucanos poseen propiedades
inmunomoduladoras. También se han descrito betaglucanos carboxilados que
tienen propiedades de curacion de heridas. Una fuente conveniente de beta-
glucanos es el producto NIO-GLUCAN® de la compafia Naturalis Life
Technologies. El NIO-GLUCAN® contiene carboximetil beta-glucano,

magnolol y honokiol encapsulados en vesiculas niosomales.

El término "administracidon genital” tal y como se usa en el presente
documento se refiere a la administracion a los genitales externos o internos,
particularmente la vulva, la vagina o el cuello uterino, aunque también el ano
o el recto. En una realizacion particular, la administracion genital es la
administracion vaginal o cervical. En otra realizacidbn particular, la

administracion genital es la administracion rectal o anal.

Como se ha mencionado, un aspecto de la invencién proporciona una
composicion tépica que comprende un extracto de Coriolus versicolor para su
uso en la prevencion y/o el tratamiento, mediante administracién genital, de
un trastorno genital que es causado por un agente infeccioso. Este aspecto
se puede reformular como el uso de una composicién tépica que comprende
un extracto de Coriolus versicolor para la preparacion de un medicamento
para la prevencion y/o el tratamiento, mediante administracion genital, de un
trastorno genital que es causado por un agente infeccioso. La invencion
proporciona también un método para la prevencién y/o el tratamiento de un
trastorno genital que es causado por un agente infeccioso en un animal que lo
necesite, incluyendo un humano, que comprende la administracion genital de

una composicién topica que comprende un extracto de Coriolus versicolor.



En una realizacion preferida, la prevencion y/o el tratamiento comprende

potenciar la inmunidad genital frente a agentes infecciosos.

Se considera parte de la invencidn la provision de una composicion topica
gue comprende un extracto de Coriolus versicolor para su uso mediante
administracion genital en la potenciacion de la inmunidad genital frente a
agentes infecciosos. Este aspecto se puede reformular como el uso de una
composicion topica que comprende un extracto de Coriolus versicolor para la
preparacion de un medicamento para la potenciacion de la inmunidad genital
frente a agentes infecciosos mediante administracion genital. La invencion
proporciona también un método para la potenciacion de la inmunidad genital
frente a agentes infecciosos en un animal que lo necesite, incluyendo un
humano, que comprende la administracion genital de una composicion topica

gue comprende un extracto de Coriolus versicolor.

La composicion tépica para administracion genital de la invencion comprende
un extracto de Coriolus versicolor. Las composiciones de la invencion pueden
incorporar adicionalmente otros principios activos que refuercen los efectos
beneficiosos del extracto de C. versicolor estimulando la inmunidad,
reduciendo la inflamacién, favoreciendo una flora vaginal beneficiosa,
reparando la barrera epitelial dafiada o bien combatiendo agentes infecciosos
indeseados. En este sentido, los inventores han descubierto que se producen
interacciones sinérgicas entre el extracto de C. versicolor y el compuesto
activo seleccionado del grupo que consiste en un agente humectante, un
prebidtico, un agente antiinflamatorio, un agente regenerador de tejidos y un
agente antivirico. Por tanto, en una realizacion, la composicién tépica de
acuerdo con la invencion, ademas del extracto de C. versicolor, comprende
adicionalmente al menos un compuesto activo seleccionado del grupo que
consiste en un agente humectante, un prebiotico, un agente regenerador de

tejidos, un agente antiinflamatorio y un agente antivirico.

Los extractos de C. versicolor estimulan las respuestas inmunes protectoras



mientras suprimen respuestas inmunes indeseadas que causan
enfermedades. Por ejemplo, los extractos de C. versicolor pueden restablecer
o mejorar la funciéon del sistema inmune deprimido, que es causado, por
ejemplo, por la administracion de agentes anticancerosos. Los extractos de C.
versicolor pueden estimular respuestas inmunes protectoras que defienden
frente a una infeccion virica, bacteriana y/o microbiana. Ademas, los extractos
de C. versicolor pueden suprimir respuestas inmunes indeseadas, tales como
la produccion de TNF-a y su induccibn de Ila produccion de
metaloproteinasas, que son usadas por ciertas células tumorales para

promover la metastasis.

Cuando se administra directamente en el area genital, particularmente a la
vulva, la vagina o el cuello uterino, la composicion topica de acuerdo con la
invencion estimula la respuesta inmune local para combatir patégenos
normales que pueden estar presentes en este area, tales como el virus del
papiloma humano (VPH), Candida albicans, Chlamydia trachomatis,
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Bacteroides, Mycoplasma, Neisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Herpes virus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Escherichia coli, Streptococus alfa, Bacillus,
Enterobacter, Proteus, Enterobacter cloacae, Klebsiella, S. epidermidis,
Klebsiella pneumoniae y dermatofitos. Estos patdégenos son responsables de
una serie de trastornos que incluyen, de un modo no limitante, vaginitis,
vulvovaginitis, dermatofitosis, candidiasis, herpes genital, gonorrea, proctitis,
infertilidad, cervicitis, enfermedad inflamatoria pélvica, embarazo ectopico,
dolor pélvico aguo o cronico, tricomoniasis y cancer cervical. Por tanto, en
una realizacion la composicion topica para administracion genital de la
invencion es para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de cualquiera de

los trastornos anteriores.

En otra realizacién particular, el trastorno genital que se va a prevenir o tratar
mediante la composicion de la invencion es la vaginitis. "Vaginitis" se refiere a

una inflamacion de la vagina debida normalmente a una infeccién que puede


http://en.wikipedia.org/wiki/Vagina

dar como resultado secrecion, prurito y dolor, y que va asociada
frecuentemente a una irritacion o infeccion de la vulva. En este ultimo caso, el

trastorno se denomina "vulvovaginitis".

Son conocidos diversos tipos de vaginitis que afectan comdnmente a las
mujeres, entre ellos la vaginitis bacteriana, la vaginitis micética, la

tricomoniasis, la vaginitis inespecifica y la vaginitis virica.

La vaginitis micotica es causada por una infeccién fangica, normalmente por
sobrecrecimiento de las levaduras del género Candida, aunque también
puede ser causada por una infeccion por dermatofitos. Es causada mas
comunmente por un tipo de hongo denominado Candida albicans. La especie
de hongo Candida se encuentra de forma natural en la vagina, y
generalmente es inocua. Sin embargo, si las condiciones de la vagina
cambian, la Candida albicans puede causar los sintomas de la candidiasis
vaginal.

La tricomoniasis, denominada a veces "trico", es otra causa comun de
vaginitis. Es una enfermedad de transmision sexual, y es causada por el
parasito protozoario unicelular Trichomonas vaginalis que produce un estrés
mecanico en las células huésped e ingiere después los fragmentos celulares
tras la muerte de la célula. Los sintomas incluyen inflamacion del cuello
uterino (cervicitis), la uretra (uretritis) y la vagina (vaginitis) que produce una

sensacion de quemazon o prurito.

La vaginitis inespecifica es una enfermedad de la vagina que es causada por
un desequilibrio de la flora bacteriana de origen natural. Los microorganismos
implicados en la vaginitis bacteriana son muy diversos, aunque incluyen
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Bacteroides, y Mycoplasma. Un cambio de
la flora bacteriana normal incluye la disminucion de los Lactobacilli, que
puede ser debida al uso de antibidticos, cambios hormonales o un
desequilibrio del pH, lo que permite que tal bacteria nociva se establezca y se

multiplique. Este tipo de vaginitis es extremadamente comun, particularmente


http://en.wikipedia.org/wiki/Vaginal_discharge
http://en.wikipedia.org/wiki/Vulva

entre mujeres en edad fértil.

Los virus son también una causa comun de la vaginitis. Una forma causada
por el virus del herpes simple (VHS) se denomina con frecuencia infeccion
por "herpes". Estas infecciones también se propagan por contacto sexual. Los
sintomas primarios de la vaginitis por herpes es el dolor asociado a lesiones o
"Olceras". Estas Ulceras normalmente son visibles sobre la vulva o la vagina
aunque ocasionalmente se encuentran dentro de la vagina y solo pueden

verse durante un examen ginecoldgico.

Otra fuente de infeccion vaginal virica es el virus del papiloma humano (VPH).
El VPH, denominado con frecuencia verrugas genitales, también puede ser
transmitido por relacion sexual. El virus puede causar verrugas dolorosas que

crecen en la vagina, el recto, la vulva o la ingle.

Como se ha explicado anteriormente, la infeccion persistente por VPH puede
causar también cancer cervical. En una realizacion preferida, la composicion
topica de la invencién es para la potenciacion de la inmunidad genital frente al
VPH. En otra realizacién preferida, la composicion tépica de la invenciéon es

para la prevencién y/o el tratamiento del cancer cervical.

En particular, la composicion de la invencion es beneficiosa para la
prevencion de la infeccion persistente por VPH, proporcionando de este modo
una estrategia eficaz para combatir el cancer cervical en un estadio temprano

cuando no hay disponible ninguna otra estrategia terapéutica.

Como se ha mencionado anteriormente, la intervencion terapéutica hasta la
fecha tiene lugar en el estadio en el que se detecta la HSIL (lesion
intraepitelial escamosa de alto grado). Los pacientes que muestran no mas de
la LSIL (lesién intraepitelial escamosa de bajo grado, coincidente con células
del tipo CIN1) se dejan sin tratar durante un tiempo que varia de 12 a 24

meses, hasta que se repiten las pruebas y se confirma el HSIL (véase la FIG.



