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DESCRIPCION
Procedimiento de reduccion de tejidos adiposos por criotermogénesis sin temblor

[0001] La presente invencién se refiere a un procedimiento cosmético no terapéutico y no invasivo de activaciéon de
termogénesis sin temblor para reducir el tejido adiposo sin interrupcion de células ricas en lipidos en un sujeto
esperando adelgazamiento por enfriamiento controlado.

[0002] El exceso de grasa corporal y la adiposidad localizada representan importantes problemas sociales y muchos
sujetos afectados por ella buscan la cirugia plastica para mejorar su apariencia. Sin embargo, la cirugia plastica es un
procedimiento médico invasivo con riesgos asociados, que generalmente puede permitir una recuperacién rapida y
puede afectar la vida social.

[0003] De hecho, incluso con ejercicios fisicos regulares, es dificil de eliminar la grasa de las células ricas en lipidos o
tejido adiposo, ya que por lo general sélo se queman las grasas en condiciones extremas, tales como la dieta. Sin
embargo, las dietas solo brindan beneficios a corto plazo y presentan la desventaja de ser largas, dificiles, que
requieren cambiar todo el estilo de vida y, en muchos casos, llevar a recuperar el peso perdido. En consecuencia, se
han desarrollado varios procedimientos y dispositivos cosméticos para eliminar o reducir la grasa subcutanea local no
deseada.

[0004] La atencion se ha centrado en métodos alternativos para la interrupcién del tejido adiposo (AT), incluyendo
radiofrecuencia, ultrasonidos y tratamiento con laser. En los ultimos afios, el cuerpo de enfriamiento o "criolipdlisis" ha
sido desarrollado, se trata de ya sea la exposicion al frio ambiental (Bartelt et al.) o dispositivos para reducir la
temperatura de la superficie de la piel a -7°C (por ejemplo, patente de EE.UU. n® 9.308.120 y la patente estadounidense
N° 7,367,341, Ejemplo 1), que conduce a la exposicion sistémica o local de los tejidos grasos al enfriamiento activo.
El desarrollo de la criolipdlisis se baso6 en estudios que muestran que el contenido de lipidos intracelulares varia entre
los tipos de células, y que las células dérmicas y epidérmicas son relativamente bajas en acidos grasos insaturados
en comparacion con los adipocitos subyacentes que forman el tejido graso subcutaneo. Como resultado, los diferentes
tipos de células, por ejemplo, células ricas en lipidos y no ricas en lipidos, exhiben diversos grados de susceptibilidad
al frio, con células no ricas en lipidos que soportan temperaturas mas frias que las células ricas en lipidos. Por lo tanto,
la criolipdlisis esta utilizando estas propiedades mediante la aplicacién de medios de enfriamiento para cristalizar los
lipidos citoplasmaticos, alterar la integridad celular e inducir la muerte celular a través de la apoptosis/necrosis, para
reducir selectivamente la AT durante un periodo de semanas a meses (Patente de EE. UU. N° 9,308,120).

[0005] Por consiguiente, debido a la muerte celular de los adipocitos, los métodos de alteracion de la integridad celular
como criolipolisis presentan el inconveniente de:

- hematomas, congelacién, hinchazén o embotamiento de sensacion localizados pueden ocurrir (Que desaparecen
en unas pocas semanas);

- desarrollar un bulto duro debido a la cristalizacion de los lipidos citoplasmaticos, lo que requiere masajear el bulto
después del tratamiento;

- riesgos de hiperplasia adiposa paraddjica (Singh et al. (2015) y Jalian et al. (2014)), que pueden requerir cirugia
en algunos casos graves;

- generar restos de células muertas grasas, grasa (lipotoxicidad), citocinas y otros mediadores inflamatorios que el
organismo debe digerir y eliminar gradualmente en las semanas o meses posteriores al procedimiento, lo que
restringe el tratamiento a un numero limitado de regiones locales al mismo tiempo.

[0006] Estos inconvenientes conducen a un tratamiento ampliamente espaciado (por ejemplo, varios dias o semanas
de diferencia) para permitir que el sujeto elimine dicho restos de células y grasa, para resolver la inflamacion y otros
efectos secundarios.

