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DESCRIPCION
Usos cosméticos de radiacion electromagnética.

La presente invencion se refiere al uso cosmético de radiacion electromagnética para la reduccion o alivio o
eliminaciéon o disminucién de arrugas o lineas finas, especialmente, pero no exclusivamente, arrugas faciales y del
cuello y otros signos de envejecimiento. La presente invencidon también proporciona el uso de radiacion
electromagnética para, de manera general, rejuvenecer la piel, retardar los signos de envejecimiento y mejorar la
elasticidad, el tono y la apariencia de la piel. La invencién también proporciona un método de tratamiento de la piel
para reducir o aliviar o retardar o revertir los signos visibles de envejecimiento y para embellecer la piel.

ANTECEDENTES

En la piel joven, el colageno que esta justo por debajo de la superficie de la piel forma una reticula organizada con
buena elasticidad y flexibilidad. A medida que pasan por la menopausia las mujeres y envejecen los hombres,
ambos experimentan un aumento en la formacién de arrugas en la piel y una disminucién del grosor de la piel.
Durante el envejecimiento, el coldgeno cambia su estructura, afectando negativamente a la apariencia cosmética de
la piel. El cambio en el colageno también puede ser acelerado por la exposicion prolongada a los rayos UV del sol.
Anualmente se gastan miles de millones de libras en la industria cosmética, y se estima que la mujer media gasta
alrededor de 800 £ al afio en productos para el cuidado de la piel y cosméticos.

Se conoce de la técnica anterior el uso de exfoliaciones quimicas o preparaciones cosméticas, tipicamente en la
forma de cremas, para prevenir o mitigar las arrugas y como agentes antienvejecimiento. Tales preparaciones
pueden contener productos vegetales y/o animales sintéticos o existentes en la naturaleza. Las composiciones se
aplican por via tépica y usualmente en una base regular, a fin de maximizar sus efectos. Sin embargo, hay limitadas
evidencias de que incluso el uso persistente de tales composiciones alivie los signos visibles de envejecimiento.

Como alternativa a las preparaciones cosméticas y estiramientos faciales quirirgicos, se conoce el uso de una
fuente de radiacion electromagnética de bajo nivel para conseguir respuestas fotoquimicas en la piel, denominado
comunmente bioestimulacién. La bioestimulacién depende del concepto de replicacion y sintesis potenciadas, lo que
da como resultado un aumento de la produccién de colageno, un aumento de la estimulacion de los fibroblastos o un
aumento en la sintesis de ADN. La energia de la luz es absorbida en los citocromos y porfirinas dentro de las
mitocondrias celulares y las membranas celulares, produciendo una pequefia cantidad de oxigeno singlete. Por regla
general, los pacientes requieren de cuatro a seis sesiones para las afecciones agudas y de seis a ocho tratamientos
para las afecciones crénicas. Este tipo de tratamiento es tanto prolongado como caro.

Desde la década de los 90, se estan usando laseres para la remodelacion superficial de la piel y la eliminacién de
las arrugas. La eliminacion de las arrugas es una técnica agresiva en la que se retira tejido capa a capa, invadiendo
la dermis e induciendo de hecho una quemadura de segundo grado. Se deposita calor en la dermis, encogiendo el
colageno y tensando la piel. El laser induce la desnaturalizacion del colageno en la dermis y la formacién de
reticulaciones, que dan como resultado un efecto tensor que estira la piel, reduciendo o eliminando asi las arrugas.
Este proceso se denomina termdlisis, y el calentamiento térmico de los tejidos es un requisito previo para la terapia,
se cree que el umbral térmico para la termdlisis es aproximadamente 70°C. Sin embargo, el problema con el
tratamiento por laser tradicional es que el paciente puede sufrir quemaduras y por tanto tener una piel supurante,
costras y enrojecimiento durante muchas semanas después del tratamiento. Ademas, se ha reportado una alta
incidencia de hiperpigmentacién después del tratamiento de eliminacion de arrugas por laser de CO».

La solicitud de patente internacional WO 99/19024 describe el uso de radiacion electromagnética a 1072 nm para el
tratamiento de afecciones asociadas con infecciones bacterianas y/o viricas. Hay por lo tanto una necesidad de un
método alternativo, eficaz y seguro para reducir o aliviar o eliminar o disminuir las arrugas o lineas finas, rejuvenecer
la piel, retardar los signos de envejecimiento y mejorar la elasticidad, el tono y la apariencia de la piel, y para
embellecer en general la piel.

BREVE COMPENDIO DE LA INVENCION

Segun un primer aspecto de la invencién, se proporciona un método para tratar cosméticamente un area superficial
de la piel facial de un mamifero reduciendo o aliviando o eliminando o disminuyendo las arrugas o lineas finas que
aparecen como resultado del envejecimiento, comprendiendo el método irradiar la piel con una fuente de radiacién
electromagnética divergente centrada en 1072 nm y que tiene un ancho de banda de entre 10 y 120 nm, con una
intensidad de al menos 500 uWatios/cm2 y hasta 500 mWatios/cm?.

La referencia en la presente memoria a “tratar cosméticamente” incluye reducir o aliviar o eliminar o disminuir las
arrugas o lineas finas, rejuvenecer la piel, retardar o revertir los signos visibles de envejecimiento, mejorar la
elasticidad, el tono, la textura y la apariencia de la piel, y embellecer en general.

La referencia en la presente memoria a “piel” incluye la epidermis mas externa, la capa basal y la dermis de la cara,
el pecho, el brazo, la nalga, el muslo, el estbmago o el cuello.
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En toda la descripcion y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, las palabras “comprender” y “contener” y
variaciones de las palabras, por ejemplo “que comprende” y “comprende”, significan “que incluye pero no se limita
a”, y no pretende (y no lo hace) excluir otras restos, aditivos, componentes, nimeros enteros o etapas.

En toda la descripcion y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, el singular engloba el plural a menos que
el contexto requiera lo contrario. En particular, donde se usa el articulo indefinido, se entiende que la memoria
descriptiva contempla tanto pluralidad como singularidad, a menos que el contexto requiera lo contrario.