1). La composicion de la invencidn es particularmente Gtil para pacientes que
muestran pruebas LSIL/CIN1 positivas que actualmente no reciben
tratamiento. La composicion de la invencion se puede administrar en este
estadio y proporciona beneficios en términos de ayudar al cuerpo a eliminar la
infeccion por VPH aumentando localmente la inmunidad y evitando la
infeccion persistente por VPH, asi como en términos de curar las lesiones
LSIL/CIN1 mencionadas potenciando la reepitelizacion del area afectada. Por
tanto, en una realizacion particular, la composicion tépica de la invencion es
para la administracion genital (vaginal o cervical) a mujeres que muestran
lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL) o neoplasia intraepitelial
cervical leve (CIN1). Esta realizacion se puede formular como un método para
la prevencion o el tratamiento de una infeccién por VPH o del cancer cervical
mediante administracion vaginal o cervical de la composicion de la invencion

en una mujer que muestra LSIL o CIN1.

La eliminacion eficaz de la infeccion por VPH en este estadio se conoce
comunmente como "negativizacion". Asi, una realizaciéon de la invencion se
dirige a la composicion topica de la invencién para su uso en la negativizacion
del VPH en mujeres positivas que muestran LSIL o CIN1 mediante
administracién vaginal o cervical. Esta realizacion se puede formular también
como un método para la la negativizacion del VPH en mujeres positivas que
muestran LSIL o CIN1 mediante administracion vaginal o cervical de la

composicién de la invencion.

En otra realizacion particular, la composicion de la invencién es para su uso
en el curado de las lesiones epiteliales vaginales causadas por un agente
infeccioso, en particular lesiones LSIL o CIN1 causadas por el VPH. En otras
palabras, la composicion de la invencién es util para la reepitelizacion del
tejido vaginal daflado como consecuencia del agente infeccioso, en particular,

para la reepitelizacion de lesiones LSIL o CIN1 causadas por el VPH.

Independientemente de lo anterior, la composicion de la invencion se puede



usar en otros estadios patolégicos. Por ejemplo, la composicion de la
invencion se puede administrar por via vaginal o cervical a mujeres con
estadios de lesidn intraepitelial escamosa de bajo grado (VPH o bien CIN1)
para prevenir la infeccion persistente por VPH y/o la reepitelizacion de
lesiones vaginales. La composicion de la invencion se puede usar también
como terapia adyuvante para el tratamiento de mujeres con HSIL o

carcinoma.

Un régimen de tratamiento normal para pacientes que sufren una infeccion
por VPH comprende de 21 a 75 aplicaciones de la composicion de la
invencion durante seis meses. Asi, en una realizacion particular, la
composicién topica para administracion genital es para su uso en el
tratamiento de la infeccion por VPH, donde el régimen de tratamiento
comprende de 21 a 75 aplicaciones de la composicién tdpica durante 6
meses. Un régimen de tratamiento normal para pacientes que sufren otras
infecciones genitales, particularmente infecciones genitales recurrentes,
comprende de 7 a 21 aplicaciones de la composicién de la invencion durante

seis meses.

La composicién topica para administracion genital que comprende un extracto
de Coriolus versicolor es parte de la invenciébn. En una realizacién, la
composicién tépica de la invenciébn comprende un agente humectante. El
término "agente humectante"”, denominado también "emoliente", se usa en el
presente documento en su sentido general en la técnica de la farmacia y la
cosmética como un compuesto que incrementa o mantiene la hidratacion de
la piel o las mucosas. En una realizacion preferida, el agente humectante es

acido hialuronico.

El acido hialurénico (HA, denominado también hialuronano o hialuronato, N.°
CAS: 9004-61-9) es un glucosaminoglucano anionico, no sulfatado distribuido
ampliamente a través de los tejidos conectivo, epiltelial y nervioso. ElI HA es

un polimero de disacaridos, compuestos ellos mismos por acido D-



glucurdnico y D-N-acetilglucosamina, unidos mediante enlaces glucosidicos
B-1,4 y B-1,3 alternantes. La presencia de HA en el tejido epitelial se ha
demostrado que promueve la proliferacion de queratinocitos y aumenta la
presencia de acido retinoico, produciendo la hidratacion de la piel. La
interaccion del acido hialurénico con CD44 lleva a la sintesis de colageno y a
la funcion cutanea normal. El acido hialurénico , presente en la matriz
extracelular de los queratinocitos basales, es critico para la integridad
estructural de la matriz de coldgeno cutdnea. Estos beneficios hacen del
acido hialurénico un humectante topico muy eficaz. Ademas, se ha descrito
qgue el HA puede tener beneficios en la reparacion de heridas. Las actividades
de humectacién y reparacion de heridas del HA es muy conveniente cuando
se combinan con la actividad inmunopotenciadora del extracto de C.
versicolor en la composicion de la invencion para combatir la infeccion
persistente por VPH y también otras infecciones que causan, por ejemplo,
vaginitis. El HA esta disponible en el mercado a partir de mdltiples fuentes.

En una realizacion, la composicion tépica de la invencion comprende también
un prebidtico. El término "prebidtico” se usa en el presente documento en su
sentido general del estado de la técnica como ingredientes alimentarios no
digeribles que estimulan el crecimiento y/o la actividad de las bacterias
colonizadoras en animales. Esta definicion no enfatiza un grupo especifico de
bacterias que ha de ser la diana del prebiotico. Por lo general, sin embargo,
se asume que un prebidtico debe aumentar el numero y/o la actividad de las
bifidobacterias y las bacterias del &cido lactico, las cuales tienen diversos
efectos benéficos en el huésped, especialmente en términos de mantener un
equilibrio de la microflora ponderado y la eficacia y la fuerza intrinseca del

sistema inmune.

En una realizacion preferida, el prebidtico que estd presente en la
composicién de la invencién es BioEcolia®. BioEcolia® es un oligosacarido
alfa-glucano obtenido mediante sintesis enzimatica de azlcares naturales

(sacarosa y maltosa). Gracias a la especificidad de sus enlaces glucosidicos,



BioEcolia® es un sustrato bioselectivo para la flora microbiana beneficiosa
favoreciendo el desarrollo de la flora saprofita de la piel en detrimento de la
flora oportunista indeseable, patégena o no. Este prebiotico esta disponible
en el mercado, por ejemplo, a través de la compafia Solavia. Prebioticos
adicionales no limitantes que se contemplan para su uso en la composicion

de la invencién son fructooligosacaridos, galactooligosacéridos e inulina.

En una realizacion, la composicién topica de la invencidn comprende
adicionalmente un agente regenerador de tejidos. Por "agente regenerador de
tejidos" se entiende un compuesto que puede promover la renovacion, el
restablecimiento y/o el crecimiento de tejidos corporales, particularmente
tejidos corporales dafiados. Este término incluye, de un modo no limitante,
compuestos que potencian la curacion de heridas ("agentes de curacion de
heridas"), la cicatrizacion ("agentes cicatrizantes") y compuestos que

potencian la angiogénesis ("agentes angiogénicos").

En una realizacion preferida, el agente regenerador de tejidos es un extracto
de Centella asiatica. La Centella asiatica (conocida también como gotu kola y
ombligo de Venus indio) es una planta rastrera perenne que crece alrededor
del océano indico. Usada tradicionalmente en el tratamiento de afecciones
dermatolégicas en su area nativa, se usa para ayudar a la curacibn mas
rapida de heridas pequefias, arafiazos y quemaduras superficiales, al igual
gue como antiinflamatorio para eccemas, prurito menor y picaduras de
insectos. La actividad regeneradora de tejidos de la Centella asiatica es de
particular relevancia para reparar la barrera epitelial dafiada (heridas mayores
y/o microabrasiones) en la vagina y/o el cuello uterino de modo que evita o
combate la infeccion persistente por un virus, por ejemplo el VPH. En este
sentido, la combinacion de un agente regenerador de tejidos, tal como un
extracto de Centella Asiatica, con Coriolus versicolor y, opcionalmente, otros
principios activos, es particularmente eficaz. Por tanto, en una realizacion
particular, la invencion proporciona una composicion que comprende un

extracto de Coriolus versicolor y un extracto de Centella Asiatica, para su uso



en la reparacion de la barrera epitelial vaginal o cervical dafiada mediante
administracion vaginal o cervical. Otra realizacion particular proporciona una
composicién que comprende un extracto de Coriolus versicolor y un extracto
de Centella Asiatica para su uso en la prevencién y/o la eliminacion, mediante
administracion vaginal o cervical, de una infeccion persistente vaginal y/o
cervical que es causada por un agente infeccioso tal y como se ha definido

anteriormente, en particular una infeccion persistente por VPH.

"Extracto de Centella Asiatica" se refiere a un extracto obtenido de Centella
Asiatica que contiene una alta concentracién de compuestos bioldgicamente
activos, particularmente triterpenoides pentaciclicos. Los triterpenoides
contenidos en estos extractos son acido asiatico, acido madecasico y
asiaticosido. "Extracto de Centella Asiatica" tal y como se usa en el presente
documento incluye cualquiera de los extractos disponibles de Centella
asiatica, asi como preparaciones purificadas o0 semipurificadas de
compuestos biolégicamente activos procedentes de Centella asiatica o un
compuesto biol6gicamente activo particular obtenido de Centella asiatica.