Sin embargo, las células ricas en lipidos o el tejido adiposo son muy utiles, ya que estan involucrados en numerosos
procesos del metabolismo, como almacenar el exceso de energia como lipidos, regular el equilibrio de energia
sistémica a través de la liberacion de adipocinas que se dirigen a los tejidos periféricos (Dempersmier et al., 2015),
apuntando al cerebro para modular el apetito en respuesta al exceso de suministro de energia (Sonna et al., 1985) y
protegiendo los tejidos, incluidos los musculos y el higado, de la lipotoxicidad (Haemmerle et al., 2006). Por
consiguiente, hasta ahora no se conocian métodos convenientes y eficientes no terapéuticos o cosméticos para
mejorar la apariencia del sujeto al reducir el tejido adiposo sin causar dafio a las células ricas en lipidos (por ejemplo,
tejido adiposo). En este contexto, el solicitante encontré6 sorprendentemente un método que usa enfriamiento
controlado para aumentar el gasto de energia a través del metabolismo de las grasas y la termogénesis sin temblores,
que no presenta el inconveniente relacionado con la disrupcion celular rica en lipidos descrita anteriormente. Por
consiguiente, se demostré que el método de la invencién promueve la reduccion del tejido adiposo sin alteracion
celular rica en lipidos, reduciendo la circunferencia de la cintura con una sola sesién de mudltiples aplicaciones, o
acumulando la reduccion de la circunferencia de la cintura con sesiones repetidas (incluso sesiones diarias repetidas)
con un proposito estético. Otras ventajas del presente método sobre los métodos de la técnica anterior es que no
promueve la reaccién inflamatoria o la piel floja, aumenta el retorno venoso y es activo en la lipomastia.
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[0007] La presente invencion se refiere a un método no terapéutico sin temblor de criotermogenesis para reducir
localmente el tejido adiposo del cuerpo de un sujeto sin la ruptura celular rica en lipidos, la criotermogenesis sin temblor
se define como un aumento inducido por el frio en la produccién del calor no asociada con una actividad muscular de
temblores, dicho método comprende:

(a) aplicar al menos un aplicador de un medio refrescante a la piel del sujeto a regiones en las que el tejido
adiposo subcutaneo es tejido adiposo blanco (WAT) o contiene adipocitos de color amarillento o pardo que
se refieren a transformacion de adipocitos blancos en adipocitos marrones por frio; y

(b) aplicar aplicadores adicionales de dicho medio de enfriamiento a la region local en la que se desea la
reduccion del tejido adiposo; y

(c) dichos aplicadores de dicho enfriamiento significan mantener la temperatura superficial de la piel entre
4°Cy 12°C, preferentemente entre 6°C y 10°C, mas preferentemente aproximadamente 8°C; y

(d) aplicar dichos aplicadores durante un periodo de tiempo total comprendido entre 20 y 60 minutos,
preferentemente entre 30 y 50 minutos, mas preferentemente aproximadamente 40 minutos.

[0008] Ventajosamente, el procedimiento segun la invencion comprende ademas en dicho paso b) la aplicacién de los
aplicadores adicionales de dicho medio de enfriamiento a lo largo de los grandes ejes vasculares del sistema
circulatorio, tales como la arteria femoral, la arteria tibial, la arteria subclavia, arteria axilar, arteria braquial... cuidando
de no comprimirlas. El término "criotermogénesis" se refiere aqui a un proceso bioldgico activado por frio que induce
0 mejora la termogénesis, sin causar la muerte celular. Por "termogénesis" se entiende un proceso que ocurre en
todos los animales de sangre caliente y que consiste en células que producen calor a partir de acidos grasos y
carbohidratos. Durante este proceso metabdlico, los productos finales no toxicos son liberados (por ejemplo, H20 y
COz2) y no hay reaccion inflamatoria se induce. Los términos "crioterogénesis sin temblores" se definen como un
aumento inducido por el frio en la produccién de calor no asociada con la actividad muscular de los temblores.

[0009] De acuerdo con ello, como se muestra en el presente documento no se observa ninguna diferencia significativa
en el nivel de biomarcador inflamatorio antes, durante y después de la aplicacion del método de acuerdo con la
invencion.

[0010] Por "reduccion de tejido adiposo” se quiere decir en el presente documento que se reduce el volumen de tejido
adiposo de al menos una parte del cuerpo de un sujeto. Esta reduccién en el tejido adiposo puede determinarse
midiendo el grosor de la piel con un adipémetro o midiendo la circunferencia de la parte del cuerpo tratada del sujeto.

[0011] EI término "biomarcador inflamatorio" tal como se usa en el presente documento se refiere a biomarcador(es)
indicativo(s) de la presencia de un estado inflamatorio, por ejemplo, neopterina, velocidad de sedimentacion, proteina
C-reactiva (CRP), y marcadores y citoquinas celulares adicionales identificables por una persona experta.