Los rasgos, numeros enteros, caracteristicas, compuestos, restos o grupos quimicos descritos en conjuncion con un
aspecto, realizacién o ejemplo particular de la invencién son para ser entendidos como aplicables a cualquier otro
aspecto, realizacion o ejemplo descrito en la presente memoria, a menos que sean incompatibles con los mismos.

Preferiblemente, la luz divergente esta entre 10° y 50°. Por divergente se quiere decir que la radiaciéon
electromagnética emitida desde la fuente electromagnética tiene un angulo medio divergente de al menos 5°.
Preferiblemente la divergencia de la radiacion electromagnética esta en el intervalo 15° a 25° de divergencia de
angulo medio.

Por tanto, se apreciara que el método de la presente invencién no incluye el uso de laseres como fuente de
radiacion electromagnética.

Se ha establecido ahora, sorprendentemente, que la radiacion electromagnética de baja intensidad, de pequefio
ancho de banda (alrededor de 10 nm a 120 nm y preferiblemente 50 nm) es eficaz en tratar cosméticamente la piel.
Se postula que la manera en la que la radiaciéon electromagnética lleva a cabo su accién es por medio de
transmision de energia a través de componentes/organulos celulares, enzimas tales como, pero no limitadas a,
6xido nitrico sintasa inducible (iINOS). Una molécula de agua que tiene un intervalo de longitudes de onda de
radiacion electromagnética que se ha hecho pasar a través de ella producira varios picos de transmision. Estos picos
de transmision estan asociados con el intervalo de longitudes de onda de radiacion electromagnética terapéutica
preferido de la invencién, y por tanto implica un papel para la molécula de agua en el mecanismo general de accion.

Segun la invencion, la longitud de onda de la radiacién electromagnética esta centrada alrededor de 1072 nm.

Los estudios de los autores de la invencién han demostrado que las longitudes de onda centradas alrededor de una
luz de ancho de banda Unico restringido centrado a 1072 nm son particularmente eficaces en reducir la longitud y
area de las arrugas. Es de hacer notar que esta longitud de onda corresponde a las longitudes de onda de la
emisién pico de un perfil de transmision de la luz de una molécula de agua, y por tanto los autores de la invencion
creen que el mecanismo de accion esta relacionado con el agua y posiblemente las membranas celulares.

Los estudios de los autores de la invencion también han demostrado que 1072 nm y 880 nm incitan efectos
opuestos sobre la viabilidad de los linfocitos ex vivo, siendo la primera longitud de onda protectora y la segunda
citotoxica. Ademas, los autores de la invencién proporcionan evidencias de que 1072 nm protegen frente a la
linfotoxicidad mediada por UV.

Preferiblemente, la radiacion electromagnética es continua o pulsada.

Preferiblemente, cuando la radiacion electromagnética es continua, la intensidad es al menos 500 pWatios/cm? y
hasta 500 mWatios/cm?.

Preferiblemente, cuando la radiacién electromagnética es pulsada la intensidad es al menos 500 pWatlos/cm de
energia pico y la potencia media es hasta 500 mWatios/cm?. La potencia media es la potencia pico multiplicada por
la proporcién del tiempo total en que se aplica la radiacion. Por ejemplo, si la potencia pico es 500 uWatlos/cm2 yes
pulsada durante 10 usegundos a una frecuencia de 600 Hz, entonces la potencia media es 30 uWatlos/cm

Los metodos de la técnica anterior que se basan en un calentamiento térmico especifican un limite inferior de 0,5
Watios/cm?. La presente invencion, que busca evitar cualquier efecto térmico, opera por debajo de este nivel.

Preferiblemente, cuando la radlaC|on electromagnética es pulsada, la potencia media de la intensidad esta en la
regién de 50-100 uWatlos/cm

Los autores de la |nvenC|on han encontrado que la potencia puede oscilar adecuadamente de 500 pWatlos/cm a
500 miliwatios/cm? continuos de potencia pico cuando se aplica sobre la piel. Por regla general, se usan 20
mWatios/cm? sobre la piel, pero este valor es dependiente de como es de graso o muscular el paciente, y por tanto
de qué profunda es la arruga.

Preferiblemente, cuando la radiacion electromagnética es pulsada se aplica durante periodos de al menos 10-15
psegundos, y mas preferiblemente se aplica a una frecuencia/velocidad de repeticion en el intervalo de 300-900 Hz,
mas preferiblemente aln la frecuencia/velocidad de repeticion esta en, o alrededor de, 600 Hz.

Los estudios de los autores de la invencién han demostrado que la radiaciéon electromagnética puede ser bien
coherente o bien no coherente, los resultados clinicos no son afectados por este parametro.
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Preferiblemente, la radiacion electromagnética se aplica al area afectada durante al menos 30 segundos hasta unos
minutos. Un tiempo de exposicion tipico esta en la region de 3 minutos, sin embargo, para arrugas mas profundas,
este tiempo aumenta segun la profundidad de la capa de grasa del individuo, y la exposicién podria ser de hasta 10
minutos.

Se debe apreciar que la fuente de energia que emite la radiaciéon electromagnética tendra que producir mas que la
intensidad requerida para el efecto clinico, dado que los autores de la invencion han demostrado que
aproximadamente el 99% de la cantidad terapéutica de luz aplicada se pierde a través de la superficie de la piel
durante el tratamiento. Por tanto, la intensidad de la radiacion aplicada tendra que ser corregida cuando se lleve a
cabo un tratamiento.

A partir de lo anterior se entiende que la radiacion electromagnética puede ser dirigida hacia el sitio diana bien de
manera continua o bien de una manera interrumpida (pulsada). El principal beneficio de la interrupciéon es que
permite la conservacion de energia y facilita una salida de potencia pico mucho mas alta, mejorando de este modo la
respuesta cosmética.