Se han publicado estudios clinicos que describen el uso de los siguientes
extractos de Centella Asiatica: TTFCA, TECA vy, en los que se menciona el
nombre del extracto comercial Madecassol® (extracto titulado de Centella
Asiatica) o se® (fraccion de triterpenoides totales de Centella Asiatica)
(EMA/HMPC/291177/200, 2010. “Assessment report on Centella asiatica (L.)
Urban, herba”). Los estudios han demostrado que los principales
constituyentes de la Centella Asiatica aumentan la sintesis de colageno

favoreciendo la reparacion de tejidos y la angiogénesis.

En una realizacion, la composicién tépica de la invencidbn comprende
adicionalmente un agente antivirico. "Agente antivirico" se entiende en su
acepcion general como un compuesto que puede destruir o inhibir el

desarrollo de los virus.



En una realizacion preferida, el agente antivirico es un extracto de
Azadirachta indica. La “Azadirachta indica”, conocida también como Neem,

Nimtree, y lila india es un arbol de la familia Meliaceae de la caoba.

Varias preparaciones de neem obtenidas de sus diferentes partes se ha
descubierto que ejercen actividad antibacteriana, antivirica, antimalarica,
antioxidante, antifingica, antimutagena, anticarcindbgena, anticonceptiva y
antiulcerosa. Los informes previos han documentado que extractos de neem
inhibian significativamente el virus de la polio, el VIH, el grupo de virus de
Coxsackie B, y el virus del dengue en una etapa temprana de la replicacién
del genoma virico (Tiwari V, et al. Phytother Res. 2010, vol. 24(8), pags.
1132-1140).

Los principales componentes quimicos son nimbina, nimbineno, azadiractina,
azadiractol, azadiracnol, desacetinimbineno, nimbandiol, nimbolida,
guercetina, beta-sisterol, n-hexacosanol, nimbiol y nimocina. "Extracto de
Azadirachta indica”, tal y como se usa en el presente documento, incluye
cualquiera de los extractos disponibles de Azadirachta indica, asi como
preparaciones purificadas o semipurificadas de compuestos biolégicamente
activos de Azadirachta indica o un compuesto biolégicamente activo particular
obtenido de Azadirachta indica. Estos extractos estan disponibles en el

mercado (por ejemplo, se pueden obtener a través de la compafia Symrise).

En una realizacion, la composicién topica de la invencibn comprende
adicionalmente un agente antiinflamatorio. "Agente antiinflamatorio” se
entiende en su acepcion general como un compuesto que reduce la
inflamacion. Preferentemente, la composicion de la invencion comprende
agentes antiinflamatorios derivados de fuentes naturales. En una realizacion
particular, el agente antiinflamatorio se obtiene del arbol de la magnolia. En
una realizacién preferida, el agente antiinflamatorio es magnolol, honokiol o
mezclas de los mismos. EI magnolol (4-alil-2-(5-alil-2-hidroxi-fenol)fenol) y el

honokiol (2-(4-hidroxi-3-prop-2-enil-fenil)-4-prop-2-enil-fenol) son lignanos



derivados del arbol de la magnolia que se han descrito como inhibidores del
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB) y también como reguladores negativos de la produccion de
importantes mediadores inflamatorios como la interleucina-8 (IL-8) y el factor

de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa).

En una realizacion, la composicion tdpica de la invencion comprende, ademas
del extracto de C. versicolor, un agente humectante, un prebiotico, un agente
antiinflamatorio, un agente regenerador de tejidos y, opcionalmente, un
agente antivirico y/o un agente antiinflamatorio. En una realizacién particular,
la composicién de la invencion comprende, ademas del extracto de C.
versicolor, &cido hialurénico, bio-Ecolia® y extracto de Centella Asiatica. En
otra realizacion particular, la composicion de la invencion comprende, ademas
del extracto de C. versicolor, acido hialurénico, bio-Ecolia®, extracto de
Centella Asiatica y extracto de Azadirachta indica. En otra realizacidon
particular, la composicion de la invencion comprende, ademas del extracto de
C. versicolor, acido hialurénico, bio-Ecolia®, extracto de Centella Asiatica,
extracto de Azadirachta indica, magnolol y honokiol. En otra realizacion, la
composicion de la invencidbn comprende adicionalmente carboximetil beta-

glucano.

En determinadas realizaciones la composicién de la invencion comprende un
extracto de C. versicolor y al menos un compuesto activo seleccionado entre
un extracto de Azadirachta indica y un beta-glucano adicional (diferente de los
beta-glucanos PSP y PSK contenidos en el extracto de C. versicolor). El beta-
glucano adicional se puede selecciona entre beta-glucano carboxilado,
B(1,3)D-glucano y B(1,3)(1,4)-glucanos procedentes de diversas fuentes
naturales. En una realizaciébn particular, el beta-glucano adicional es
carboximetil beta-glucano. En algunas realizaciones, la composicion
comprende un extracto de C. versicolor, un extracto de Azadirachta indica, un
beta-glucano adicional (tal como carboximetil beta-glucano) y al menos un

principio activo adicional seleccionado entre un agente humectante, un



prebidtico, un agente antiinflamatorio, un agente regenerador de tejidos y aloe
vera. En algunas realizaciones, la composicion comprende un extracto de C.
versicolor, un extracto de Azadirachta indica, un beta-glucano adicional (tal
como carboximetil beta-glucano) y al menos un principio activo adicional
seleccionado entre acido hialurénico, oligosacarido alfa-glucano, magnolol,
honokiol, extracto de Centella asiatica y aloe vera. En una realizacion
particular, la composicion de la invencion comprende un extracto de C.
versicolor, un extracto de hojas de Azadirachta, carboximetil beta-glucano,
magnolol y honokiol. En una realizacibn muy particular, la composicion de la
invencién comprende un extracto de C. versicolor, un extracto de hojas de
Azadirachta, carboximetil beta-glucano, acido hialurénico, oligosacarido alfa-
glucano, magnolol, honokiol, extracto de Centella asiatica y &aloe vera. La
combinacion sinérgica de compuestos en estas composiciones determina que
sean particularmente eficaces para su uso en el tratamiento y/o la prevencion
de trastornos genitales causados por agentes infecciosos, particularmente
frente a la vaginitis y trastornos causados por la infeccion por VPH, tal como
el cancer cervical. En una realizacion particular, las composiciones tal y como
se definen anteriormente son para su uso en la reparacién de la barrera
epitelial vaginal o cervical daflada mediante administracion vaginal o cervical.
Otra realizacion particular proporciona una composicion tal y como se define
anteriormente para su uso en la curacion de lesiones vaginales causadas por
un agente infeccioso, en particular lesiones LSIL o CIN1 causadas por el
VPH, mediante administracién vaginal o cervical. Otra realizacion particular
proporciona una composicion tal y como se define anteriormente para su uso
en la prevencion y/o la eliminacién, mediante administracion vaginal o
cervical, de una infeccion persistente vaginal y/o cervical que es causada por

un agente infeccioso, en particular una infeccion persistente por VPH.

Otros componentes que se pueden incorporar en las composiciones de la
invencion, ademas del extracto de C. versicolor, son un extracto de hojas de
té verde (o cualquiera de sus bien conocidos compuestos biologicamente

activos), un extracto de Melaleuca alternifolia (o cualquiera de sus bien



conocidos compuestos biologicamente activos) y aloe vera.

La presente invencidn proporciona composiciones tépicas que comprenden
una cantidad eficaz del extracto de C. versicolor y/o una cantidad eficaz de
constituyentes quimicos biolégicamente activos y/o compuestos aislados de
C. versicolor, preferentemente polisacaropéptidos PSK y/o PSP. En
realizaciones particulares, las composiciones tépicas de la invencion
contienen también una cantidad eficaz de al menos uno de los principios
activos adicionales descritos anteriormente (un agente humectante, un
prebidtico, un agente antiinflamatorio, un agente regenerador de tejidos, y un
agente antivirico). El término "cantidad eficaz’, tal y como se usa en el
presente documento, se refiere a una cantidad de un compuesto que, cuando
se administra, es suficiente para prevenir el desarrollo del trastorno al que va
dirigido, o para tratar o aliviar en cierto grado el mismo, el cual en la presente
invencion es un trastorno genital causado por un agente infeccioso. En el
sentido de la presente invencion, una "cantidad eficaz” se entiende también
como la cantidad de compuesto que es suficiente para la potenciacion de la
inmunidad genital. Por ejemplo, la cantidad eficaz de extracto de C. versicolor
en la composicion puede estar comprendida entre un 0,005 y un 5 %, o entre
un 0,01 y un 1 %, o entre un 0,01 y un 0,5 %, por ejemplo un 0,02, 0,03, 0,04,
0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3 0 0,4 %. La cantidad eficaz de
agente virico, tal como un extracto de Azadirachta en la composicién puede
estar comprendida entre un 0,001 y un 5%, o entre un 0,005y un 1%, o
entre un 0,005 y un 0,1 %, por ejemplo un 0,006, 0,007, 0,008, 0,009, 0,01,
0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08 0 0,09 %. La cantidad eficaz del beta-
glucano adicional, tal como carboximetil beta-glucano, en la composicion
puede estar comprendida entre un 0,01 y un 10 %, o entre un 0,025y un 1 %,
o entre un 0,05 y un 0,5 %, por ejemplo un 0,08, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3 0
0,4 %. La cantidad eficaz de prebibtico, tal como oligosacérido alfa-glucano,
en la composicion puede estar comprendida entre un 0,01 y un 10 %, o entre
un 0,05 y un 5 %, o entre un 0,1 y un 1 %, por ejemplo un 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8 0 0,9 %. La cantidad de agente humectante, tal como acido