[0012] EI término "tejido adiposo subcutaneo” significa tejido que se encuentra debajo de la dermis e incluye los
adipocitos (células grasas) y la grasa subcutanea. Por "tejidos adipocitos subcutaneos ricos en adipocitos marrones"
se refiere a areas localizadas a lo largo de la columna (cervical, paravertebral), supraclavicular, axilar, pericardica,
pericardica/renal/suprarrenal, traquea-esofagica, mediastinica, intercostal y mesentérica (Figura 1). La expresion
"tejido adiposo blanco (WAT) que contiene adipocitos marrones" o "adipocitos brite" (es decir, marrén en blanco) o
adipocitos beige se refieren a todas las areas de tejido adiposo blanco que contienen adipocitos marrones. Los
adipocitos amarillentos o marrones se refieren a la transformacién de adipocitos blancos en adipocitos marrones por
varios factores, incluido el frio.

[0013] EI término "adipocito pardo" se refiere a células presentes en BAT que se especializan en la produccion de
calor (termogénesis) en los mamiferos. Se han descrito dos tipos principales de tejido adiposo, WAT y BAT. Los tipos
de células adiposas mas abundantes son los adipocitos blancos que contienen una sola gota de lipidos intracelulares
y se localizan en depdsitos especificos dentro del cuerpo. A diferencia de WAT, los adipocitos BAT expresan proteinas
de desacoplamiento que permiten que las mitocondrias metabolicen la grasa mediante la oxidacién {3 para generar
calor (Avram et Harry, 2009). Al desacoplar las proteinas 1, cuando se activa, se cortocircuita el gradiente
electroquimico que impulsa la sintesis de ATP vy, por lo tanto, estimula la actividad de la cadena respiratoria. El calor
se genera a partir de la combustidn de sustratos disponibles y se distribuye al resto del cuerpo a través de la circulacion.
Del mismo modo, los "adipocitos de tipo marréon” o "células grasas de color beige" también se identificaron en el tejido
adiposo y se refieren a células que contienen cantidades significativas de proteinas de desacoplamiento 1, lo que les
proporciona capacidades termogénicas http://www.nature.com/nm/journal/v19/n10/full/nm.3361.html - ref10.

[0014] Por "region local en la que se desea reduccion del tejido adiposo" se quiere decir una region definida o area
que comprende los adipocitos, y donde se aplicaran medios de refrigeracion para reducir especificamente el tejido
adiposo presente en esta zona, o para especificamente activar termogénesis a través de adipocitos marrones y/o WAT
que contienen adipocitos marrones. De acuerdo con una realizacidn preferida, dicha region local se selecciona del
estdmago, llantitas, muslos internos, rodillas internas, gluteos, brazos internos, mentén, area del seno, espalda y
cuello.
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[0015] Por lo tanto, el método segun la invencién mediante la reduccion de tejido adiposo en un sujeto puede reducir
la circunferencia de la cintura, caderas, parte superior del muslo, parte inferior del muslo, la pantorrilla, antebrazos,
biceps, pecho y/o el hombro, preferentemente la circunferencia de la cintura, caderas y/o muslo y mentén.

[0016] Por "mantener la temperatura superficial de la piel" se entiende en esta memoria que el medio de refrigeracion
estd adaptado para enfriar la superficie de la piel a una temperatura especifica y para mantenerla mediante la
adaptacion de la temperatura aplicada. Sin embargo, sera obvio para una persona experta adaptar la temperatura
aplicada de acuerdo con la duracién de la aplicacion y, por el contrario, adaptar la duracion de la aplicacién de acuerdo
con la temperatura aplicada. Dicha temperatura superficial de la piel puede determinarse por cualquier medio que
permita medir la temperatura, que son bien conocidas por un experto en la materia. Por ejemplo, tales medios que
permiten medir la temperatura se pueden seleccionar entre termémetros infrarrojos o termémetros laser o termémetros
sin contacto. Por lo tanto, al mantener la temperatura superficial de la piel a la temperatura de acuerdo con la invencion,
las células adipociticas se preservan de la muerte celular inducida por congelacion, y se evita cualquier interrupcion
de las células adipocitarias.

[0017] Por "aproximadamente 8°C" se quiere decir una temperatura superficial de la piel de 8°C + 2°C, preferentemente
8°C + 1°C. Por "aproximadamente 40 minutos" se entiende un periodo de tiempo de 40 minutos + 4 minutos,
preferentemente 40 minutos + 2 minutos. Obviamente, la persona experta que realiza el método reivindicado seria
capaz de ajustar los parametros para mantener la temperatura superficial de la piel a aproximadamente 8°C. Por
"medio de enfriamiento" se hace referencia aqui a cualquier medio capaz de enfriar y/o aplicar a una parte del cuerpo
de un sujeto una temperatura de configuracion especifica durante un cierto periodo de tiempo, es decir, eliminando
calor o aplicando frio. El término "aplicador" se refiere a un tiempo, es decir, eliminando calor o aplicando frio. El
término "aplicador" se refiere a una parte de un medio de enfriamiento que se puede aplicar directamente a la piel de
un sujeto y del cual se expulsa aire frio generado para enfriar la superficie de la piel del sujeto. Por supuesto, seria
obvio para la persona experta adaptar la forma o el tamafio de dicho aplicador al area local a enfriar. Preferiblemente,
dichos aplicadores pueden aplicar presion negativa para formar una camara sellada en contacto con la piel de un
sujeto, en el que la temperatura de preparacion especifica se aplica en dicha camara. Ademas, segun la region local
a tratar por el método segun la invencion, dichos aplicadores se elegirian de acuerdo con la superficie de la piel a
cubrir. Tales dispositivos y enfriamiento aplicadores estan disponibles comercialmente y son, por ejemplo
suministrados por Beijing ADSS Development Co., Ltd, o Beijing Jontelaser Technology Co., Ltd, o Beijing Himalaya
Medical Technology Co., Ltd.

