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BOSQUEJO DEL ESTUDIO
Titulo

Verificacion de que BELAGEe incrementa la actividad de dos enzimas enddgenas
antioxidantes principales, SOD y GPx: mejorando el estatus antioxidante del cuerpo.

Investigador Principal
PROBIOX - Bélgica
Objetivos

Primario: Evaluar el beneficio potencial de un suplemento de BELAGE® en la mejora del
estatus antioxidante, con SOD y GPx.

Secundario: Evaluar el beneficio potencial de un suplemento de BELAGEe en la
reduccion de la peroxidacion de los lipidos y de la oxidacion de LDL.

Hipotesis del Estudio: El suplemento de BELAGE®

- Mejora el estatus antioxidante y los niveles de SOD, GPx,

- Reduce la peroxidacién de los lipidos y la oxidacion de LDL.

Salidas

Primaria

Niveles de suero SOD (determinados espectrofotométricamente a 480 nm)

La actividad GPx fue ensayada espectrofotométricamente en equipos comerciales de
eritrocitos.

Las unidades de actividad GPx fueron calculadas siguiendo la oxidacion NADPH a 340
nm usando hidroperéxido de cumeno como sustrato.

Secundario
La actividad de peroxidacién de los lipidos (POOL) fue determinada estimando la
acumulacion de los productos de peroxidacion, sustancias acido-reactivas tiobarbituricas

(TBARS) (Ohkawa y otros, 1979).

Oxidacion LDL: La OxLDL se determind usando un equipo ELISA comercialmente
disponible (Biomedica, Viena, Austria).

Disefio

Este es un analisis clinico, llevado a cabo por un solo centro.



Consideraciones del tamafio de muestra

Treinta adultos se enrolaran para participar en el estudio sobre un periodo de tratamiento
de 30 dias.

Plan de andlisis estadistico

Basado en un principio de modelos lineales para resultados continuos y pruebas de Chi-
cuadrada/Fisher y en principios de regresién logistica para resultados discretos.

Descripcion de sujetos de prueba y criterios principales para su inclusion

Hombres y mujeres saludables, no sujetos a tratamientos médicos, no fumadores, entre
25y 60 afos, con peso por altura corporal saludable (BMI entre 19 a 30).

Descripcién de los Principales Criterios de Exclusién

BMI menor que 19 6 BMI mas grande que 30

Fumadores (una prueba de orina se llevara a cabo para determinar si hay Nicotina
presente)

No sujetos a tratamiento médico (Se proporcionaran los criterios. Ver los criterios de
inclusion)

Darfio del ADN

Enfermedades Malignas (Incluyendo diagndstico de cancer, leucemia, etc.)

Enfermedades Inflamatorias

Indicacion de altos niveles oxidativos

Productos a ser probados:

BELAGE®
250 mg por dia - durante el dia - por un periodo de tratamiento de 30 dias.

Plan de estudio D30
Datos de Historia/sujeto
Consentimiento informado firmado
Examen Clinico

Extraccion de sangre en ayunas
Formulacién del suplemento ->

Evento adverso X

X[ | x| x[x|Z




Introduccioén

El olivo (Olea europaea) y el romero (Rosemary officinalis) son especies vegetales ricas
en compuestos fendlicos que desarrollan una fuerte actividad antioxidante y que también
han sido parte de la dieta Mediterrdnea durante siglos.

BELAGEe® contiene extractos de olivo y romero, cuyo contenido antioxidante presente en
la dieta humana, entre otros factores, ha sido relacionado con la prevencién de
enfermedades de la arteria coronaria y de la arterioesclerosis.

Ademas, el hidroxitirosol y la oleuropeina de los olivos han venido siendo sefialadas como
potentes eliminadores de radicales libres.

Este estudio publica los resultados de una prueba clinica con BELAGEe, ingerido
oralmente, que prueba los poderosos atributos antioxidantes de este extracto.

Las siguientes secciones muestran que la capacidad de un tratamiento de 30 dias con un
suplemento de BELAGEe estimula enzimas antioxidantes que juegan un papel crucial en
la proteccién de las células evitandoles ser dafiadas por los radicales libres.

Las enzimas antioxidantes tales como el superéxido dismutasa o el glutation peroxidasa
catalizan las reacciones de enfriamiento repentino de los radicales libres, previniendo asi
el stress oxidativo.

Este estudio demuestra que BELAGE® incrementa la actividad de las dos principales
enzimas endogenas antioxidantes, SOD y GPx: mejorando las defensas antioxidantes.