hialurénico, en la composicion puede estar comprendida entre un 0,01 y un



10 %, o entre un 0,05 y un 5 %, o entre un 0,1 y un 1 %, por ejemplo un 0,2,
0,3, 04, 05, 06, 0,7, 0,8 0 0,9%. La cantidad eficaz de agentes
antiinflamatorios, tal como magnolol y/o honokiol, en la composicion puede
estar comprendida entre un 0,005 y un 5 %, o entre un 0,01 y un 2 %, o entre
un 0,05 y un 1 %, por ejemplo un 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8 0 0,9 %. La cantidad eficaz de agente regenerador de tejidos, tal
como compuestos derivados de un extracto de Centella Asiatica, en particular
asiaticosido, acido madecasico y/o &cido asiatico, en la composicion puede
estar comprendida entre un 0,001 y un 5%, o entre un 0,005y un 1%, o
entre un 0,005 y un 0,1 %, por ejemplo, un 0,006, 0,007, 0,008, 0,009, 0,01,
0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08 o 0,09 %. La composiciébn puede
comprender aloe vera en una cantidad comprendida entre un 0,1y un 10 %, o

entre un 0,5y un 5 %, por ejemplo, un 0,8, 1, 1,5, 2, 30 4 %.

La dosis particular del compuesto administrado de acuerdo con la presente
invencion sera determinada, por supuesto, en funcion de las circunstancias
particulares que rodean al caso, incluyendo el compuesto administrado, la
eficacia de encapsulacion, la via de administracion, y consideraciones

similares.

Preferentemente, la composicion de la invencion contiene excipientes y/o
vehiculos apropiados para administracion tdpica, que pueden ser excipientes
y vehiculos farmacéuticos 0 cosméticos topicamente aceptables
generalmente bien conocidos en el estado de la técnica. Por "tGpicamente
aceptables”, tal y como se usa en el presente documento, se refiere a
compuestos, composiciones y/o formas farmacéuticas que son, dentro del
alcance del criterio médico sensato, adecuados para su uso en contacto con
la piel y/o membranas mucosas de animales no humanos y/o humanos sin
una toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad y respuesta alérgica indebidas,
entre otras. Cada vehiculo, excipiente, etc. "tdpicamente aceptable" debe ser
también "aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes

de la formulacién. Tales excipientes y vehiculos incluyen, si bien no se limitan



a los mismos, agentes para reparar la funcion barrera cutanea, agentes
hidratantes, emolientes, emulsionantes, espesantes, humectantes, agentes
reguladores del pH, antioxidantes, agentes conservantes, vehiculos o
mezclas de los mismos. Los excipientes y/o vehiculos usados tienen afinidad
por la piel o el moco, son bien tolerados, estables, y se usan en una cantidad
adecuada para proporcionar la consistencia deseada, y una facil aplicacion.
Adicionalmente, las composiciones pueden contener otros ingredientes, tales
como fragancias, colorantes, y otros componentes conocidos en el estado de

la técnica para su uso en formulaciones topicas.

Las composiciones topicas de la invencién pueden ser adecuadas para
productos farmacéuticos. Dichas composiciones topicas se pueden adaptar
para aplicar a la piel y la mucosa en forma de: una dispersion vesicular no
i6bnica, emulsién, crema, locién, gel, aerosol, crema-gel, gel-crema,
suspension, dispersion, polvo, barra sdlida, toallita, emplasto, espuma,
pulverizacién, aceite, unguento, fluido, jabon, compresa higiénica, 6vulo,
pesario tampon, supositorio vaginal, u otra forma que es conocida en la
técnica de la cosmética y la farmacia. En una realizacion particular, la
composicion de la invencion se formula en forma de gel que se administra

vaginal o cervicalmente mediante una canula.

Preferentemente, la composicion tépica de la invencibn es para
administracion genital, particularmente a la vulva, la vagina, el cuello uterino,
el ano o el recto. Una realizacién preferida de la invenciéon proporciona una
composicién topica que comprende un extracto de C. versicolor que es para
administracion vaginal o cervical. Otra realizacion preferida proporciona una
composicion tdpica para administracion vaginal o cervical que comprende un
extracto de C. versicolor y al menos un compuesto activo seleccionado del
grupo que consiste en un agente humectante, un prebidtico, un agente
antiinflamatorio, un agente regenerador de tejidos, y un agente antivirico.
Dichas composiciones contienen adicionalmente excipientes y/o vehiculos

gue son aceptables para administracion vaginal o cervical. En otras



realizaciones particulares, dichas composiciones topicas preferidas se
pueden administrar en forma de un gel, una locion, un jabon, una crema, una
espuma, una compresa higiénica, una toallita, un 6vulo, un pesario o un

tampon.

Se pueden preparar formulaciones tdpicas, que incluyen vaginales o
cervicales, de acuerdo con métodos bien conocidos en el estado de la
técnica. Los vehiculos apropiados, y las cantidades de los mismos, pueden
ser determinados facilmente por los expertos en la materia de acuerdo con el
tipo de formulacién que se va a preparar. Un ejemplo de composicién tépica
para administracion vaginal o cervical de acuerdo con la invencion puede
contener: agua, zumo de hojas de Aloe barbadensis, glicerina, propanodiol,
hidroxietilcelulosa, acido hialurénico hidrolizado, carboximetil betaglucano
sédico, oligosacarido alfa-glucano, extracto de Coriolus versicolor, extracto de
hojas de Azadirachta indica, ésteres poliglicerilo-6 de aceite de semilla de
sandia, ésteres poliglicerilo-6 de aceite de semilla de avellana, ésteres
poliglicerilo-6 de aceite de hueso de albaricoque, kaempferol, dilaurato de
poliglicerilo-10, lectina, magnolol, honokiol, oleato de poliglicerilo-10, oleato
de sorbitan, sorbitan, palmitato, fosfato de dicetilo, benzoato sddico, sorbato

potasico, acido lactico.

La eficacia de las composiciones de la invencion se puede mejorar mediante

la encapsulacion de los compuestos activos en liposomas.

El término ‘"liposoma" se ha de entender como una estructura
autoensamblada que comprende una o mas membranas compuestas por
bicapas, cada una de las cuales comprende dos monocapas que contienen
moléculas anfipaticas orientadas en direccién contraria. Moléculas anfipaticas
pueden ser polimeros o lipidos que comprenden una regién del grupo de
cabeza polar (hidréfila) unida covalentemente a una o mas cadenas no
polares (hidréfobas). Los contactos energéticamente desfavorables entre las

cadenas acilo hidréfobas y el medio acuoso que las rodea induce a las



moléculas de lipido anfipaticas a auto-organizarse, de modo que sus grupos
de cabeza polares se orientan hacia la superficie de la bicapa, mientras que
las cadenas de acilo se reorientan hacia el interior de la bicapa. De este modo
se forma una estructura energéticamente estable en la que las cadenas de

acilo estan protegidas eficazmente del contacto con el medio acuoso.

Un liposoma encapsula una regién de solucion acuosa dentro de la
membrana hidréfoba; los solutos hidréfilos disueltos no pueden pasar
facilmente a través de los lipidos. En la membrana se pueden disolver
productos quimicos hidréfobos y, de este modo, el liposoma puede llevar
tanto moléculas hidréfobas como moléculas hidréfilas. Para administrar las
moléculas a los sitios de accion, la bicapa de lipidos se puede fusionar con
otras bicapas tales como la membrana celular, suministrando asi el contenido
del liposoma. La aplicacion topica de liposomas ofrece una amplia gama de
ventajas en cosmética y farmacia, incluyendo una mayor biodegradabilidad y
biocompatibilidad, asi como una liberacién prolongada y una toxicidad y
efectos secundarios menores del principio activo encapsulado. Una ventaja
adicional es que las composiciones que comprenden principios activos
encapsulados en liposomas muestran frecuentemente un periodo de
caducidad prolongado, ya que los liposomas protegen a dichos principios

activos de la degradacion.

Asi, en una realizacion particular, el extracto de C. versicolor y/o uno o mas
de los compuestos activos adicionales comprendidos en la composicién

tépica de la invencion estan encapsulados en liposomas.

Cualquier tipo de liposoma del estado de la técnica puede encapsular a los
compuestos activos de las composiciones de la invenciéon. Tipos
particularmente adecuados de liposomas son los niosomas, fitososmas y
nanosomas. Asi, en otra realizacion particular, el extracto de C. versicolor y/o
uno o mas de los compuestos activos adicionales comprendidos en la

composicion topica de la invencidn estan encapsulados en niosomas,



fitososmas y nanosomas.