[0018] En una realizacion particular, para llevar a cabo el método de acuerdo con la invencién, los aplicadores de
dicho medio de enfriamiento se aplica a la piel de dicho sujeto en un nimero comprendido al menos 2, preferentemente
entre 5 y 14, mas preferentemente entre 8 a 12. Preferentemente, dicho aplicador de dicho medio de enfriamiento
cubre un area de superficie comprendida entre 60 y 90 cm?, preferiblemente entre 70 y 80 cm?2. Ventajosamente, dicho
aplicador tiene una forma rectangular. Sera obvio para una persona experta adaptar la forma y/o el tamafio de dichos
aplicadores a dicha region local en la que se desea la reduccion del tejido adiposo.

[0019] Por otra parte, sera obvio para un experto en la materia adaptar el nimero y/o la forma y/o el tamafio de los
aplicadores a la acumulacion del sujeto con el fin de cubrir la mayor superficie de la piel del sujeto.

[0020] En una realizacion preferida, dichos aplicadores de dicho medio de enfriamiento cubren entre 30% y 70%,
preferentemente entre 40% y 55% de la parte posterior o la parte frontal de la parte superior del cuerpo del sujeto (es
decir, desde el cuello hasta la parte inferior de la espalda o pelvis).

[0021] En una realizacion preferida, dichos aplicadores de dicho medio de enfriamiento cubren entre 60 cm? y 120
cm?, preferentemente entre 70 cm? y 100 cm? del sujeto cuerpo.

[0022] En una realizacion preferida, dichos aplicadores cubren entre el 19% y 33,5%, preferentemente entre 22,5% y
30% de la parte posterior del sujeto.

[0023] En una realizacion preferida, dichos aplicadores cubren entre el 14% y 31,5%, preferentemente entre 17,5% y
25% de la parte delantera del sujeto.

[0024] En una realizacion preferida, la temperatura aplicada por dicho aplicador en el procedimiento segun la invencion
esta comprendida entre -15°C a 5°C, preferentemente -10°C a 0°C, mas preferentemente -9°C a -3°C.

[0025] En una realizacién particular, los periodos de tiempo del paso d) del método segun la invencion se dividen en
dos o tres subperiodos, preferencialmente tres subperiodos, dichos subperiodos durante entre 8 y 25 minutos cada
uno, preferentemente durante 10 o 20 minutos cada uno.

[0026] En una realizacion preferida, el periodo de tiempo del paso d) del método segun la invencion esta comprendido
entre 25 y 75 minutos, entre 30 y 65 minutos, preferentemente entre 35 y 55 minutos, mas preferiblemente
aproximadamente 40 minutos.
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[0027] En una realizacion preferida, el método segun la invencion comprende tres subperiodos que consisten en:

i. aproximadamente 10 minutos a aproximadamente -10°C; y
ii. aproximadamente 10 minutos a aproximadamente -8°C; y
iii. aproximadamente 20 minutos a aproximadamente -7°C.

[0028] En otra realizacién, dichos aplicadores de dicho medio de enfriamiento de acuerdo con la invencion se aplican
a la piel del sujeto con una presion de aspiracion comprendida entre 20 y 300 kPa, preferentemente entre 100 kPa y
200 kPa. Preferentemente, dicha presion esta comprendida entre 20 kPa y 100 kPa cuando el grosor del grosor de la
piel de un sujeto es inferior o igual a aproximadamente 3 cm, y esta comprendido entre 101 kPa y 300 kPa cuando el
grosor de la piel de un sujeto es superior a unos 3 cm. El término "aproximadamente 3 cm" significa que el grosor de
la piel es de 3 cm + 0,3, preferentemente de 3 cm + 0,2. Preferentemente, dicha presion debe variar entre 20 kPa a
100 kPa cuando dichos aplicadores de dicho medio de enfriamiento se aplican a lo largo de los grandes ejes vasculares
del sistema circulatorio, tales como la arteria femoral, la arteria tibial, la arteria subclavia, arteria axilar, arteria braquial...