Preferiblemente, la fuente de terapia de radiaciéon electromagnética incluye medios para reducir la cantidad de
radiacion ambiental, que incide sobre el sitio de tratamiento.

Preferiblemente, la fuente de radiacion electromagnética es un diodo emisor de luz. La radiacién de tales
dispositivos puede ser accionada eléctricamente, o la radiacion puede ser suministrada a un aplicador por medio de
un sistema de suministro de fibra dptica.

Preferiblemente, la fuente de radiacidon emisora incluye una union PN dispuesta para emitir radiacion con una
longitud de onda centrada en o alrededor de las longitudes de onda especificadas mencionadas anteriormente. Un
montaje de diodo de luz Unico puede incluir una pluralidad de uniones orientadas. Los diodos emisores de infrarrojo
pueden estar dispuestos no solo para emitir radiacion a una frecuencia especifica, sino también para emitir un haz
divergente de alta intensidad. La luz divergente también puede proceder de polimeros emisores de luz.

La presente invencion se refiere a un método para tratar cosméticamente la piel con radiacion electromagnética
divergente que tiene una longitud de onda en el intervalo de visible a infrarrojo y centrada alrededor de 1072 nm. La
radiacion electromagnética se aplica a una intensidad baja, de tal modo que no se causa dafio térmico ni
calentamiento a la piel ni a ningun otro tejido u 6rgano alrededor del area de tratamiento. De esta manera, el método
de la presente invencion difiere de la técnica anterior, ya que los efectos son no térmicos y evitan la termdlisis.
Ademas, la presente invencion es contraria a lo esperado respecto a la bioestimulaciéon, dado que el concepto de
aumento de la replicacién y sintesis es evitado de forma concluyente. De hecho, los autores de la invencion han
encontrado que las longitudes de onda empleadas en la presente invencion inhiben especificamente la sintesis de
ADN, inhiben la produccién de colageno e inhiben la replicacion de fibroblastos. Los resultados de los autores de la
invencion han demostrado que la calidad del tejido conectivo entre las células es mejorada sorprendentemente por
la inhibicion de la produccion de colageno en lugar de aumentar la densidad del colageno para conseguir el efecto
deseado, como por la técnica anterior.

La invencién proporciona un método para mejorar las caracteristicas elasticas de un area superficial de la piel de un
mamifero que comprende irradiar la piel con una fuente de radiacidn electromagnética divergente de 1072 nm.

Los autores de la invencién han encontrado, usando el método de la presente invencion, que las fibras de elastina
se vuelven menos fragmentadas y mas uniformes, por ello mejoran las caracteristicas elasticas de la piel. Por
ejemplo, cuando se traté la piel del pecho, los autores de la invenciéon encontraron que no sélo mejoré la elasticidad
de la piel, sino también el tono tisular. Los autores de la invencion también han encontrado que el método de la
presente invencion mejora la viabilidad celular.

La invencidn proporciona un método para reducir el area superficial y el volumen de tejido de un area superficial de
la piel de un mamifero que comprende irradiar la piel con una fuente de radiacion electromagnética divergente
centrada alrededor de 1072 nm.

Los resultados obtenidos por el método de la presente invencion demuestran que reduciendo el volumen de piel por
encima de los ojos y por debajo de los ojos, se puede reducir la apariencia caida de los lados de la cara. De esta
manera, los autores de la invencién han demostrado que la reduccion del volumen tisular y del area superficial de la
piel, junto con la mejora en las caracteristicas elasticas, proporciona los efectos cosméticos deseados.

Se apreciara que, en un cuarto aspecto del método de la presente invencion, ésta también se puede usar para
prevenir o reducir o revertir el dafio en la piel causado por la luz UV o el fotoenvejecimiento.

La invencion también proporciona el uso de radiacion electromagnética divergente centrada alrededor de 1072 nm
para tratar cosméticamente un area de piel superficial.

Preferiblemente, todos los aspectos de la invencion incluyen ademas uno cualquiera o mas de los rasgos del primer
aspecto de la invencion descritos anteriormente en la presente memoria.
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Se ha demostrado que la terapia con luz, tanto laser como LED, proporciona un beneficio clinico en muchos
escenarios terapéuticos. Los efectos de la luz centrada alrededor de longitudes de onda de 1072 nm y 880 nm,
usando un intervalo de protocolos de irradiaciéon Unicos y multiples, han sido evaluados en cuanto a su efecto sobre
linfocitos humanos recién preparados estimulados con fitohemaglutinina (PHA). El nidmero de células viables
permanecio significativamente mas alto después de la irradiacién con 1072 nm, y fue significativamente mas bajo
después de la irradiacion con 880 nm comparado con controles no tratados, siguiendo una irradiacién Unica diaria
durante un periodo de cinco dias. Ademas, el numero de células fue significativamente mas alto después de un
pretratamiento con 1072 nm y exposiciéon a UVA, comparado con células tratadas con UVA solamente. Las células
irradiadas dos veces en el Dia 3 después de la recoleccion con diversas bandas de onda confirman en el Dia 5 un
aumento en el % de viabilidad celular después de la exposicién a 1072 nm, y 1072 nm alternando con irradiacion de
1268 nm, y una disminucidon en el % de viabilidad celular después de la irradiacion con 880 nm sola. Estas
observaciones conducen a los autores de la invencion a creer que la luz centrada alrededor de una longitud de onda
de 1072 nm puede ser util en un método ex vivo para mejorar la viabilidad de las células inmunitarias.

Hay descrito pero no reivindicado un dispositivo emisor de luz portatil para el tratamiento cosmético de la piel; el
dispositivo comprende un medio de energia para suministrar energia a un medio emisor de luz que produce
radiaciéon electromagnética divergente centrada alrededor de 1072 nm, un panel flexible o con forma a través del
cual pasa la luz y una carcasa a la cual esta unido el panel flexible o con forma, de tal modo que el dispositivo puede
ser adaptado al contorno de una parte del cuerpo que requiere tratamiento cosmético.

Preferiblemente, el medio de energia es una bateria o es electricidad de la red.