Un "niosoma" es un liposoma basado en tensioactivos no iénicos. Los
niosomas se forman principalmente mediante la incorporacion de colesterol
como excipiente si bien se pueden usar otros excipientes. Son estructuras
lamelares de tamafio microscoépico, constituidas por un tensioactivo no iénico
de la clase de los alquil o dialquil poliglicerol éteres y colesterol con
hidratacion posterior en medios acuosos. Los materiales usados para
preparar niosomas los hacen mas estables y, por tanto, los niosomas ofrecen
muchas ventajas, por ejemplo, los niosomas tienen una muy alta capacidad
de penetracibn. Niosomas que contienen diversos compuestos
biologicamente activos estan disponibles en el mercado. Por ejemplo,
niosomas de &cido hialurénico (NIO-Oligo HA®) son comercializados por la
compafiia Naturalis Life Technologies. EI mismo proveedor comercializa los
niosomas Nio-Glucan, que contienen una mezcla de carboximetil beta-

glucano (un derivado de glucano soluble en agua), magnolol y monokiol.

"Fitosomas" son un complejo de un principio activo natural y un fosfolipido,
preferentemente fosfatidilcolina, con una relacion molar adecuada que
contiene también con frecuencia un polifenol. Un fitosoma es una dispersion
sélida de un principio activo natural o una mezcla de principios activos
naturales, por ejemplo un extracto botanico, en una matriz fosfolipida
alimentaria, por ejemplo lecitina de soja. Cuando estd encapsulado el
principio activo en un fitosoma se puede comparar de alguna manera con una
parte integral de la membrana de lipidos. Diversos principios activos naturales
estan disponibles en el mercado en forma de fitosomas, por ejemplo el
Centella Phytosome®, que contiene triterpenos de Centella asiatica, se puede
obtener facilmente de Indena. El mismo proveedor comercializa también

Greenselect® Phytosome®, que contiene polifenoles de hojas de té verde.

"Nanosomas" son liposomas de tamafio nanomeétrico de una sola bicapa que

contienen un alto porcentaje de fosfatatidilcolina (PC). Los nanosomas



penetran eficazmente en la piel mediante aplicacion topica facilitando la
administracion de los compuestos activos encapsulados a las células de la
piel.

De acuerdo con la invencion, los compuestos activos se pueden incluir
directamente en la composicion o se pueden afiadir en forma de liposomas.
La invencion también contempla que algunos compuestos activos estén
incluidos en la composicion en forma de liposomas mientras que otros no.
Entre los compuestos activos que se incluyen en la composicion en forma de
liposomas, se contempla cualquier tipo de liposoma conveniente, por ejemplo,

niosomas, fitosomas o nanosomas, o mezclas de los mismos.

En una realizacion particular, la composicion topica de la invencion
comprende un extracto de C. versicolor, Nio-Oligo HA®, Bio-Ecolia®, Centella
Phytosome® y, opcionalmente, un extracto de Azadirachta indica y/o Nio-

Glucan®.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y
variaciones de esta palabra no pretenden excluir otras caracteristicas
técnicas, aditivos, componentes, o0 etapas. Asimismo, la palabra "comprende"
engloba el caso de "consiste en". Otros objetos, ventajas y caracteristicas de
la invencién seran evidentes para los expertos en la materia tras el examen
de la descripcion o se pueden aprender mediante la practica de la invencion.
Los siguientes dibujos se proporcionan a modo de ilustracibn y no se
pretende que limiten la presente invencion. Asimismo, la presente invencion
cubre todas las posibles combinaciones de las realizaciones particulares y

preferidas descritas en el presente documento.
EJEMPLOS

1. Formulacion de una composicion tépica para administraciéon vaginal o

cervical que comprende un extracto de Coriolus versicolor.



La siguiente composicion se denomind Gel Topico Vulvo-Vaginal PALOMA
(PALOMA Gel) y contenia los siguientes componentes (% en peso referidos a

la composicion final):

0,5 % de oligosacarido alfa-glucano, 0,18 % de carboximetil betaglucano
sédico, 0,075 % de magnolol, 0,075 % de honokiol, 0,24 % de &cido
hialurénico hidrolizado, 0,04 % de kaempferol, 0,05 % de extracto de Coriolus
versicolor, 0,01 % de extracto de Azadirachta indica, 0,013 % de asiaticosido,
0,012 % de acido madecésico, 0,008 % de &cido asiatico, 1 % de zumo de
hojas de Aloe barbadensis, 8,8 % de glicerina, 6 % de propanodiol, 1,2 % de
hidroxietilcelulosa, 0,67 % de ésteres poliglicerilo-6 de aceite de semilla de
sandia, 0,45 % de ésteres poliglicerilo-6 de aceite de semilla de avellana,
0,45 % de dilaurato de poliglicerilo-10, 0,31 % de benzoato sddico, 0,3 % de
ésteres poliglicerilo-6 de aceite de hueso de albaricoque, 0,241 % de
hidroxipropil guar, 0,24 % de oleato de poliglicerilo-10, 0,217 % de lecitina,
0,18 % de oleato de sorbitan, 0,154 % de sorbato potasico, 0,096 % de acido
lactico, 0,08 % de palmitato de sorbitdn, 0,8 % de fosfato de dicetilo,
78,329 % de agua.

Esta composicion esta en forma de gel y se puede administrar dentro de la

vagina o el cuello uterino mediante una céanula.



2. Estudio in vitro

Este estudio se disefid para investigar si la composicion de la invencion es
capaz de modular la respuesta inmune de tejidos epiteliales vaginales
evaluando la liberacidon de citocinas en el compartimento basal tras periodos
de tratamiento definidos. La viabilidad de los tejidos se evalué también

usando mediciones de MTT.

Sistema de ensayo

El ensayo se llevd a cabo con el modelo de epitelio vaginal humano
reconstituido (RhVE) tridimensional EpiVaginal® VLC-100-FT (MatTek). El
modelo RhVE EpiVaginal® VLC-100-FT (MatTek) consiste en células
epiteliales VEC normales de origen humano cultivadas sobre una matriz de
coldgeno similar a la lamina propia que contiene fibroblastos y células
dendriticas (DC). El sistema de ensayo, por tanto, representa in vitro el
organo diana de las especies de interés e imita lo mas posible las

propiedades bioguimicas y fisioldgicas.

Materiales

Se ensayaron los siguientes geles:

PALOMA GEL. Composicion del ejemplo 1 (P-7447)

Gel VEHICULO. Composicion del ejemplo 1 sin los siguientes principios
activos: Extracto de C. versicolor, extracto de Azadirachta indica, carboximetil
beta-glucano, magnolol y honokiol (P-7450).

VEHICULO + 0,05 % de extracto de C. versicolor (P-7451)

VEHICULO + 0,01 % de extracto de Azadirachta indica (P-7452)

VEHICULO + 0,18 % de carboximetil betaglucano sodico, 0,075 % de
magnolol, 0,075 % de honokiol (P-7453)

Control de LPS (1 pg/ml de lipopolisacéaridos, Sigma Cat N.°: L4391)



Los tejidos EpiVaginal® fueron proporcionados en forma de kits (VLC-100-FT,
MatTek), que consistian en los siguientes componentes relevantes para este
estudio:

1 x placa de 24 pocillos herméticamente cerrada que contenia 24 insertos
con tejidos sobre agarosa

1 botella de medio de ensayo (medio basado en DMEM)

5. Reactivos adicionales

Solucién de MTT:

- solucion madre de MTT: 3 mg/ml de MTT en PBS

- medio de MTT: la solucion madre de MTT se diluird 1 + 9 con medio
basado en DMEM (concentracion final de 0,3 mg/ml).

Isopropanol

Metodologia

a) Experimentos previos

Para comprobar la capacidad no especifica de reducir al MTT de los
productos de ensayo se mezclaron 50 mg del producto de ensayo por 2 ml
del medio de MTT y se incubaron durante 3 h a 37 £ 1 °C en la oscuridad. Si
la mezcla se volvia azul/purpura, se asumia que el producto de ensayo habia
reducido al MTT. Para una correccion cuantitativa de los resultados, la parte
de absorcién debida a la reduccion no especifica del MTT se determind
usando tejidos muertos. Si la reduccidon no especifica del MTT era > 30 % con
relacion al control negativo de epidermis viva, el producto de ensayo se

consideré incompatible con el método de ensayo.

Para comprobar el potencial de coloracion de los productos de ensayo se
mezclaron 50 mg del producto de ensayo por 90 ul de agua destilada en un

recipiente transparente durante 15 min. El criterio seguido era: si se detectaba



coloracion mediante determinacién a simple vista, el producto de ensayo se
ensayaba para determinar su potencial de coloracion para la correccion
cuantitativa de los resultados usando tejidos viables adicionales sin tincion
con MTT. Si la DO no especifica debida a la coloracion era > 30 % con
relacion al control negativo, el producto de ensayo se consideraba

incompatible con el método de ensayo.
b) Procedimiento experimental

Una vez recibidos, los tejidos se transfirieron a las placas de 24 pocillos que
contenian 0,6 ml de medio de mantenimiento precalentado por pocillo. Las
placas de 24 pocillos se incubaron en una incubadora humidificada a 37 *
1 °C, 5,0 % de CO,, durante al menos 1 h y como maximo 24 h. Después el
medio se sustituyd por 0,6 ml de medio nuevo.