[0029] La expresion "el espesor de la piel" se refiere en este documento a la medicion del espesor de la piel por un
adipometro. El experto en la materia sabe que las mediciones del adipdmetro se utilizan como guia para calcular la
cantidad de grasa subcutanea. Sin embargo, seria obvio para una persona experta adaptar los valores umbral con
mediciones obtenidas por cualquier otro medio.

[0030] En una realizacion preferida, cuando dichos aplicadores son de forma rectangular, el método segun la invencion
que comprende un paso siguiendo adicional dichos pasos a) y/o b), en donde dichos aplicadores de forma rectangular
se mueven por 90 grados y se aplican por un periodo adicional de tiempo. Ventajosamente, dicho paso adicional
después de dichos pasos a) y/o b) se aplica cuando el grosor de la piel de dicho sujeto es superior a aproximadamente
3 cm.

[0031] Otro objeto de la presente invencion es un método de criotermogenesis para reducir el tejido adiposo de cuerpo
de un sujeto, que comprende el paso de:

(a) aplicar en primer lugar el método de acuerdo con la invencion a la parte posterior del sujeto desde el cuello
hasta la parte inferior de la espalda o pelvis; y luego
(b) en segundo lugar aplicar el método de acuerdo con la invencién a la parte anterior del sujeto desde el
cuello hasta la parte inferior de la espalda o la pelvis.

[0032] Otro objeto de la presente invencién es un método de criotermogenesis para reducir localmente el tejido adiposo
del cuerpo del sujeto, que comprende repetir el método de acuerdo con la invencion a la piel del sujeto una pluralidad
de veces hasta que se haya logrado la reduccion deseada en el tejido adiposo en una region local, determinandose
dicha reduccién en el tejido adiposo midiendo el grosor de la piel en la regidn local con un adipémetro o midiendo la
circunferencia de la parte tratada del cuerpo del sujeto, en el que dicha aplicacion repetida puede aplicarse tan pronto
como dicho tejido adiposo recupere su temperatura de dicho paso (a) o (b) anterior. Preferentemente, dicha pluralidad
de tiempos esta separada de intervalos de tiempo de aproximadamente 60 minutos, o intervalos de tiempo de 1 hora,
intervalos de tiempo de 12 horas, o intervalos de tiempo de 1 dia, preferentemente intervalos de tiempo de 1 dia.

Figura 1. Cambio porcentual en (A) circunferencia de la cintura y (B) circunferencia del muslo, después de
aplicaciones abdominales Unicas de crioterapia tisular (n = 17; duracion del tratamiento ca 1,33 h; tiempo
después del tratamiento, < 1 h). Las barras de error indican DE.

Figura 2. Respuestas individuales a la crioterapia tisular en funcién de la edad en sujetos que reciben
aplicaciones unicas de crioterapia tisular (linea de tendencia agregada, P = 0,2).

Figura 3. Disminucion de (A) circunferencia de la cintura, (B) peso y (C) IMC después de tres tratamientos
diarios de crioterapia tisular (n = 12). Las barras de error indican DE.

Figura 4. Disminucién progresiva de la circunferencia de la cintura (expresada como %) en cinco sujetos que
se someten a tratamientos repetidos de crioterapia tisular en cuatro (sujeto 1, M, 59 afios de edad), cinco
(sujetos 2, 3, 4; F, 47 afios; F, 71 afios; F, 52 afos), o siete (sujeto 5, M, 51 afios) dias. La disminucién media
después de 5 tratamientos fue del 6,1%.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1- Efecto del procedimiento de criotermogenesis en circunferencia de la cintura

Métodos

1. Los sujetos y los permisos éticos
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[0033] En este estudio retrospectivo de datos para 28 participantes (9M/19F), edad media 51,5 (intervalo 33-71 afos)
fueron analizados. Todos tenian un IMC consistente con sobrepeso. El método de termogénesis, un procedimiento no
invasivo, no requiere una aprobacion ética institucional formal.