Preferiblemente, el dispositivo emisor de luz es un LED o mas preferiblemente una pluralidad de LEDs. Se apreciara
que el dispositivo de la presente invencion no es un dispositivo laser.

Preferiblemente, el dispositivo también puede comprender al menos una o mas uniones PN dispuestas para emitir
radiacion con una longitud de onda centrada en o alrededor de una cualquiera 0 méas de las longitudes de onda
especificadas seleccionadas del grupo que comprende 940 nm, 950 nm, 1040 nm, 1060 nm, 1072 nm y 1267 nm.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La invencion sera descrita ahora con referencia a las siguientes Figuras, en donde:

La Figura 1 muestra vistas en planta (1A), lateral (1B) y transversal (1C y 1D) de uno de los dispositivos para poner
en practica el método de la invencién;

La Figura 2 muestra una vista lateral de una alternativa del dispositivo para poner en practica el método de la
invencion;

La Figura 3 muestra una vista frontal, la Figura 4 muestra una vista lateral y la Figura 5 una vista trasera de una
alternativa adicional del dispositivo para poner en practica el método de la invencién;

La Figura 6, columnas 1y 2, muestran el % de viabilidad celular de Blastos PHA después de un tratamiento tnico de
3 min de IR1072 en el Dia 3 y Dia 5 antes de ensayar la apéptosis en el Dia 5. Los datos se compararon con
controles respectivos, y se analizaron usando un ANOVA, donde *p<0,05.

Las columnas 3, 4 y 5 muestran el % de viabilidad celular de Blastos PHA después de tratamientos multiples de 5 x
3 min de IR1072 y IR880 en el Dia 3 y Dia 5, antes de ensayar la viabilidad celular en el Dia 5. Los datos se
compararon con controles respectivos, y se analizaron usando un ANOVA, donde **p<0,01.

La Figura 7 muestra el % de viabilidad celular de Blastos PHA después de tratamientos Unicos diarios de 3 min
irradiados bien con IR1072 o bien con IR880. La viabilidad celular se determiné usando el kit de apoptosis de
Anexina V. Los datos de IR1072 se analizaron en comparacion con los datos de IR880 respectivos, usando un
ANOVA, donde se vieron diferencias significativas en los Dias 1, 3, 4 y 5, *p<0,01, y una tendencia a la significancia
en el Dia 2.

La Figura 8 muestra Blastos PHA que fueron pretratados 4 x 3 min en el Dia 3, y 1 x 3 min en el Dia 4 con IR1072, y
después se incubaron las células durante 4 horas antes de la exposicion a UVA durante 40 min. Después las
muestras se ensayaron en cuanto a la viabilidad celular. Los datos fueron analizados y comparados con UV tratados
solo, usando un ANOVA, donde **p<0,01.

La Figura 9 muestra el efecto de diversas bandas de onda de Blastos PHA tratados en el Dia 3 durante 2 x 3
minutos y analizados. Los datos fueron analizados y comparados con el control no tratado usando un ANOVA
multiple, donde **p<0,01.

La Figura 10 muestra un Western Blot que muestra el efecto del tratamiento IR sobre los niveles de expresion de la
proteina iINOS. Se expusieron los Blastos PHA diariamente a una fuente infrarroja 1 x 3 min, IR1072 o IR880, y se
ensayaron en los Dias 3 y 5 en cuanto a la expresion de la proteina iINOS usando un inmunoblotting cuantitativo con
un anticuerpo anti-iNOS selectivo (Autogen Bioclear, Reino Unido) (los Inmunoblots se resondaron y estandarizaron
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con un anticuerpo de beta-actina (Sigma, Reino Unido).

Carril 1, células de control (Dia 5); Carril 2, células tratadas con IR1072 (Dia 5); Carril 3, células tratadas con IR880
(Dia 5); Los datos fueron comparados mediante un ANOVA muiltiple con un nivel de significancia fijado a p<0,01.

La Figura 11A muestra los efectos después de 2 meses de un tratamiento diario con 1072 nm comparado con la
Figura 11B del mismo individuo antes de que comenzara el tratamiento, la Figura 11C muestra una imagen antes
superpuesta y una imagen después de 1 mes de tratamiento con 1072 nm sobre el mismo individuo.

La Figura 12 muestra una representacion esquematica del protocolo para los estudios humanos.

La Figura 13A (antes) y 13B muestran el efecto de tratamientos mdltiples y la reduccion de las bolsas bajo los ojos.
Las Figuras 14A, B y C muestran un individuo diferente de la Figura 12 que ha sufrido el mismo protocolo.
DESCRIPCION DETALLADA

Hay varios productos que reivindican eficacia en el tratamiento de las lineas y arrugas utilizando luz no térmica en
las longitudes de onda azules, amarillas o rojas. En la presente invencion los autores de la misma han intentado
identificar cualquier respuesta fisioldgica que fuera dependiente de la longitud de onda. Las longitudes de onda
usadas oscilaron de 660 nm a 1268 nm, se examinaron diversos anchos de banda restringidos tanto solos como en
combinacion. Los autores de la invencién han encontrado que un Unico ancho de banda de luz restringido centrado
en 1072 nm parecié tener un efecto positivo sobre los linfocitos humanos. Se demostré que esta longitud de onda de
luz protege a los linfocitos humanos frente al efecto dafiino de la radiaciéon UV, un conocido agente de
fotoenvejecimiento.

El dispositivo preferido para poner en practica el método de la invencion es un dispositivo 1 emisor de luz portatil,
que puede ser accionado bien por bateria o bien por la red eléctrica. El dispositivo sigue los contornos del area 2 a
ser tratada, la cara, ojos, brazos, muslos o pecho.