Se pesaron cantidades de 50 + 2 mg (131,5 mg/cm?) del producto de ensayo
y se aplicaron sobre la superficie del epitelio por cada tejido individual. El
producto de ensayo se aplicé con cuidado mediante movimientos circulares
repetidos de la pipeta a fin de cubrir uniformemente la superficie del tejido
pero evitando cualquier contacto directo con la punta de la pipeta. Se puede

usar al final una malla de nailon para extenderlo.

Experimento de 6 h: los tejidos se trataron con cada grupo de dosis, partiendo
del control negativo. Se registrara el tiempo de inicio con la dosificacion del
primer tejido. A continuacion los tejidos se incubaron durante 6 h £ 10 min a
37+1°C,5,0% de CO..

Experimento de 24 h: los tejidos se trataron con cada grupo de dosis,
partiendo del control negativo. Se registr6 el tiempo de inicio con la
dosificacion del primer tejido. A continuacion los tejidos se incubaron durante
24h+1ha37+1°C,5,0% de CO..

Tras el periodo respectivo de incubacion, el medio que estaba en contacto
con la superficie basal del tejido se guardd y se almacendé a -80 °C para el

analisis posterior de liberacién de citocinas.



Seguidamente los tejidos se lavaron usando, por ejemplo, una botella de
lavado, enjuagando con cuidado aproximadamente 15 veces con 25 ml de
PBS para eliminar cualquier producto de ensayo residual. El exceso de PBS
se elimind agitando suavemente el inserto y secando el fondo con papel

secante. Todos los insertos se trataron del mismo modo.

Los tejidos tratados se trasfirieron después a una placa de 24 pocillos
preparada que contenia 2 ml de medio de MTT precalentado y se incubaron

posteriormente durante 3h+5mina 37 £ 1 °C, 5,0 % de COa,.

Al cabo de un periodo de incubacién con MTT de 3 h, los tejidos se
dispusieron sobre papel secante para secar los tejidos. Después de esto, se
efectud una biopsia del epitelio usando un punzén de biopsia especial. Todas
las partes de los tejidos se trasfirieron a tubos adecuados y se afadieron
500 ul de isopropanol. La extraccion se llevo a acabo protegida de la luz bien
durante el fin de semana a 2 - 8 °C o bien, de modo alternativo, durante al
menos 4 h a temperatura ambiente con agitacion con formacion de vortice de

cada tubo a mitad del periodo de incubacion.

Si quedaba en suspensiéon cualquier fragmento visible de célula/tejido, los
tubos se centrifugaron a 300 x g para eliminar los fragmentos y evitar posibles

interferencias con las lecturas de absorbancia.

Por cada tejido, se trasfirieron alicuotas de 2 x 200 ul del extracto a placas de
96 pocillos y se midié la DO a 570 nm sin longitud de onda de referencia en
un espectrofotometro de placas.

La determinacion de las citocinas se realiz6 de acuerdo con el fabricante del
kit (V-PLEX Proinflammatory Panell (human) Kit, Meso Scale Discovery, Cat
N.%: K15049D-1). Las citocinas evaluadas fueron IFN-gamma, IFN-beta, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13 y TNF-alfa.



Resultados

a) Potencial irritante del producto de ensayo

Tras un tiempo de exposicion de 6 h 'y 24 h no se pudieron observar efectos
citotoxicos cuando los tejidos fueron tratados con PALOMA GEL (véase la
tabla 1). La viabilidad de los tejidos tratados fue > 50 % (105 % y 122 %, a6y
24 h, respectivamente), en comparacion con el control negativo tratado con
PBS. Los tejidos tratados con P-7450 (VEHICULO) mostraron menor
viabilidad de los tejidos tratados a las 6 y 24 h en comparacién con el
PALOMA GEL vy el control negativo (PBS) pero se considerd no irritante ya
gue la viabilidad fue también > 50% (93% y 70% a las 6 y 24 h,

respectivamente).

Estos resultados podian indicar que ni el PALOMA GEL ni el VEHICULO

exhiben efectos irritantes.



Tabla 1 Viabilidad del epitelio vaginal humano

Nombre Viabilidad del tejido
[%0]
6 h 24 h
exposicion | exposicion
Control de LPS 1 pug/ml | 95,7 112,9 PC
P -7447 105,8 122,9 Formulacién completa
P - 7450 93,5 70,5 Vehiculo solo

b) Efecto inmunomodulador

Para evaluar el potencial efecto inmunomodulador de las muestras de
ensayo, se recogieron los sobrenadantes de los tejidos tratados y se efectu6
la determinacién de citocinas de acuerdo con el fabricante del kit (V-PLEX
Proinflammatory Panell (human) Kit, Meso Scale Discovery, Cat N.°:
K15049D-1).

Las citocinas evaluadas fueron el panel proinflamatorio que incluia IFN-
gamma, IFN- beta, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13 y TNF-alfa.

Como se muestran en la tabla 2, se observé un aumento de los niveles de
citocinas tras el tratamiento con el control positivo de LPS a las dos
concentraciones ensayadas (1 y 10 pg/ml). El PALOMA GEL inducia en la
mayoria de los casos niveles de citocinas similares a los del control positivo
de LPS a 1 ug/ml. Los niveles de citocinas en los tejidos tratados con P -

7450 (VEHICULO) era menores en todos los casos.




Tabla 2 Niveles de citocinas en epitelio vaginal humano

Concentracion final de citocinas (pg/ml) IFN-gamma

6h 24 h % cambio
P-7447 4,1 20,52 400 %
P - 7450 12,63 13,15 4%
P -7451 6,92 8,23 19 %
P - 7452 8,27 9,2 11 %
P -7453 1251 8,2 -34 %
Control de LPS 497 22,12 345%
Concentracion final de citocinas (pg/ml) IL-1Beta

6h 24 h % cambio
P -7447 945 24,31 157 %
P - 7450 18,27 21,37 17 %
P -7451 12,27 16,18 32 %
P - 7452 13,76 17,26 25 %
P - 7453 13,45 19,25 43 %
Control de LPS 11,49 31,09 171 %
Concentracion final de citocinas (pg/ml) IL-2

6 h 24 h % cambio
P - 7447 2,8 14,29 410%
P - 7450 8,57 9,86 15 %
P - 7451 6,06 8,15 34 %
P - 7452 6,49 8,04 24 %
P - 7453 28,24 6,83 -76 %
Control de LPS 509 17,09 236 %
Concentracion final de citocinas (pg/ml) IL-4

6 h 24 h % cambio
P-7447 0,8 2,55 219 %
P - 7450 1,75 1,67 5%




P -7451 1,07 1,18 10 %
P -7452 1,22 1,12 -8 %
P - 7453 1,4 1,27 -9 %
Control de LPS 0,83 2,75 231 %
Concentracion final de citocinas (pg/ml) IL-6

6h 24 h % cambio
P - 7447 203 1087,58 436 %
P - 7450 7358 780,61 6%
P -7451 392,88 394,88 1%
P - 7452 5742 4025 -30%
P - 7453 501,15 367,27 -27%
Control de LPS 355 1469 314 %
Concentracion final de citocinas (pg/ml) IL-8

6h 24 h % cambio
P - 7447 9354 10222 9%
P - 7450 9821 9859 0%
P -7451 9881 10047 2%
P - 7452 9713 9763 1%
P - 7453 10048 10110 1%
Control de LPS 9864 10707 9%
Concentracion final de citocinas (pg/ml) IL-10

6h 24 h % cambio
P -7447 1,34 6,33 372 %
P - 7450 3,21 4,03 26 %
P - 7451 255 3,26 28 %
P - 7452 2,64 3,28 24 %
P - 7453 7,05 3,89 -45 %
Control de LPS 3,43 8,76 155 %
Concentracion final de citocinas (pg/ml) IL-12p70




6h 24 h % cambio
P-7447 1,97 6,83 247 %
P - 7450 4 4,27 7%
P -7451 3,31 3,76 14 %
P -7452 2,81 2,93 4 %
P - 7453 4,7 5,12 9 %
Control de LPS 2,67 8,92 234 %
Concentracion final de citocinas (pg/ml) IL-13

6h 24 h % cambio
P - 7447 36,14 8523 136%
P - 7450 54,48 69,41 27 %
P -7451 40,42 61,5 52 %
P -7452 52,78 65,02 23%
P - 7453 61,19 67,71 11 %
Control de LPS 46,17 101,22 119%

Concentracion final de citocinas (pg/ml) TNE-Alfa
6h 24 h % cambio

P -7447 3,16 14,87 371 %
P - 7450 8,69 10,6 22 %
P -7451 5,92 7,71 30 %
P - 7452 7,37 9,03 23 %
P - 7453 22,25 6,5 -71 %
Control de LPS 6,6 24,89 277 %

Conclusiones

Se observo un claro aumento de los niveles de citocinas a las 24 h en
comparacién con las 6 h en los tejidos tratados con PALOMA GEL P - 7447 y
el control positivo de LPS indicando que el efecto inmunoestimulante
aumentaba con el tiempo hasta 24 horas de tratamiento. No se han
observado cambios entre las 6 h y las 24 h para el VEHICULO P - 7450. Se



observa una interaccion sinérgica entre los componentes activos ensayados
del PALOMA GEL.