2. Procedimiento de crioterapia de tejido

[0034] EI tratamiento emplea un dispositivo de crioterapia de tejido comercial (FG6601-006, ADSS, Republica de
China) equipado con multiples sondas de enfriamiento (area de enfriamiento 20 X 8 cm). Se registraron las
circunferencias de peso, altura y cintura y muslo (izquierda); El IMC se calculé automaticamente utilizando un aparato
comercial (modelo SC240MA, Tanita, Japén). Se aplicé una capa de papel humedecido (membrana humectante a
base de glicerol, ETG-111-200, Freezefats, Republica de China) en la parte inferior de la espalda del sujeto reclinado,
seguido de la aplicacion simétrica de cuatro a seis sondas por pares, acompafadas de una succion suave a mejorar
el contacto. La temperatura de enfriamiento se ajust6 a -10°C, disminuyendo a -7°C durante 20 minutos; la duracién
de la aplicacién fue de 40 minutos. Los sujetos se acostaron en posicion supina y el tratamiento se repitid en la parte
inferior del abdomen, nuevamente durante 40 minutos. La temperatura oral, un proxy de la temperatura central, se
registré antes y después del procedimiento. Las temperaturas locales de la superficie de la piel se registraron
inmediatamente después de retirar la sonda de enfriamiento y la medicién mostré que se mantuvo alrededor de + 8°C
y no cayo por debajo de + 4°C. El peso, la circunferencia de cintura y muslo, el peso corporal y el IMC se registraron
nuevamente después del procedimiento. 12 sujetos se ofrecieron para aplicaciones triples diarias. Cinco participantes
(3Fy2M;de47, 51,71y 51, 57 afios, respectivamente) se ofrecieron como voluntarios para solicitudes diarias mas
prolongadas, y el procedimiento se repitié diariamente para un total de cuatro, cinco o siete aplicaciones, con grabacion
sistematica como antes.

3. Estadisticas

[0035] El andlisis estadistico emplea medios normalizados y DE. Los resultados se evaluaron mediante la prueba t de
Student; la significacion estadistica se establecié en P< 0,05.

4. Enfriamiento local produce decrementos en la circunferencia de la cintura

[0036] La circunferencia de la cintura se registré antes y después de las aplicaciones individuales de tejido abdominal
local de refrigeracion (método de criotermogenesis) en una serie de 17 sujetos. Como se muestra en la figura 1A, hubo
una reduccion media del 3,0% de la circunferencia de la cintura después del procedimiento. La disminucion fue de alta
significancia estadistica (P = <0,0001). Por el contrario, no hubo cambios en la circunferencia del muslo (Fig. 1B). La
temperatura corporal central (oral) aumenté de 35,8 a 36,1 (+ 0,3°C), pero el cambio no fue significativo. Los cambios
en el peso y el IMC con aplicaciones individuales no alcanzaron la significacion estadistica (no presentado; ver mas
abajo).

[0037] Como se muestra en la Fig. 2, hubo una tendencia hacia una reduccién de la eficacia en funcion de la edad.
Sin embargo, la tendencia no fue de significacién estadistica (P = -0,2): algunos individuos mayores mostraron
reducciones sustanciales en la circunferencia de la cintura y algunos sujetos jovenes mostraron respuestas bajas. No
hubo diferencias de género significativas.

5. Mdltiples aplicaciones producen pérdida de la circunferencia de la cintura

[0038] Doce sujetos realizaron tratamientos posteriores en los dias 2 y 3 bajo las mismas condiciones y por la misma
duracion como en el dia 1. Como se muestra en la Fig. 3, ademas de una disminucion significativa en la circunferencia
de la cintura (P = 0,0068), se observaron reducciones altamente significativas tanto en el peso corporal (P = <0,001)
como en el IMC (P = 0,013). La extensién de la reduccién media en la circunferencia de la cintura, 4,2%, excedio la
reduccion media obtenida por aplicaciones individuales (3,0%, P = NS versus aplicacion unica).

[0039] Para hacer frente a un posible efecto dependiente de la demora/tiempo, nueve sujetos que recibieron un solo
tratamiento se sometieron a mediciones adicionales 5 a 10 dias mas tarde, pero sin mas crioterapia de tejido. Dado el
pequefio numero de sujetos, el grado de reduccién en la circunferencia de la cintura (3,9%, SD = 3,09) no alcanzé
significacion estadistica versus la reduccién observada inmediatamente después del tratamiento Unico (3,0%, DE =
2,71), aunque hubo una tendencia hacia un aumento.

[0040] Cinco sujetos (3 M, 2 M) se ofrecieron para la repeticion de tratamientos diarios durante periodos de 4, 5,y 7
dias. Como se muestra en la Fig. 3, repetir el tratamiento fue acompafiado, en los cinco sujetos, por una pérdida
progresiva de la circunferencia de la cintura (pérdida media del 6,1% inmediatamente después de cinco tratamientos),
se compararan con una pérdida media del 3% inmediatamente después de un solo tratamiento. La diferencia en la
pérdida de cintura después de cuatro a siete tratamientos fue significativamente mayor que la de los tratamientos
individuales (P = <0,01).