La Fig 1A muestra la vista en planta, vista lateral (1B) y vistas transversales (1C y 1D) de un dispositivo emisor de
luz manual portatil, que tiene la forma conveniente de un ojo. La luz infrarroja pasa a través del panel 3 transparente
hacia la piel a ser tratada. La fuente de alimentacién a la unidad se conecta a través del area 4 y el dispositivo se
sujeta en su lugar mediante el cuerpo 5. El panel 3 es ligeramente céncavo para seguir los contornos del area a ser
tratada y para evitar una presién indebida sobre el ojo cuando se coloca sobre la érbita. El espacio 6 contiene la
electrénica de control, que controla la intensidad y duracién del ciclo de tratamiento. También aloja los LEDs 7. La
Figura 2 muestra una realizacion alternativa del dispositivo para su colocacién sobre una parte mas grande de la
piel.

Con referencia a las Figuras 3 a 5 de los dibujos acompariantes, una segunda realizacion de acuerdo con la
presente invencion esta en la forma de una fuente de radiaciéon multipanel de longitudes de onda estrechas. En este
caso, una pluralidad de paneles 7 estdn montados en una relacion lado a lado sobre las bisagras 8 que, a su vez,
estan conectadas a un pie 9 por medio de los brazos 10 y 11. La disposicion es tal que los paneles se pueden mover
unos en relacion a los otros y el pie puede ser ajustado para cambiar la direccion de iluminacion. El pie bien se
extiende desde el suelo o bien esta unido a una silla o cama.

La pared frontal de cada panel 7 es transparente y, montada por debajo de la pared frontal, hay una matriz de
dispositivos 12 emisores de radiacion.

Como con las realizaciones del dispositivo descritas anteriormente, esta realizacion de la invencion incluye
electrénica de control para limitar el tiempo de aplicacion de la radiacion y para monitorizar la radiacion ambiental y
proporcionar una alarma cuando el valor umbral de la radiacién ambiental es excedido.

Los dispositivos de la presente invencidon se pueden usar para la mejora cosmética de la celulitis que afecta a las
nalgas y piernas, y del tono tisular de los pechos, también se pueden usar para tratar la cara como un todo.

Métodos y materiales
Preparacion de las células

Se obtuvo sangre entera humana heparinizada de voluntarios sanos, y las células mononucleares de la sangre
periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) se separaron usando Lymphoprep (Axis-Shield Poc AS, Oslo, Noruega) y
se centrifugaron a 400 X g durante 25 min. Las PBMCs fueron aisladas de la capa interfacial, se lavaron 2 veces en
un lavado RPMI sin L-glutamina (Gibco™) y se resuspendieron en RPMIlcm (lavado RMPI + suero fetal de ternero al
10% v/v + Penicilina/Estreptomicina al 1% + L-Glutamina al 1%). La densidad de las células se ajusté de manera
acorde a 1 x 10° células/ml con RPMIcm. Se afiadieron a las células 100 pl de PHA (“Lectin”, Sigma) para preparar
los Blastos PHA. Las células se incubaron a 37°C en CO; al 5%.

Configuracion experimental
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Los cinco protocolos se establecieron como sigue:

1. Se expusieron los Blastos PHA a una fuente de luz infrarroja, IR1072, en los Dias 3, 4 y 5 después de la
recoleccion. Usando placas de cultivo de 35 mm, todas las células fueron expuestas a un tratamiento unico de 3
min de luz infrarroja. Después de los tratamientos diarios, se analizaron muestras celulares individuales replicadas
en cuanto al % de viabilidad celular en el dia 5.

2. Se expusieron los Blastos PHA a IR1072 y IR880 en el Dia 3 y 5 para tratamientos de 5 x 3 min y se analizaron
en el Dia 5. La viabilidad celular y la expresiéon de iNOS se determind después de cada tratamiento en el Dia 5.

3. Se expusieron los Blastos PHA diariamente desde el Dia 1 en adelante a una dosis Unica de 3 minutos de
IR1072 y IR880. Después de la irradiacion diaria, se analizaron las células en cuanto al tanto % de viabilidad
celular.

4. Se expusieron los Blastos PHA a IR1072 en el Dia 3 para un tratamiento de 4 x 3 min y en el Dia 4 para un
tratamiento Unico de 3 min. Después las células se dejaron durante 4 horas antes de la exposicion a UVA durante
40 min, y después se determind la viabilidad celular.

5. Las células se incubaron hasta el Dia 3 en tubos de cultivo tisular y se expusieron a diversas bandas de onda
durante 2 x 3 minutos en el Dia 3. Las bandas de onda incluyeron IR660 nm, IR880 nm, IR950 nm, IR1267 nm,
IR1072 nm, IR1072 alternando con IR1268 nm, IR1072 y IR1267 nm, pulsacién de 1 us de IR1072 nm y pulsacion
de 7 ps de IR1072 nm. Las células fueron analizadas en cuanto al % de viabilidad celular inmediatamente
después de la irradiacion.

Notablemente, para todos los protocolos usados, la temperatura de todas las placas se mantuvo a la temperatura
ambiente en todos los tratamientos de IR y de control.

Kit de Apdptosis de Anexina

Las viabilidades celulares se analizaron usando el kit de Deteccién de Apdptosis de Anexina V (Autogen Bioclear,
Reino Unido). La apoptosis puede ser detectada por el cambio en la posicion de la fosfatidilserina (PS, por sus siglas
en inglés) en la membrana celular. En las células no apoptéticas, la mayoria de las moléculas de PS estan
localizadas en la capa interna de la membrana plasmatica, pero poco después de inducir la apdptosis, la PS se
redistribuye hacia la capa externa de la membrana. La PS expuesta puede ser facilmente detectada con Anexina V.
Las células con Anexina V unida mostraron una tincién verde en la membrana plasmatica. Las células que habian
perdido la integridad de la membrana mostraron una tincion roja (PI) en todo el citoplasma g un halo de tincion verde
en la superficie celular (membrana plasmatica). Se enjuagaron las células a 1x10 -1x10° por placa y se
resuspendieron en Tampoén de Unién de Ensayo. Se afadieron a las células 5 pl de Anexina V y 10 ul de Yoduro de
Propidio (PI, por sus siglas en inglés) antes de incubar a temperatura ambiente en la oscuridad durante 15-30 min.
Las células se observaron bajo un set de filtro dual para FITC (Isotiocianato de fluoresceina, por sus siglas en inglés)
y rodamina usando microscopia de fluorescencia, y fueron contadas en ciego por al menos dos observadores.