3. Perfil de seguridad

3.1 Ensayo de irritacion vaginal

La composicion del ejemplo 1 se ensay6 para determinar la irritacion vaginal
siguiendo la norma ISO 10993-10:2010 - Evaluacion biologica de productos
sanitarios - Parte 10: ensayos de irritacion y sensibilizacion cutanea. Los
resultados indicaban un indice de irritacion vaginal de 0,00 para esta
composicién. Por tanto, la composicion del ejemplo 1 se consideré no irritante

para la membrana mucosa vaginal.

3.2 Ensayo de citotoxicidad

La composicién del ejemplo 1 se ensayd para determinar la citotoxicidad in
vitro siguiendo la norma ISO 10993-5:2009 - Evaluacién biologica de
productos sanitarios - Parte 5: Ensayos de citoxocidad in vitro. Los resultados
indicaban que fibroblastos de mamifero ATCC BalbC 3T3 tratados con la
composicién del ejemplo 1, que comprende un extrato de C. versicolor,
mostraban una reduccion de la viabilidad celular del 97,92 %. De acuerdo con

esto, se considerd que la composicion era citotéxica.

3.3. Ensayo de hipersensibilidad

La composicion del ejemplo 1 se ensay0 para determinar el efecto de
hipersensibilidad cutanea en cobayas siguiendo la norma ISO 10993-10:2010
- Evaluacion biolégica de productos sanitarios - Parte 10: Ensayos de
irritacion y sensibilizacién cutdnea. No se observaron reacciones cutaneas en
los animales tras la exposicion a la composicion del ejemplo 1 que

comprende un extrato de C. versicolor. Los resultados indican que la



composicion del ejemplo 1 no se puede considerar sensibilizante.

4. Estudios in vivo

5.1. Inmunomodulacién en ratones

El objetivo de este estudio era evaluar las propiedades inmunomoduladoras
de la composicion tépica que comprende un extracto de C. versicolor tras su
administracion local en la vagina de los ratones. Esto se realiz6 en ratones
sanos. Se evalud la respuesta inmune local y sistémica. Se usaron dos
composiciones diferentes, GEL 1 (PALOMA Gel con una formulacion final
completa como la divulgada en el ejemplo 1) y GEL 2 (una formulacion
diferente de la divulgada en el ejemplo 1 en la que la concentracién de

extracto de C. versicolor es del 0,25 %).

Este estudio se llevé a cabo de acuerdo con la "Guia para el cuidado y el uso
de animales de laboratorio” promulgada por el Instituto Nacional de la Salud,
y los protocolos experimentales aprobados por el Comité local de ética de la
Universidad de Granada.

El estudio se realizd en ratones sanos obtenidos de Janvier (St Berthevin
Cedex, Francia) y alojados en jaulas de Makrolon (5 ratones por jaula) y
mantenidos en una atmosfera de aire acondicionado con un ciclo de luz-
oscuridad de 12-h y con acceso libre a alimento y agua. Los ratones se
asignaron aleatoriamente a diferentes grupos experimentales. Diferentes
grupos (n = 7) de ratones sanos CBA/J (J-2a) hembra (de 8 a 10 semanas de
edad) se inocularon diariamente en la vagina con 50 ul de GEL 1 o GEL 2. Un
grupo de control (n = 6) se incoculé con PBS (control). Los ratones se
sacrificaron al cabo de 6 y 10 dias de tratamiento para determinar los efectos

del tratamiento.

La vagina se extirpd para las determinaciones bioguimicas a fin de evaluar la



respuesta inmune local mediante la determinacion de citocinas diferentes
(TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17) mediante RT-gPCR (Strum J et al., Curr
Protoc Pharmacol., 2002, Capitulo 6: Unidad 6.9), que detectara la cantidad
de copias de ARNm de cada gen de interés. Esta técnica consiste en la
amplificacion del ARNm usando una plantilla de ADN del gen diana para
detectar los diferentes patrones de transcripcion de los genes analizados. En
primer lugar el ARNm se retrotranscribe a ADNc y después se amplifica. Esto
se detecta como el progreso de la reaccidén en "tiempo real". Para normalizar
las mediciones, se estudian los genes diana con relacion a otro gen
denominado gen normalizador, que se selecciona por su nivel de expresion
casi constante. Se usé como gen constitutivo la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), que se expresa constitutivamente. Los datos asi
generados se analizaron mediante un software informético para calcular la
expresion relativa del gen (o numero de copias de ARNm) en diversas

muestras.

Resultados:

Los resultados de la gqPCR mostraban un aumento significativo (p < 0,05) de
todas las citocinas ensayadas (TNFa, IL-183, IL-6, IL-12, IL-17) en ratones
inoculados con el GEL 1 y también en los ratones inoculados con el GEL 2 a
los 10 dias y 6 dias frente al grupo de control (FIG. 2). Esto indica que la
composicion que comprende un extracto de C. versicolor, tanto a una
concentracion del 0,05 % como del 0,25 %, activa la respuesta inmune de las

células del epitelio vaginal de ratones sanos.

Esta respuesta inmune provocada por el extracto de Coriolus versicolor (solo
0 en combinacién con beta-glucanos adicionales) es inespecifica. El sistema
inmune inespecifico, conocido también como el sistema inmune innato,
proporciona una defensa inmediata frente a la infeccion, e incluye tanto
componentes de la inmunidad humoral como componentes de la inmunidad

mediada por células. Las funciones principales del sistema inmune innato



incluyen el reclutamiento de células inmunes a los sitios de infeccidon
mediante la produccioén de factores quimicos, incluyendo las citocinas. En
este sentido, aunque es inespecifica, la repuesta inmune local inespecifica
provocada por la composicién de la invencion en individuos/tejidos sanos se

puede extrapolar a individuos/tejidos que padecen una infeccion.

4.3. Estado vaginal y epitelizacion cervical en mujeres

El objetivo era evaluar el efecto del PALOMA GEL 12 dias después de la
aplicacion del gel sobre: a) los cambios del estado de la microbiota vaginal, b)
el grado de reepitelizacion de la mucosa del cuello uterino y c) el estado de

salud vaginal.

a) El estado de la microbiota vaginal se midi6 mediante el ensayo
VaginalStatus desarrollado por el Institut fir Mikrodkologie. El ensayo
VaginalStatus diferencia entre una vaginitis inducida por una bacteria o
Trichomonas vaginalis y los organismos (lactobacilos) presentes en la flora

vaginal intacta. El VaginalStatus controla los pardmetros siguientes:

Numero de lactobacilos; incluyendo los productores de H,0y;
Numero de B-B-streptococos

Numero de anaerobios

Deteccion vaginal especifica de Trichomonas vaginalis y Atopobium
Deteccion especifica de Gardnerella vaginalis

Deteccion especifica de levaduras (Candida spp.)

b) El efecto sobre la epitelizacion de la mucosa del cuello uterino se evalu6
mediante colposcopia convencional. Las lesiones mediante colposcopia se
puntuaron usando la puntuacién CER (Reepitelizacion del epitelio del cuello

uterino):

5. Sin ectopia



4. ..., Ectopia leve: < 25 % desde el orificio periorificial

K S Ectopia moderada: Entre un 25-50 % desde el orificio periorificial
2. Ectopia extensa o severa: > 50 % desde el orificio periorificial
T, Ectopia severa + sangrado

c) El estado de salud vaginal se evalu6 mediante el indice de salud vaginal
(VHI) de Bachmann (Bachmann G. "Urogenital ageing: an old problem newly
recognized”, Maturitas 1995, Dic; 22 Supl: S1-S5; Bachman G. “A new option
for managing urogenital atrophy in post menopausal women”, Contemp
Obstet Gynecol 1997, vol. 42, pags. 13-28).

Este estudio se realizdé en 11 mujeres sanas (es decir, sin sintomas clinicos
vaginales). Cada paciente recibi6 12 dias de gel Paloma vaginalmente una

vez al dia durante la noche.

Los datos de la microbiota vaginal se obtuvieron de 9 pacientes. Seis de ellas
presentaban algun tipo de infeccibn en el periodo basal (Gardnerella
vaginalis, Stafiloccocus, E. coli, Mycoplasma, Streptoccocus beta-hemolitico y
Enterococcus spp). Al final del estudio, 5 mujeres (62 %) mejoraron el estado
de su microbiota vaginal y 2 de ellas mostraron una normalizacion completa.
Dos mujeres mostraron una mejora no significativa, aunque se observo un
incremento de los lactobacilos. El estado de la microbiota de una mujer

empeoro.

Los datos de la colposcopia se obtuvieron para 11 mujeres. Los resultados de
la tabla 3 muestran un efecto positivo del gel Paloma en cuanto a mejorar la
reepitelizacion de la mucosa del cuello uterino con un 24 % de mejora de la
puntuacion CER. Un total de 8 de las 11 mujeres (72 %) mostraron una

recuperacion completa (puntuacion CER = 5).