6. Parametros Biomédicos
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[0041] Temperaturas locales de la piel inmediatamente por debajo de la sonda de enfriamiento fueron variables dentro
de la region, pero pudieorn no caer por debajo de + 6°C. Hubo algun enrojecimiento local de la piel consistente con
un aumento de la circulacion sanguinea local. No se observé dafio superficial de la piel de ningun tipo. Se realizé un
analisis exhaustivo de la sangre en cuatro sujetos antes y 3 dias después del tratamiento. Los perfiles antes y después
del tratamiento fueron irrelevantes. Es importante destacar que, excepto como se indicd, no hubo indicios de
inflamacién, activacion de macréfagos o perfiles lipidicos anormales. Por lo tanto, el método de criotermogénesis no
esta asociado con inflamacién sistémica o cambios en los perfiles de lipidos en la sangre. Ademas, ningun participante
informé eventos adversos.

7. Conclusion

[0042] Aplicaciones individuales de tejido abdominal local de refrigeracion (método de criotermogenesis) se
encontraron para producir una reduccion significativa de tejido. Todos los sujetos respondieron a tratamientos
individuales mediante una reduccién en la circunferencia de la cintura (media ~3%) que fue estadisticamente
significativa (P = <0,0001). No hubo diferencia de género M/F evidente en la respuesta. Hubo una tendencia aparente
hacia una reduccion de la eficacia con la edad; sin embargo, la tendencia no fue estadisticamente significativa, y los
participantes entre los mas antiguos del grupo mostraron respuestas a tratamientos individuales.

[0043] Los resultados muestran una mayor pérdida progresiva de AT con multiples aplicaciones. Se observo una
reduccion mayor en la circunferencia después de tres tratamientos (~ 4,2%), y esto fue acompafiado por disminuciones
tanto en el peso corporal (~ 0,75%) como en el IMC (< 0,8%) que fueron estadisticamente significativas. La reduccion
en el IMC indica pérdida selectiva del volumen de AT. La reduccion en la circunferencia de la cintura después de tres
tratamientos (~ 0,4%) fue consistente con la disminucion del peso corporal total (~ 0,75%).

[0044] En cinco sujetos que recibieron rondas prolongadas de tratamiento (cuatro a siete), no habia evidencia de
decrementos progresivos en circunferencia de la cintura (~ 6% después de cinco tratamientos), argumentando que
multiples tratamientos a intervalos diarios producen beneficios acumulados. No se informaron cambios consistentes
en los parametros bioquimicos o eventos adversos para los participantes en este estudio. Estos resultados confirman
que el enfriamiento local del tejido abdominal produce una pérdida selectiva de volumen de AT.

[0045] En contraste con los informes anteriores de que no hay un cambio evidente en la grasa corporal inmediatamente
después del tratamiento, los resultados mostraron efectos beneficiosos significativos dentro de 1 h de tratamiento, un
transcurso de tiempo demasiado rapido para ser explicado por células de la muerte y el aclaramiento. Ademas,
multiples tratamientos diarios produjeron pérdidas progresivas de circunferencia de la cintura, peso corporal e IMC, lo
cual es incompatible con la disrupcion celular. Ademas, el analisis bioquimico no revel6 evidencia de marcadores de
inflamacién o activacion de macrofagos en los sujetos tratados, mostrando una reduccion del volumen de células
adipocitarias mediante termogénesis, con conservacion de la integridad celular. En apoyo, se registrd el mantenimiento
completo de la temperatura corporal central (+ 0,3°C) a pesar del intenso enfriamiento local, lo que demuestra que se
esta produciendo termogénesis. Por lo tanto, los resultados apuntan al gasto de energia a través del metabolismo de
las grasas inducido por el frio y la termogénesis, con la consiguiente reduccién en el volumen de células adipociticas
y la masa de AT.

[0046] En cuanto a la seguridad del método de acuerdo con la invencién, no hay cambios consistentes en parametros
bioquimicos se observaron tras el tratamiento, incluyendo los marcadores de inflamacion. Los participantes no
informaron efectos adversos.

Ejemplos 2 - Mediciones de biomarcadores inflamatorios

Método

1. Parametros biomédicos

[0047] El analisis de sangre integral se llevé a cabo en los sujetos antes y 3 dias después de que el tratamiento diario
se aplica a diario durante 5 a 10 dias. Todos los perfiles antes y después del tratamiento (+ 4 dias) no fueron
destacables. Es importante destacar que no hubo indicios de inflamacion o activacion de macréfagos.