Anélisis Western Blotting

Suspensiones de granulos celulares derretidos se homogeneizaron en hielo con un homogeneizador Dounce. Los
niveles de proteinas en la suspensién celular se determinaron usando el Ensayo de Lowry usando albumina de
suero bovino como patrén. Los niveles de proteinas se ajustaron a 10 ug de proteina que se cargaron en cada carril.
Se realiz6 una electroforesis estandar usando un gel de poliacrilamida al 6%. Después de la electroforesis, la
proteina se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (NC) durante 2,5 horas a 50V. La membrana de NC se
bloqued con leche seca no grasa al 5% en 1 x de suero salino tamponado con Tris (TBS) que contenia Tween 20
(Sigma, Reino Unido) al 0,2% durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana de NC se incubd con
anticuerpo primario iINOS (dilucién 1:2500) durante una noche a 4°C. La membrana de NC se lavé 4 x 10 min con
tampon de lavado (leche seca no grasa al 2,5%, Tween 20 al 0,2% en TBS) y se incub6 con anticuerpo secundario
enlazado a peroxidasa de rabano picante anticonejo (dilucion 1:2000) durante 1 hora. La membrana de NC se lavo 4
x 10 min con tampon de lavado. Las bandas de proteina de la NC se visualizaron usando un sustrato de luminol 68
mM, acido p-cumarico 1,25 mM, peroxido de hidrégeno al 30%. El inmunoblot fue expuesto a HyperfiImT'VI durante 3
min en una cassette de pelicula y se revelo y fijo a temperatura ambiente. Las bandas de proteina fueron
cuantificadas usando un densitdmetro ImageQuant® en el intervalo lineal de la pelicula, para determinar la expresién
de iNOS relativa. Los valores de densidad optica (estandarizados con beta-actina) fueron comparados usando un
ANOVA multiple con un nivel de significancia de p<0,05. Los datos se obtuvieron de experimentos replicados en n =
3 individuos.

Estadistica
La apoptosis se midio usando el % de viabilidad celular, esto es,

% de viabilidad celular = [(N° de células viables)/(N° de células totales)] * 100
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Los datos se dan como la media * desviacion estandar.

Se hicieron comparaciones entre células de control y tratadas mediante un ANOVA multiple y se expresaron como
media + DE, con un intervalo de confianza de 95%. El andlisis estadistico se llevo a cabo usando Prism 3.2.

Fuentes de luz

Tanto las fuentes de luz de 880 nm como de 1072 nm emitian luz multimodal de ancho de banda menor que 50 nm,
modo continuo de energia dptica 5 mw/cm?.

Estudios humanos

Las longitudes de onda usadas oscilaron de 660 nm a 1268 nm, se examinaron diversos anchos de banda
restringidos tanto solos como en combinacién. Se reclutaron 40 voluntarios de la poblacion general, de edades entre
45 afios y 65 afios, 38 mujeres, 2 hombres. Cada individuo fue fotografiado usando iluminacion fija y distancia fija.
Las vistas tomadas fueron: izquierda del centro de la cara; derecha del centro de la cara; perfil izquierdo de la cara 'y
perfil derecho de la cara. La distancia e iluminacion constantes facilitaron una comparacion directa entre las
fotografias “Antes” y “Después”.

Cuando se tomaron las fotografias “Después” se aseguré que los ojos estaban abiertos en una cantidad similar en
comparacion con la fotografia “Antes”. Esto permitié entonces la comparacion de los pliegues de la piel por encima y
las bolsas por debajo de los ojos. A los participantes se les pidid especificamente no sonreir ni tener cualquier
expresiéon en la cara cuando se tomaron las fotografias. A cada uno de los participantes se le dio un dispositivo
activo y se les pidi6 tratar el area de la piel alrededor de los ojos durante aproximadamente 30 minutos cada dia (15
minutos por area de 0jo). Se eligi6 la piel alrededor de los ojos, ya que es mas mévil y mas proclive a mostrar una
mejora en la elasticidad de la piel.

Ejemplo 1

Usando un intervalo de protocolos, el tratamiento con IR1072 incitdé consistentemente un significativo efecto
protector sobre la supervivencia de los blastos PHA. En contraste, el IR880 fue consistentemente citotdxico
comparado con las células de control y tratadas con IR1072.

Después de la irradiacién con IR1072, el % de viabilidad celular aumenté significativamente en el Dia 5 (p<0,05)
comparado con los datos de control siguiendo tanto un protocolo de tratamiento de 5 x 3 min Unico como multiple en
el Dia 3 y 5 (Figura 6). En el siguiente protocolo, células irradiadas con 5 x 3 min de IR1072 y IR880, el % de
viabilidad celular disminuy6 significativamente después del tratamiento con IR880 en el Dia 5 (p<0,01) comparado
con las células tratadas con IR1072 (Figura 6). El protocolo de tratamiento diario incité una disminucion significativa
en el % de viabilidad celular para células tratadas con IR880 durante un periodo de 8 dias [Dia 1 (p<0,01), Dia 3
(p<0,01), Dia 4 (p<0,05), Dia 5 (p<0,05) y Dia 8 (p<0,05)], comparado con las irradiadas con IR1072 (Figura 7), en
experimentos paralelos. Después de un pretratamiento con IR1072, y una exposicion posterior a UVA, el % de
viabilidad celular permanecio significativamente mas alto (p<0,01) comparado con células tratadas sélo con UVA
(Figura 8). Después de la irradiacion con diversas bandas de onda, de nuevo las células expuestas a IR880
mostraron una disminucion significativa en el % de viabilidad celular (p<0,01), mientras que el % de viabilidad celular
fue mas alto después del tratamiento con IR1072 (p<0,01) y luz de banda de ondas IR1072/IR1268 alternadas
(p<0,01), todos comparados con controles no tratados (Figura 9). Todas las demas longitudes de onda y condiciones
ensayadas no tuvieron un efecto significativo sobre la viabilidad celular.