Mas aun, el mismo tratamiento dio por resultado reducciones significativas de los niveles
de peroxidacion de los lipidos y de la oxLDL: que también mostraron menos formacion de
radicales libres.

Capacidad Antioxidante de BELAGE®

La produccion excesiva de radicales libres tales como el radical anidnico del superoxido,
el radical hidroxilo y el radical alquiloperoxilo, inducen un dafio oxidativo en las células.

Se propone que el dafio estd asociado con un sindrome metabdlico, con el
envejecimiento, con el cancer, con la arteriosclerosis y con otras enfermedades
relacionadas con el estilo de vida.

En contraste, los antioxidantes, como atacantes y eliminadores de los radicales libres e
inhibidores de la peroxidacion de los lipidos, se les asignan papeles importantes en la
prevencion de tales enfermedades.

Asi pues, los antioxidantes son actualmente el topico mas atractivo para la investigacion
debido a su papel en la salud humana.



Han sido publicados muchos articulos reportando el efecto neuroprotector y la proteccién
vascular de las frutas y vegetales, conectadas a la dieta Mediterranea: apoyando la
hipodtesis de que los antioxidantes incluidos en la dieta y los compuestos anti-inflamatorios
pueden ejercer un efecto neuroprotector directo.

Durante los ultimos pocos afios, la evidencia que ha emergido hace pensar que los
flavonoides de la dieta (representando un amplio rango de compuestos polifendlicos) que
acompafan naturalmente a algunas plantas y alimentos pueden ejercer efectos benéficos
sobre el sistema nervioso central debido a su eficacia en la protecciéon de las neuronas
contra las lesiones inducidas por el stress oxidante, suprimiendo la neuroinflamacion y por
ende, una mejora en el control de los factores de riesgo cardiovascular.

El olivo (Olea europaea) y el romero (Rosemary officinalis) son especies vegetales ricas
en compuestos fendlicos que conllevan una fuerte actividad antioxidante y también han
sido parte de la dieta Mediterranea durante siglos.

El hidroxitirosol y la oleuropeina de los olivos, han demostrado ser potentes destructores
de los radicales.

Ademas de todo, su presencia en la dieta humana, entre otros factores, ha sido
relacionada con la prevencion de enfermedades de las arterias coronarias y de la
arterioesclerosis.

Hay varios reportes que identifican los compuestos que son primariamente responsables
de las propiedades antioxidantes de los extractos de romero tanto en fracciones lipofilicas
como hidrofilicas (4, 5).

La actividad antioxidante de estos extractos se debe principalmente al contenido de
diterpenos abietano fendlicos (acido carndsico y sus productos secundarios derivados
tales como carnosol, rosmadial, rosmanol, isomeros del rosmanol y el metil carnosato.

Més aun, la ocurrencia de otros compuestos fendlicos tales como los flavonoides y los
acidos fendlicos, especialmente el acido rosemarinico, también contribuyen a la
bioactividad de BELAGE®.

El Romero (Rosmarinus officinalis L.) es una planta medicinal y aromatica muy
importante, que pertenece a la familia de las Lamiaceae y ha sido cultivada desde tiempos
ancestrales.

Los antropdlogos y los arquedlogos han encontrado evidencia de que las hierbas de
romero fueron usadas como medicinales y por sus virtudes culinarias y cosméticas en el
antiguo Egipto, Mesopotamia, China e India.

Su difusion tan grande como una hierba culinaria asi como los estudios experimentales,
han probado que su uso es seguro.

Las hojas del Rosmarinus officinalis poseen una variedad de agentes bioactivos, que
incluyen antioxidantes anti-tumorales y anti-inflamatorios.



Los principales constituyentes relevantes estan formados por una vasta cantidad de
compuestos polifendlicos, incluyendo el &cido carndsico, el carnosol, el acido
rosemarinico, el &cido ursdlico, etc.

Entre estos, el acido carndsico (CA) (un compuesto de diterpeno fendlico) y el carnosol
son los constituyentes antioxidantes mas poderosos (cerca del 90% de la actividad
antioxidante).

Posadas y otros investigadores (12) también mostraron que suplementando la dieta de
ratas viejas con extracto de romero, 20% CA, produjo actividad de la enzima antioxidante,
una reduccién en la peroxidacion de los lipidos y en los niveles de ROS que fue
significativa para la actividad catalasa en el corazén y el cerebro, NOS en el corazén y en
los niveles de LPO y ROS en diferentes tejidos cerebrales.