Tabla 3 Resultados de la evaluacién mediante colposcopia (Puntuaciéon CER)




CER 12 VISITA | CER 22 VISITA

S-S SN2 B B R G B~ & 2 N IR 0 J B S B S R A
A B O] O] | O o1 O o1 O] O1

Media 3,8 Media 4,72 (+24 % de mejora frente a la 12 visita)

El VHI se evalu6 en todas las mujeres. Los resultados mostraban una clara
mejora del VHI. Las puntuacion total media aumenté un 18 % al final del

estudio (tabla 4 y figura 3)

Tabla 4 Resultados VHI

VHI (TO) VHI (T12)

1 18 18
2 18 24
3 23 22
4 17 23
5 21 25
6 19 21
7 17 22
8 20 23
9 19 24
10 20 22



11 17 22
VHI (TO) VHI (T12)
Media 19,0 22,4

18 % de mejora frente al valor inicial

4.4, Epitelizacion cervical en mujeres

Este estudio se realiz6 en 5 mujeres sanas (es decir, sin sintomas clinicos
vaginales). Cada paciente recibié 12 dias de gel PALOMA una vez al dia
durante la noche. El efecto sobre la epitelizacion de la mucosa del cuello
uterino se evalud mediante colposcopia convencional. Las lesiones mediante

colposcopia se clasificaron usando la puntuacion CER (véase mas arriba).

Los resultados de la tabla 2 muestran un efecto positivo del PALOMA GEL en
cuanto a mejorar la reepitelizacion de la mucosa del cuello uterino con un
75 % de mejora de la puntuacion CER (valor inicial frente al final: 2,4 vs 4,2).
Un total de 2 de las 5 mujeres mostraron una recuperacién completa
(puntuacion CER =5).

Tabla 2 Resultados de la evaluacién mediante colposcopia (Puntuacién CER)

PACIENTE COLPOSCOPIA COLPOSCOPIA
TO T12

1 3 5

2 3 4

3 3 4

4 1 3

5 2 5

Puntuacion media 2,4 4,2 (+75 % vs TO)

La FIG. 4 muestra los cambios observados en la mucosa del cuello uterino.

Las areas oscuras corresponden a las areas de epitelizacion.



4.5. Estudio clinico piloto con mujeres VPH positivas

Se llevé a cabo un estudio "piloto" prospectivo, observacional, paralelo,
comparativo, para evaluar el efecto del PALOMA Gel (Véase la composicion
del ejemplo 1) sobre la reparacién de la mucosa vaginal dafiada en una
poblacion femenina con una prueba de Pap positiva para displasia leve
(ASCUS, L-SIL, CIN-1). Se reclutaron un total de 40 mujeres con edades de
18 a 65 afios. Se dividieron en 3 grupos: PALOMA Gel administrado una vez
al dia (n = 15), PALOMA Gel administrado cada dos dias (n = 15), y un grupo
de control con un tratamiento convencional de estas lesiones lo que equivale
a la no administaciéon de tratamiento (n = 15). Los pacientes recibieron el
PALOMA Gel o el tratamiento convencional durante 6 meses y tuvieron visita
médica en el periodo inicial y tras 3 y 6 meses. Se realiz6 una visita

subsiguiente adicional en el mes 12 (tras 6 meses de no tratamiento).

En cada visita se efectuaron una prueba de Pap y una colposcopia. Los datos
sobre la reepitelizacion y el estado de las lesiones vaginales se obtuvieron
siguiendo los procedimientos convencionales. Se recogieron en cada visita
las preferencias del paciente sobre regimenes, calidad de vida y seguridad.
Los genes del VPH, L1 y E6/E7, se determinaron mediante PCR (L1), MT-
PCT (E6/E7) y secuenciacion (L1) en el periodo inicial y a la terminacion del

estudio para evaluar la infeccion por VPH.

Resultados

Las caracteristicas demograficas y clinicas basales eran comparables en

todos los grupos.

En el mes 3, los pacientes de ambos grupos PALOMA Gel mostraban una
tendencia a una mejor epitelizacion de las lesiones vaginales en comparacion
con los pacientes que recibieron el tratamiento convencional (comparacion

intergrupal) y el valor basal (comparacion intergrupal). Estas diferencias



fueron significativas el mes 6. El tratamiento convencional mostraba un
resultado estacionario o negativo en cuanto a la reparacion de las lesiones

vaginales.

Se observo una ligera tendencia a una mayor negativizacion del VPH en los
grupos PALOMA Gel.

Analogamente, se observo un resultado mejor no significativo en cuanto a las
escalas de calidad de vida en los pacientes con administracion del PALOMA
Gel. No se observaron diferencias en cuanto a las preferencias de regimen.

Ambos regimenes de PALOMA Gel fueron seguros a lo largo del estudio.

Los resultados obtenidos han de ser evaluados como enteramente positivos,
considerando la mejora de la situacion clinica en los grupos de estudio (en
comparacion con el resultado estacionario o negativo en el grupo de control) y
también la casi total ausencia de efectos secundarios en los grupos de

estudio.

Este estudio indica que la administracion del PALOMA Gel es una buena

opcion en el tratamiento de lesiones vaginales leves debidas al VPH.

5. Composiciones de los extractos y otros productos para su uso en la

composicion de lainvencion

Las fuentes apropiadas para los principios activos empleados en las

composiciones de la invencion se listan a continuacion.

Extracto de C. versicolor (Actipone® Coriolus) de Symrise con la siguiente
composicién: Agua (> 50 %), glicerina (25-50 %), extracto de C. versicolor (1-
5 %), benzoato sédico (0,5 %), acido lactico (0,215 %) y sorbato potasico
(0,2 %).



Extracto de Azadirachta indica (Extrapone® Neem) de Symrise con la
siguiente composicion: Agua (> 50 %), glicerina (25-50 %), extracto de
Azadirachta indica (0,1-1 %), benzoato sodico (0,5 %), acido lactico (0,36 %)
y sorbato potéasico (0,2 %).

Prebidtico (Nio-Glucan®) de Naturalis Life Technologies con la siguiente
composicion: Carboximetil beta-glucano sédico: 2,0-6,0 %,
Magnolol/Honokiol: 1,0-3,0 %, Dilaurato de poliglicerilo-10: 10,0-15,0 %, Ester
poliglicerilo-6 de aceite de semilla de sandia 10,0-15,0 %, Ester poliglicerilo-6
de aceite de semilla de avellana 10,0-15,0 %, Oleato de sorbitan 4,0-6,0 %,
Lecitina: 3,0-5,0 %, Agua: 45,0-50,0 %
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CLAUSULAS

1. Una composicion tépica que comprende un extracto de Coriolus versicolor,
para su uso en la prevencion y/o el tratamiento mediante administracion

genital de un trastorno genital que es causado por un agente infeccioso.

2. La composicién tépica de acuerdo con la clausula 1, en la que la
prevencion y/o el tratamiento comprende la potenciacion de la inmunidad

genital frente a agentes infecciosos.

3. La composicion tépica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1-2, en

la que la administracion genital es administracion vaginal o cervical.

4. La composicién topica para su uso de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1-3, en la que el agente infeccioso se selecciona del grupo que
consiste en el virus del papiloma humano (VPH), Candida albicans,
Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Bacteroides,
Mycoplasma, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Herpes virus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Escherichia coli,
Streptococus alfa, Bacillus, Enterobacter, Proteus, Enterobacter cloacae,
Klebsiella, S. epidermidis, Klebsiella pneumoniae y dermatofitos.

5. La composicion tépica para su uso de acuerdo con la clausula 4, en la que

el agente infeccioso es el virus del papiloma humano.

6. La composicion tépica para su uso de acuerdo con cualquiera de las
clausulas 1-5, en la que el trastorno genital se selecciona del grupo que
consiste en cancer cervical, vulvovaginitis, dermatofitosis, candidiasis, herpes
genital, gonorrea, proctitis, infertilidad, cervicitis, enfermedad inflamatoria

pélvica, embarazo ectdpico, dolor pélvico aguo o crénico, tricomoniasis.

7. La composicion topica para su uso de acuerdo con la clausula 6, en la que



el trastorno genital es cancer cervical.

8. Una composicion tdpica para administracion genital que comprende un
extracto de Coriolus versicolor.
9. La composicion tépica de acuerdo con la clausula 8, en la que la

administracion genital es administracion vaginal o cervical.

10. La composicion tépica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 8-9,
gue comprende adicionalmente al menos un compuesto activo seleccionado
del grupo que consiste en un agente humectante, un prebiotico, un agente

regenerador de tejidos, un agente antiinflamatorio y un agente antivirico.

11. La composicién topica de acuerdo con la clausula 10, que comprende
como compuestos activos adicionales un agente humectante, un prebiotico y

un agente regenerador de tejidos.

12. La composicién topica de acuerdo con la clausula 11, que comprende

adicionalmente un agente antiinflamatorio y/o un agente antivirico.

13. La composicién tépica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 10-12,
en la que el agente humectante es &cido hialurénico, el prebidtico es bio-
Ecolia®, el agente regenerador de tejidos es un extracto de Centella asiatica,
el agente antivirico es un extracto de Azadirachta indica y el agente
antiinflamatorio se selecciona entre magnolol, honokiol y mezclas de los

mismos.

14. La composicion topica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 10-13,
en la que el extracto de Coriolus versiculus y/o uno o mas de los compuestos

activos adicionales estan encapsulados en liposomas.

15. La composicion topica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 10-14,

que comprende un extracto de Coriolus versicolor, Nio-Oligo HA®, Bio-Ecolia®



y Centella Phytosome®.