Resultados

[0048]
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Tabla 1 - Medida de neopterina antes y después del tratamiento de criotermogénesis

Neopterina (hmol/l)
w1 aemde |3
siewz |amemde %8
Sujeto 3 rr—
Sujeto 4 espies ] 60
T

Tabla 2 - Medicién de la velocidad de sedimentacion (primera hora y segunda hora) y proteina C reactiva (PCR)

antes y después del tratamiento de criotermogénesis

Velc_>0|dad 3 deCRP
sedimentacion
Sujeto a antes de 7y19 <5
después 6y13 <1
Sujeto b antes de 4y9 3
después 9y 26 5
Sujeto ¢ antes de 3y6 <5
después 3y6 <5
Sujeto d antes de 6y14 <5
después 6y15 2
Sujeto e antes de 2y6 55
después 3y5 <1

Conclusiones

[0049] Los resultados de la tabla 1 y 2 mostraron que el método de criotermogenesis no esta asociado con la
inflamacién sistémica como neopterina (valor normal: < 25 nmol/l, las tasas de sedimentacion (valores normales:
primera hora 1 a 20 y segunda hora 4 a 40) y CRP (valor normal: <6 mg/L), que son bien conocidos por la persona
experta, estan en el rango de sus respectivos valores normales. Ademas, ningun participante informé eventos
adversos.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de criotermogenésis no terapéutica sin temblor para reducir localmente el tejido adiposo del
cuerpo de un sujeto sin alteracién celular rica en lipidos, la crioterogénesis sin temblor se define como un aumento
inducido por el frio en la produccién de calor no asociado con una actividad muscular de temblores, comprendiendo
dicho método:

(a) aplicar al menos un aplicador de un medio de enfriamiento a la piel del sujeto a una region en la que el
tejido de los adipocitos subcutaneos es tejido adiposo blanco (WAT) o contiene adipocitos de color amarillento
o dorado que se refiere a la transformacion de adipocitos blancos en adipocitos marrones por frio; y

(b) aplicar al menos un aplicador adicional de dichos medios de enfriamiento a una region local en la que se
desea la reduccion del tejido adiposo, si dicha regién local difiere de la definida en el paso (a);

(c) dicho aplicador de dicho enfriamiento significa mantener la temperatura superficial de la piel entre 4°C y
12°C, preferentemente entre 6°C y 10°C, mas preferentemente aproximadamente 8°C; y

(d) aplicar dichos aplicadores durante un periodo de tiempo total comprendido entre 20 y 60 min,
preferentemente entre 30 y 50 min, mas preferentemente aproximadamente 40 minutos.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho aplicador aplica una temperatura comprendida entre -15°C a 5°C,
preferentemente -12°C a 0°C, mas preferentemente -9°C a -3°C.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que dichos periodos de tiempo del paso d) se dividen en dos o tres
subperiodos, preferentemente tres subperiodos, cada uno de dichos subperiodos durante entre 10 y 20 minutos.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que dichos tres subperiodos consisten en:

i. aplicar una temperatura de -10°C durante 10 minutos; y
ii. aplicar una temperatura de -8°C durante 10 minutos; y
iii. aplicar una temperatura de -7°C durante 20 minutos.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha region local se selecciona
preferentemente del estomago, llantitas, muslos internos, rodillas internas, gluteos, brazos internos, mentén, area de
los senos, espalda y cuello.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que se aplican al menos 2 aplicadores a la piel de
dicho sujeto, preferiblemente de 5 a 14, mas preferiblemente de 8 a 12.

7. Un método de criotermogénesis para reducir el tejido adiposo del cuerpo de un sujeto, que comprende el paso de:

(a) aplicar primero el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 a la parte posterior del sujeto
desde el cuello hasta la parte inferior de la espalda o la pelvis; y luego

(b) en segundo lugar, aplicar el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 a la parte anterior del
sujeto desde el cuello hasta la parte inferior de la espalda o la pelvis.

8. Un método de criotermogénesis para reducir localmente el tejido adiposo del cuerpo del sujeto, que comprende
repetir el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 a la piel del sujeto varias veces hasta que
se haya logrado la reduccién deseada en el tejido adiposo en una regién local, dicha reduccion del tejido adiposo se
determina midiendo el grosor de la piel en la region local con un adipdmetro o midiendo la circunferencia de la parte
del cuerpo tratada del sujeto, en donde dicha aplicacién puede repetirse tan pronto como dicho tejido adiposo recupere
su temperatura de antes de dicho paso (a) o (b).

9. El método de la reivindicacién 7, en el que dicha pluralidad de tiempos estan separados de intervalos de tiempo de
1 hora, intervalos de tiempo de 12 horas o intervalo de tiempo de 1 dia, preferiblemente intervalo de tiempo de 1 dia.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 6, en el que dichos aplicadores de dicho enfriamiento
medio cubren entre 30% y 70% preferentemente entre 40% y 55% de la parte posterior o anterior de la parte superior
del cuerpo del sujeto.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 6, en el que dichos aplicadores de dicho enfriamiento
medio cubren entre el 19% y el 33,5%, preferiblemente entre el 22,5% y el 30% de la parte posterior del sujeto.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 6, en el que dichos aplicadores de dicho enfriamiento
medio cubren entre 14% y 31,5%, preferentemente entre 17,5% y 25% de la parte anterior de la sujecion.
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