Aunque las longitudes de onda en el intervalo 855-905 nm pueden estimular las proliferacion de fibroblastos, los
autores de la invencion han encontrado que la luz en este intervalo parece ser linfotoxica. Los efectos citotdxicos y
protectores sobre las células son rapidos, ya que el analisis se llevé a cabo a las 2 horas de exposicion a la luz IR, y
ambos efectos fueron de larga duracién, siendo observados al menos 2 dias después de los tratamientos. Los
estudios de los autores de la invencién demuestran claramente que la luz en el intervalo 1050 nm-1100 nm mejora la
viabilidad celular después de protocolos de tratamiento tanto unicos como multiples. Mantener la viabilidad de los
linfocitos en presencia de factores adversos es de significacion, ya que las endo- y exo-toxinas bacterianas son
factores leucotéxicos, el efecto de los cuales puede ser reducido mediante la irradiacion de las células inflamatorias
por luz de 1072 nm % 25 nm. Se ha postulado durante mucho tiempo que la luz IR tiene un efecto protector frente al
UVA, sin embargo el intervalo exacto de longitudes de onda era desconocido. Estos presentes resultados sugieren
que la luz de 1072 nm £ 25 nm es protectora frente a algunos de los efectos dafiinos del UVA.

Ejemplo 2

Se ha demostrado que el éxido nitrico es un potente inhibidor de la apdptosis en diversos tipos de células. EI NO se
difunde muy rapidamente tanto a través del agua como de las membranas celulares, y la INOS se produce mas
rapidamente y eficientemente que la eNOS y la nNOS. La iNOS puede funcionar sin la elevacién de los niveles de
calcio intracelular, y su actividad es rapidamente inducible en células inmunitarias, por ejemplo, monocitos y
macrofagos activados primariamente, después de la exposicion a citocinas y productos microbianos.
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A fin de elucidar el mecanismo potencial que subyace en la observada citoproteccién de larga duracion incitada por
la exposicion a IR1072, se realizd un inmunoblotting cuantitativo sondando la expresién de iINOS, en comparacion
con el control y IR880 nm. Después de un pretratamiento con IR1072, se detectd en el Dia 5 un significativo
aumento de 4,9 + 2,1 veces (p<0,05) en la inmunorreactividad de la iINOS, comparado con el control. En contraste,
no se observé un aumento significativo en la INOS con IR880 (2,1 + 2,2 veces para el Dia 5) (p>0,05), realizado en
estudios paralelos (Figura 10).

Bioguimicamente, estos presentes resultados muestran que la iINOS ha sido regulada en ascenso de un modo
dependiente de la longitud de onda, en comparacién con los controles no tratados. Se cree que el NO actia como
un inhibidor de la apdptosis mediante dos mecanismos distintos: en primer lugar, mediante un mecanismo
dependiente del cGMP, donde el NO actia bien a nivel de activaciéon de la proteasa similar a la caspasa-3 o bien
corriente arriba de este evento para impedir la activacion de la proteasa; en segundo lugar, el NO también inhibe la
actividad de la proteasa similar a la caspasa-3 mediante S-nitrosilacion de la enzima. La supresién de la actividad de
la proteasa similar a la caspasa-3 rescata entonces a la célula de la muerte celular programada.

Ejemplo 3

Después del tratamiento de la piel de la cara y ojos con la fuente de luz, los autores de la invencién observaron una
reduccion en la profundidad, longitud y area de las arrugas, los autores también observaron una reduccion en el area
superficial de la piel por encima del ojo y una reduccién en la prominencia de las bolsas bajo los ojos. Para asegurar
una reduccioén en el artefacto al minimo se usé una caja de luz de iluminacién constante. Esto facilité una distancia
constante de la lente de la camara desde el sujeto, y una exposicidon constante. Se requirié a los sujetos que
enfocaran en el mismo punto y descansaran sus mejillas sobre un punto fijo, con su nariz tocando una cuerda para
asegurar la minima rotacion entre fotografias. Después se les dio a los sujetos una fuente de luz para que se
trataran a si mismos al menos una vez al dia, pero preferiblemente dos veces al dia. Después de un mes se tomaron
las fotografias iniciales de seguimiento, seguido de otra serie de fotografias a los 2 meses. Cuando se tomaba la
fotografia era esencial que en todos los casos, en todos los tiempos, la cara estuviera desprovista de expresion, los
ojos estuvieran abiertos en la misma cantidad, permitiendo la comparacién directa de la piel por encima del ojo, y la
mirada dirigida al mismo punto en la caja de luz en todos los casos. Se tomaron 4 vistas, Frontal Izquierda, Frontal
Derecha, perfil Izquierdo y perfil Derecho. Esto facilité la comparacion directa de las bolsas bajo los ojos y la longitud
y profundidad de las arrugas. Las arrugas que no estaban en el plano perpendicular ni horizontal no se examinaron,
ya que ligeras diferencias en rotacion crearian diferencias de artefacto. Los autores de la invencion también han
observado una mejora del tono tisular y muscular en diversas otras partes el cuerpo en las que se ha aplicado el
tratamiento cosmético electromagnético. Los resultados muestran una mejora cualitativa en la reduccién de los
signos visibles de envejecimiento, una reduccién en la piel redundante que afecta a los parpados superiores, un
mantenimiento del tono del tejido facial y por tanto un mantenimiento de los pliegues nasofaciales y contornos de la
cara juveniles.

El método de la invencién mejoré la textura y los contornos de la piel, dando como resultado una piel mas lisa. Estos
efectos pueden ser mantenidos durante hasta uno a tres meses después de interrumpir el tratamiento, y son
capaces de revertir los signos visibles de envejecimiento hasta tanto como 10 afios en algunos casos.