Abundando, el CA tiene una actividad antimicrobiana, puede inhibir la absorcién de los
lipidos en animales y reducir la ganancia de peso corporal en animales y es un enemigo
natural de los radicales libres, debido a su esqueleto fendlico.

Asimismo, la modulacion del stress oxidativo causada por el Rosmarinus officinalis ha sido
demostrada en ratas a las que se les indujo cirrosis en el higado mediante CCl4.

Los olivos (Olea europaea L.) han sido ampliamente usados en remedios tradicionales
en paises Europeos y Mediterraneos tales como Grecia, Espafia, Italia, Francia.

Se han usado en la dieta humana como extractos o polvos y contienen muchos
compuestos potencialmente bioactivos que pudieran tener propiedades antioxidantes,
antihipertensivas, antiaterogénicas, anti-inflamatorias, hipoglucémicas e
hipocolesterolémicas.

Los olivos del tipo Olea europaea son ricos en biofenoles de la oliva, tales como la
oleuropeina, la verbascosida, la ligstrosida, el tirosol y el hidroxitirosol.

Uno de estos compuestos potencialmente bioactivos es la oleuropeina secoiridoide (OLE)
gue puede constituir hasta un 6-9% de la materia seca de las hojas.

Este compuesto es un glucosido secoiridoide fendlico con wuna sustitucion
hidroxiaromética.

Algunos de estos biofenoles han mostrado una gran variedad de actividades biol6gicas
tales como las propiedades antioxidantes o antimicrobianas.

In 2007, los investigadores en Australia que estudiaban la capacidad antioxidante de 55
hierbas medicinales, frutas y vegetales encontraron que el extracto de oliva tenia la mas
alta actividad para atacar y disolver radicales - mas del doble que la del Camellia sinensis
(te verde).

Las propiedades antioxidantes de los polifenoles de la oliva han sido estudiadas
extensamente y sus efectos se describen en numerosas revistas y articulos de
investigacion.



Se han llevado a cabo muchos experimentos in vitro y con animales para demostrar la
actividad antioxidante de los extractos de la oliva y la de sus principales compuestos
activos, la oleuropeina y el hidroxitirosol.

La oleuropeina ha demostrado que reduce la oxidacion de la lipoproteina de baja
densidad (LDL por sus siglas en inglés) tanto in vitro como en conejos.

En las células epiteliales de ratas estimuladas con citocinas, un extracto concentrado de
polifenol redujo la concentracion de nitrito y la produccion de radicales libres.

Los conejos con diabetes inducida mostraron una disminuciéon en los indicadores del
stress oxidativo cuando fueron tratados con oleuropeina.

La biodisponibilidad de los polifenoles de la oliva también ha sido estudiada en seres
humanos y se ha correlacionado a su eficacia antioxidante.

Los resultados de este estudio indican que los polifenoles de la oliva poseen buena
biodisponibilidad, lo que coincide con su eficacia antioxidante.

La revision de los estudios de la intervencion humana mostré que los polifenoles de la
oliva disminuyeron los niveles de la LDL oxidada en el plasma y afectaron positivamente
varios bioindicadores del dafio oxidativo.

Los efectos antioxidantes de los polifenoles de la oliva sobre la oxidacion de la
lipoproteina de baja densidad (LDL) son observados después de una ingesta en la dieta
de alrededor de 10 mg por dia.

La evidencia global de los ensayos in vitro y los estudios en humanos y animales apoyan
el efecto antioxidante de los polifenoles de la oliva.

Adicionalmente, el olivo y la oleuropeina han estado relacionadas con la prevencion de
enfermedades de la arteria coronaria y de la arterioesclerosis debido a su habilidad para
inhibir el agregado de plaquetas, para modular el metabolismo del &cido araquidonico,
para inhibir la peroxidacion de las LDL y para reducir el colesterol en la sangre.

Estas respuestas a la suplementacion del extracto de olivo son consistentes con las
respuestas farmacologicas reportadas tanto para la oleuropeina como para su principio
metabolito colonico, el hidroxitirosol.

Las respuestas mas encaminadas hacia la cardioproteccion incluyen efectos anti-
inflamatorios, inhibicién de los agregados de plaquetas y la produccion de tromboxano [A.
sub. 2] y la proteccién contra las lesiones oxidativas del miocardio inducidas por isquemia
and reperfusion.
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