Cuando se aplico la luz a los muslos y nalgas, hubo una mejora significativa en la celulitis observada, una reduccion
en el grado de caida de las nalgas bajo la influencia de la gravedad.

Con referencia a la Figura 11A se muestran los efectos después de 2 meses de tratamiento diario con IR1072 nm
comparado con la Figura 11B del mismo individuo antes de que comenzara el tratamiento, la Figura 11C muestra
una imagen superpuesta antes y una imagen después de 1 mes de tratamiento con IR1072 nm en el mismo
individuo. Los autores de la invenciéon han observado que después de 1 mes de tratamiento los pliegues de la piel
por encima del parpado pueden ser comparados directamente, ya que el parpado superior corta la cérnea en el
mismo lugar, y los reflejos de la luz en la cérnea son idénticos tanto en el caso del control como en los de los
ensayos (Figura 11C). Los autores de la invencién han observado que el parpado superior cae menos después del
tratamiento. La caida es mejorada adicionalmente después de dos meses de tratamiento (Figura 11A).

Ejemplo 4

Con referencia a la Figura 13A, se muestra un perfil lateral de un individuo antes del tratamiento, y en la Figura 13B,
del mismo individuo tras el tratamiento. El individuo tenia una marca identificable de una lesion pigmentada inferior al
limbo corneal. Se dibujé una linea perpendicular a la linea marcadora negra y se hicieron las siguientes medidas:

Figura 13A  Figura 13B

1. Punta de la nariz: 34,2 mm 38,3 mm
2. De la linea a la lesion pigmentada: 20,3 mm 28,6 mm
3. De la linea a la bolsa (7 mm por debajo del parpado) 18 mm 23,2 mm
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Se hizo un ajuste debido a la variacién de escala (distancia a la nariz) para la linea a la lesion pigmentada:
(38,3/34,2) x 20,3 = 22,7 mm, y de la linea a la bolsa: (38,3/34,2) x 18 = 20,2 mm.

Resultados corregidos

Antes Después
Linea a la lesién pigmentada 22,7 mm 28,6 mm
Linea a la bolsa 20,2 mm 23,2 mm

Utilizando la técnica anterior, se midié la reduccién de la bolsa en 8 voluntarios. 7 demostraron una reduccién en el
tamano de las bolsas bajo el ojo.

Ejemplo 5

Asegurando que la apertura de los ojos fuera idéntica tanto en el antes como en el después en la Figura 14C, una
parte de un ojo esta cortada en la imagen “antes” (Figura 14A) y fusionada con el lado complementario del ojo de la
imagen “después” (Figura 14B). La mejora en la calidad de la piel se puede ver faciimente.

Las medidas de los resultados, el tamafio de las bolsas y la medida de los pliegues de piel floja eliminaron la
variabilidad inherente al evaluar meramente las arrugas alrededor de los ojos.

Arrugas Bolsas bajo los ojos Piel floja por encima del parpado
Mejorado n=18 n=6 n=14
No mejorado n=2 n=1 n=2

p=0,0004 p=0,1 p=0,04

19 de los 20 participantes implicados en el estudio estuvieron conformes en que la terapia con luz de 1072 nm fue
eficaz, p=0,00004.

Utilizando las fotografias de linea de base como el aspecto de control de la prueba cosmética, los datos anteriores
demuestran la eficacia del método y dispositivo de la presente invencion. Los tratamientos diarios dan como
resultado que la mayoria de los participantes consiguen un resultado positivo, con una apariencia mas juvenil.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para tratar cosméticamente un area superficial de la piel facial de un mamifero reduciendo o aliviando
o eliminando o disminuyendo las arrugas o lineas finas que aparecen como resultado del envejecimiento,
comprendiendo el método irradiar la piel con una fuente de radiacion electromagnética divergente centrada en 1072
nm y que tiene un ancho de banda de entre 10 y 120 nm con una intensidad de al menos 500 pWatios/cm2 y hasta
500 mWatios/cm®.

2. Un método segun la reivindicacién 1, en el que la piel facial se selecciona del grupo que comprende la piel
alrededor, por encima o por debajo de los ojos y la piel del cuello.

3. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la radiacién electromagnética se aplica al
menos una vez al dia.

4. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el periodo de tratamiento es durante al menos un
mes.

5. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la luz divergente esta entre 10° y 50°.

6. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la radiacion electromagnética es continua o
pulsada.

7. Un método segun la reivindicacién 6, en el que, cuando la radiacidon electromagnética es pulsada, se aplica
durante periodos de al menos 10-15 psegundos.

8. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, en el que, cuando la radiacién electromagnética es
pulsada, la frecuencia/velocidad de repeticion esta en el intervalo 300-900 Hz.

9. Un método segun la reivindicacion 8, en el que la frecuencia/velocidad de repeticion esta en, o alrededor de, 600
Hz.

10. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la radiacion electromagnética se aplica a la piel
durante al menos 30 segundos y hasta unos minutos.

11. Un método segun cualquier reivindicaciéon precedente, en el que la fuente de radiacion electromagnética es un
diodo emisor de luz.

12. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la fuente de luz emisora incluye al menos una o
mas uniones PN dispuestas para emitir radiacién con una longitud de onda que esta centrada en 1072 nm.

13. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la longitud de onda que esta centrada en o
alrededor de la longitud de onda especificada tiene un ancho de banda estrecho de aproximadamente 50 nm.

14. Uso de radiacion electromagnética divergente centrada en 1072 nm y que tiene un ancho de banda de entre 10 y
120 nm con una intensidad de al menos 500 pWatios/cm2 y hasta 500 mWatios/cm? para tratar cosméticamente un
area superficial de la piel facial de un mamifero reduciendo o aliviando o eliminando o disminuyendo las arrugas o
lineas finas que aparecen como resultado del envejecimiento.

11
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FIGURA 6

FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 10

iNOS

beta-actina

Con IR1072 IRS880

FIGURA 11A |

FIGURA 11B

18



ES 2385991 T3

FIGURA 12
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FIGURA 13B
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